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RESUMO



Neste trabatho avaliamos o efeito iﬁlunomodu]adﬁr do extrato seco do
Agaricus blazei Murill (ABM) sobre o crescimento ¢ diferenciacio dos
precursores hematopoéticos de granulécitos-macréfagos (CFU-GM) na
medula 0ssea € no bago de camundongos BALB/c infectados com Listeria
monocytogenes. Além disso, a atividade estimuladora de colonias do soro, as
alteraches no peso do baco e a resisténcia dos animais frente a infeccdo
também foram avaliados. Para a realizacdo deste estudo, camundongos
BALB/c foram tratados previamente a infecgio com trés diferentes doses de
ABM nas concentracdes de 500, 1000 ¢ 1500mg/Kg, administradas por
gavagem, por sete dias consecutivos. Posteriormente, os amimais foram
infectados  intraperitonealmente com wuma dose subletal (1x10°
baciénas/animal) de Listeria monocytogenes para avaliagdo dos pardmetros
hematopoéticos € com uma dose letal (6x10* bactérias/animal) para avaliagdo
da resisi€ncia dos animais frente & infecglio, através da realizacfio de uma
curva de sobrevida. Nossos resultados demonstraram um decréscimo
significativo no nimero de precursores hematopoéticos da medula 6ssea, um
aumento significativo na hematopoese extramedular e conseqgiente
espienomegalia ¢ um aumento na produgio de fatores estimuladores de
coldnias, em anmimais apenas infectados com Listeric monocytogenes. No

entanto, quando os animais foram tratados profilaticamente com o ABM, nas
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doses de 1000 e 1500mg/kg, observamos uma reversdo significativa da
mielossupressdio induzida pela infecglio, resultando em niveis normais de
CFU-GM. A imbi¢io do desenvolvimento da esplenomegalia e da
hematopoese extramedular, nos grupos de animais infectados € pré-tratados
nas trés doses estudadas também foram observados. Aiém disso, um aumento
significativo na atividade estimuladora do soro, nos animais infectados e pré-
tratados nas trés doses estudadas, foram demonstrados em nossos
experimentos, sendo que, com as doses de 1000 e 1500mg/Kg um aumento
adicional no periodo de 48h apds a infeccgio foi observado. O tratamento com
ABM aumentou a resisténcia dos animais frente a listeriose, sendo que, a
probabilidade de sobrevida para as doses de 1000 ¢ 1500mg/Kg foram de 50%
¢ 80%, respectivamente. Nossos resultados sugerem que o ABM possui uma
potente atividade imunomoduladora, capaz de aumentar a sobrevida dos
animais mfectados com wuma dose letal de Listeria monocytogenes,
possivelmenie devida a capacidade desse extrato de restabelecer a

hematopoese medular ¢ esplénica.



ABSTRACT



This work analyzed the immunomédulating effect of Agaricus blazei
Murilli (ABM) dried extract on growth and differentiation of hematopoietic
precursors of granulocyte-macrophage (CFU-GM) in the bone marrow and
spleen of BALB/c mice infected with Listeria monocyiogenes. We also
evaluated the colony stimulating activity of the serum, changes in spleen
weight, and the animals resistance to infection. To conduct the research,
BALDB/c mice were treated prior to the infection with three different doses of
ABM (500, 1000 and 1500mg/Kg), via gavage during seven consecutive days.
After that the animals were infected intraperitoneally with a sublethal dose
(1x10° bacteria/animal) of Listeria monocylogenes to evaluate the
hematopoietic parameters. The animals were likely infected with a lethal dose
(6x 10" bacteria/animal) to evaluate their resistance to infection in a survival
curve. The results showed a significant decrease in the hematopoietc
precursors of the bone marrow, a significant increase in extramedular
hematopotesis and consequent spleenmegaly, and an increase i the
production of colony stimulating factors in the non-treates infected animals.
When the animals were previously treated with 1000 and 1500mg/Kg of ABM
we observed a significant reversion of infection-induced mielosupression, to
normal levels, spleenmegaly inhibition and extramedular hematopoiesis in the

infected and pretreated groups with all the doses. A significant increase in the



serum stimulating activity was also observed in the pretreated infected animals
with na adicional mcrease in a period of 48hs after the infection with 1000 and
1500mg/Kg of the extract. The treatment with ABM increased animal
resistance to listeriosis, and the probability of survival for the 1000 and
1500mg/Kg doses was 50% and 80% respectively. These resulis suggested
that ABM is a powerful inmunomodulator capable of increasing the survival
of animals infected with a lethal dose of Listeria monocytogenes, possibly due

to this extract capacity of restoring marrow and splenic hematopoesis.
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1.1. Agaricus blazei Murril

Os cogumelos basidiomicetos sdo utilizados na medicina popular por
todo o mundo desde a antigmidade. No Japdo, Russia, China e USA diferentes
polissacarideos com atividades antitumorais foram extraidos do corpo de
frutificagdo ¢ micélia de varias espécies destes cogumelos medicinais. A
maioria destes polissacarideos nfio atacam as células tumorais diretamente,
mas produzem efeitos antitumorais pela ativagiio de diferentes respostas
imunologicas do hospedeiro. A acdo imunomoduladora dos cogumelos é
devida principalmente, ao aumento na estimulacdo de macrofagos (WASSER
E WEIS, 1999).

Além de propriedades antitumorais ¢ imunomoduladoras, esses
cogumelos produzem reducfio nos niveis de colesterol no sangue, melhoram a
hiperlipidemia, possuem acio antitromboética (BOBEK et al, 1991 a b
GUNDE-CIMERMAN et al,, 1993, 1995; MIZUNO, 1993).

Entre as mf(meras espécies de cogumelos estudadas, ha relatos de que
complexos polissacaridicos provenientes do Tricholoma mongolium foram
capazes de ativar macrofagos, estimulando a apresentacdo de antigenos por
estas ceélulas, aumentando a proliferacio de céhulas T e consequentemente

imbindo ¢ crescimento do Sarcoma 180, implantado em camundongos
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BALB/c (WANG et al, 1996). Polissacarideos isolado de cogumelo
Flammulina velutipes e mjetado no periténeo de canmindongos foi capaz de
induzir a proliferacio de hnfocitos esplénicos e exibiu potente atividade
antiturnoral contra o Sarcoma 180 in vivo, embora ndo itenha apresentado
atividade in vitro (1.LEUNG et al., 1997). Culturas de micélio do Phellinus
linteus produziram um polissacarideo que exibi atividade imunoestimulante e
antitumoral, tanto in vivo quanto in vitro, estimulando a proliferacdo celular,
citotoxicidade das células T citoliticas, aumentando as funcdes das células
Natural Killer (NK), macrofagos, e a resposta humoral (KIM et al , 1996).

Os efertos sobre a producdo de citocinas também tem sido mvestigados.
A lectina purificada do corpo de frutificacio do cogumelo comestivel
Volariella volvacea, demonstron atividade estimulaiéonia potente sobre
linfocitos esplénicos ¢ também aumentou a expressdo transcricional de
Interleucina-2 (IL-2) ¢ Interferon-gama (INFy) (SHE et al., 1998). Com o
cogumelo Lentinula edodes, LIU et al. (1 993) relataram que em culturas
celulares (murinas € humanas) a expressiio de genes codificadores de 1L-2 e
fator de mecrose tumoral alfa (TNFg) aumentaram de maneira dose-
dependente, sugerindo que o cogumelo L. edodes pode induzir a resposta
imunolégica dependente de lmfocitos T. Com o complexo polissacarideo-

proteina extraido deste mesmo cogumelo, LIU et al. (1999), observaram que
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estes polissacarideos quando administrados em camundongos normais
apresentavam acio imunomoduladora, devido a capacidade de anmentar a
expressdo de mRNA de Interleucina-1 alfa e beta (IL1c, IL1B), TNFo, INFy
de Fatores estimuladores de colonias de granuldcitos € macréfagos (GM-CSF)
em macrofagos peritoneais ¢ células mononucleares do bago de camundongos
nOrmais.

Neste trabalho estudamos em especial o Agaricus blazei Murill (ABM),
também conhecido como Cogumelo do Sol, Cogumelo Piedade, Cogumelo de
Deus ou Cogumelo Princesa ¢ como Himematsutake ou Kawariharatake no
Japdo (MIZUNO et al, 1990 a, b; MENOLI et al, 2001). Trata-se de um
basidiomiceto que apresenta um corpo de frutificacio comestivel. A espécie é
origindria da regido sudeste do Brasil e em 1965, matrizes deste fungo foram
levadas ao Jap@io, que passou a produzir o cogumelo empregando-se
tecnologia de cultive artificial com grande eficiéncia. Desde entfio, este
cogumelo vem sendo amplamente utilizado como wma iguaria culiniria nas
cozinhas japonesa ¢ chinesa. No final da década de 80, comecou a ser
utilizado como produto nutracutico (alimento fisiologicamente funcional) e
mvestigado por suas propriedades biologicas para o desenvolvimento de novas
drogas (MIZUNO et al., 1990 a, b; DELMANTO et al,, 2001; MENOLI et al,

2001; TAKAKU et al, 2001).
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A andlise fisico-quimica do Agaricus blazei revelou que proteinas,
carboidratos € agucares representam os principais constituintes deste
cogumelo. Fibras, vitammas (B1, B2 e niacina), esteréides (como o ergosterol)
¢ minerais (K P, Mg, Ca, Na, Cu, B, Zn, Fe, Mn, Mo) também foram
determinados (MIZUNO et al, 1990a).

Estudos com o ABM, comprovaram suas acdes imunomoduladoras e
imunoestimulantes (MIZUNO et al., 1990 a, b; EBINA ¢ FUJIMIYA, 1998;
KUQO et al, 2002). Trabalhos realizados com o extrato aguoso do ABM
demonstraram um aumento na populacdo de células MAC-1+ (granuldcitos,
mondcitos e células NK) e CD25+ (macréfagos, linfécitos T ¢ B). Este extrato
também aumentou a expressio de mRNA de IL-1B ¢ Interleucna-6 (IL-6),
tanto em macréfagos peritoneais como em células esplénicas de camundongos
(NAKAJIMA et al., 2002). A secrecdo de citocinas como a IL-8 e o TNFa,
pelos macréfagos originarios da medula 6ssea de ratos, € o aumento da
secrecdo de oxido nitrico (NO) in vitro, por diferentes fracdes extraidas do
extrato aquoso originario da cultura de micélia e do corpo de frutificacdo do
ABM foram relatados por SORIMACHI et al. (2001). A estumulacfio das
células NK, a geracdo de células citotéxicas seletivas e a inducdo de apoptose
nas células tumorais in vifro, pelo extrato de proteoglucanas extraidas do

ABM foram demonstradas (FUJIMIYA et al., 1998).
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ITO et al. (1997), observaram que a inibigdo de diferentes tipos de
fumores em ratos, foram mediadas pela ativagio de macrofagos peritoneals ¢
alteracio do componente C3 do complemento, pelo complexo de
polissacarideos ¢ proteinas (ATOM), extraido do ABM. Nesie mesmo
contexto, SHIMIZU et al. (2002) demonstraram imibicfio de células tumorais,
in vitro, através da ativagiio dose dependente da wvia altemativa do
complemento pele ABM e a formagio de um complexo opsonizante entre o
ABM e iC3b, no soro humano.

O complexo de polissacarideos e proteinas (1-6)-beta-D-glucan-protein
isolados do ABM, intbiu o crescimento de células de fibrosarcoma Meth A,
implantados em camundongos, através do aumento da porcentagem esplénica
de CD3+, CD4+ e de céhulas GMl-positivas (ITOH et al, 1994).
Complementando este trabalho MIZUNO et al. (1998), demonstraram que
estes polissacarideos aumentaram a porcentagem da populagdo de céhilas
positivas espiénicas, como células T(CD3+), céhulas T-auxiliares {CD44) ¢
células T citotdxica (CD8+) em animais normais, tratados oralmente com a
fracio extraida do ABM solitvel em dgua, quando comparados com o grupo
controle tratados apenas com salina, sugernindo que os polissacarideos do

ABM, podem ser imporiantes tanto quando usados como uma medida



profilitica contra o céncer, ou quando usados como um alimento

fisiologicamente funcional.

L2, Modelo experimental de infecciio com Listeria monocyiogenes:

A Listeria monocytogenes € wuma bactéria gram-positiva,
intracitoplamatica, de crescimento rapido, de amplo nicho ecologico e
diferentes classes de hospedeiros (PORTNOQY et al, 2002). Pertence a uma
linhagem de bactérias virulentas causadoras da doenca infecciosa denominada
Listeriose (VAN SCHOTHORST, 1996). Encontrada no meio ambiente é
excretada nas fezes de animais, e amplamente distribuida no solo e na agua.
Embora existam outros modos de transmissdo, a ingestio de alimentos
contaminados como peixe cru, marisco, carne, leite, aves domésticas, vegetais
¢ outros, tem sido evidenciada como a maior fonte de infecgiio. A Listeria
cresce na presenca ou auséncia de ar, em pH entre 4.5 ¢ 9 e na temperatura
entre 0-45 °C, igualmente a outros microorganismos, podendo sobreviver a
longos periodos de congelamento ¢ em alimentos secos. A contaminacio por
esta bactéria pode ser evitada através de uma higienizacio adequada ¢ do

cozimento dos alimentos (VAN SCHOTHORST, 1996).



A listeriose em humanos ocorre principalmente em individuos
mmunossuprimidos (ex: uso de drogas mmunossupressoras), mulheres gravidas,
individuos com cincer, AIDS, idosos e criangas. As manifestagdes clinicas
causadas pela Listeriose podem ser gastroenterite, aborto espontineco,
natimortos, septicemia € meningite em recém nascido. Esses sintomas clinicos
revelam que a Listeria monocytogenes tem uma rara habilidade para atravessar
as trés barreiras de membrana durante a infeccfio: a barreira intestinal, a
barreira hematoencefalica e a barreira placentaria. A infecgio em adultos
saudaveis € relativamente rara, ¢ em alguns casos tem sido associadas ao uso
de antibiéticos e a conseqiiente exposi¢io a um grande nimero desta bactéria.

O modelo experimental de infeccdo pela Listeria monocytogenes em
camundongos, tem sido amplamente utilizado por mais de 4 décadas para
identificac@io e estudo do mecanismo que envolve a defesa do hospedeiro
frente & infecgdo causada por este patdgeno, possibilitando a avaliagiio de
diversos aspectos da mmumidade inaia e adaptativa. {(MACKANESS, 1962;
MACKANESS e HILL, 1969; NORTH et al, 1997; UNANUE, 1997 a b;
HARTY et al. 2000). De acordo com o modelo de Mackaness, a bactéria
inoculada intravenosamente ¢ rapidamente removida da corrente sanguinea
para alojarem-se nos tecidos, principalmente no baco e no figado, onde os

hepatOcitos também sdo infectados (MACKANESS, 1962; NORTH, 1970;
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HAHN e KAUFMANN, 1981; LEPAY et al., 1985; CONLAN ¢ NORTH,
1991). Duranie csta fase, o controle da multiplicagio bacteriana ¢
independente das células T. A bactéria apos ser fagocitada pelas células do
hospederro € incorporada ao fagolisossoma celular, produz uma foxina
denominada listeriohisma O (LLO) que € capaz de lisar este fagolhisossoma
permitindo a migracio da bact€ria para o citoplasma da célula infectada, onde
ocorre sua proliferaciio e conseqiente passagem para células adjacentes, sem
extravasar para o ambiente extracelular, miciando assim sua disseminacio
(NISHIBORI et al., 1996; SOUTHWICK e PURICH, 1996; DRAMSI et al,,
1998; NOMURA et al., 2002).

O processo de resisténcia do hospedeiro a Listeria monocytogenes
envolve diferentes mecanismos. A resposta mespecifica mediada por
macrofagos ¢ polimorfonucleares que se alojam rapidamente no local da
proliferacio da baciéria € essencial para ¢ confrole inicial do crescimento
bacteriano (McLAUCHLIN, 1996; BRAUN & COSSART, 2000). A migracdo
dos neutréfilos para o foco da infeccio € de suma importincia, pois estas
células podem sintetizar e liberar citocinas pro-inflamatorias (IL-1, L-6 ¢
TNFa), “quimiccinas” ¢ outros fatores soliveis come leucotrienos (LLOYD ¢
OPPENHEIM, 1992; GRIMMINGER et ai, 1990). A deplecio de neutréfilos

pode levar a wma infecgdo letal, causada pela Listeria, com um aumento da



migracio da bactéria para figado e¢ bago (ROGERS e UNANUE, 1993;
CONLAN e NORTH, 1994; RAKHMILEVICH, 1995), essa deple¢iio pode
estar relacionada com a caréncia de IL-1, visto que um dos papéis desta
citocina esta relacionado com a ativaciio € mobilizacio de neuirofilos para o
foco da infecgdo (HAVELL et al., 1992; UNANUE, 1997 a, b; EDELSON ¢
UNANUE, 2000).

Os macréfagos infectados pela Listeria produzem e liberam citocinas
como {L-1, TNFa, IL-6, IL-12 e INFy. O TNF« ¢ a [L-12, sdo duas citocinas
chaves na resposta imune inata, que estimulam as células NK a secretarem
INFy (ROGERS et al., 1992; CHEERS e STANLEY, 1988). A combinacio de
TNFa e INFy promove a ativagio de macrofago, aumentando suas
propriedades antimicrobicidas (BECKERMAN et al., 1993; BUCHMEIER ¢
SCHEREIBER, 1985, MIELKE et al. 1993; ROGERS et al, 1994;
TRINCHIERI, 1993) e conduzindo a uma maior expressdo das moléculas de
classe 11 do complexo de histocompatibiidade principal (MHC classe II). O
INFy também € capaz de estimular a produciio de NO pelos macréfagos
quando em cultura com Listena (BECKERMAN et al., 1993). A IL-6 tem
acdo sobre ¢ estroma medular, estimulando a producdo de células precursoras,

aumentando a resisténcia do animal frente a infeccfio.



Enguanio a 11.-12, TNFa, IL-1 e IL-6 produzidas por macréfagos
infectados promove a imumidade do individuo contra & infeccdo, oufras
citocinas tem efeito antagonista. O balanco entre essas citocinas é de particular
importdncia no contexto da diferenciacio de subtipos de células T em Thl ¢
Th2. A IL-10 € uma citocina que inibe o desenvolvimento de Thl e tem efeito
negativo na apresentacio de antigeno para macréfagos (MOORE et al., 1993).
A IL-10 diminui a producdo de IL-12 pelos macréfagos ¢ diminui a resposta
das células NK aos estimulos da I1.-12 e do TNFa (TRIPP et al., 1993).

Como ja vimos, a migracio das células fagocitdrias para o local de
replicagdo da bactéria ma fase inicial da infecgdo ¢é essencial para o
estabelecimento da resisténcia do hospedeiro (NORTH, 1970; BENNET e
BAKER, 1977, LEPAY et al, 1985; ROSEN et al., 1989; BINCOLETTO et
al, 1996). Estas células fagocitarias sdo origindrias das células primitivas
pluripotencias da medula dssea, denominadas células formadoras de coldnias
(CFCs), as quais, de acordo com o estimulo recebido podem dar origem a
qualquer célula sanguinea (METCALF, 1984; QUEIROZ, 1988;
BINCOLETTOet al., 1996). Os fatores estimuladores de colonias {CSFs)
responsaveis pelo crescimento, diferenciacio ¢ atividade bioldgica destas
células sdo, o fator estimulador de colGnias de granulbcitos ¢ macrdfagos

(GM-CSF), o fator estimulador de granuiécitos (G-CSF), o fator estimulador
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de macrofagos (M-CSF) e a IL-3 ou multi-CSF (STEVENSON et al., 1981,
METCALF, 1984, 1989. HUME et al., 1998). No periodo inicial da infeccdo
os niveis destes fatores estimuiadores de coldnias aparecem elevados nos
animais nfectados pela Listeria monocyiogenes.

Embora o5 camundongos susceptiveis a esta bactéria apresentem
elevados niveis de CSFs séricos, o mimero de precursores hematopoéticos da
medula dssea para granuldcitos e macrofagos (CFU-GM) apresenta-se
diminuido no periodo mnicial da infeccio, mantendo-se em niveis abaixo do
controle por varios dias (WING et al., 1984, 1985). Esses animais apresentam
uma multiplicacdo exacerbada de Listeria no figado conduzindo a uma maior
taxa de mortalidade (STEVENSON et al., 1981; WING et al, 1985, 1987
YONG e CHEERS, 1986; CHEERS ¢ STANLEY, 1988; ROSEN et al,

1989).



2%

II OBJETIVOS



Este trabalho teve como objetive avaliar os efeitos protetores da
administraciio do extrato seco do Agaricus blazei Murill (ABM) em
camundongos BALB/c infectados com Listeria monocytogenes. Os
pardmetros avaliados foram:

- 'Namero de precursores hematopoéticos da medula ossea e do baco;

- Produgdo de fatores estimuladores de colénias de células precursoras
hematopoéticas da medula dssea;

- Eficacia terapéutica apés administracdo de uma dose letal de Listeria

monocylogernes.
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IITI MATERIAL E METODOS
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I11.1. Animais

Para realizacio dos experimentos foram utilizados camundongos
BALB/c machos, com idade entre 8 a 10 semanas, fornecidos pelo Biotério
Central da UNICAMP (CEMIB). Os camundongos foram mantidos agrupados
a0 acaso em gaiolas plasticas, em biotério tipo convencional, controlado
devido & mnplantacBo de sistemas de barreiras de protecio ¢ técnicas de
manejo capazes de manter o padrio sanitario SPF dos animais por tempo
meédio de 4 meses. A temperatura foi mantida em 26 + 2°C, com ciclo claro-
escuro de 12 horas e o regime alimentar foi o classico, com ragdo comercial
padrdo ¢ agua esiéreis fomecidas ad libitum. Os experimentos foram
realizados apés um periodo minimo de acondicionamento as condicdes do
laboratério de 72 horas. Os animais foram divididos aleatoriamente em grupos
de 6 ou 10 ¢ sobmetidos ao tratamento de acordo com o protocolo
expermmental a seguir:

a) animais controles;

b) amimass mfectados com Listeria monocytogenes:;

¢) animais tratados com diferentes doses do extrato de Agaricus blazei Murill
(ABM) (300 mg/kg, 1000 mg/ke e 1500 mg/kg) por 7 dias consecutivos e

mnfectados com Listeria monocyitogenes ;

(o
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d) animais somente tratados com diferentes doses de ABM (500 mg/kg, 1000
mg/kg ou 1500 mgkg) por 7 dias consecutivos.

Os animais controles receberam apenas o veiculo (dgua estéril) na
mesma razdo dose-volume por peso corporal adminisirada aos animais

tratados com ABM.
IL.2. Listeria monocytogenes

A bacténa Listeria monocytogenes utilizada para infectar os animais, é
um mbmﬂo gram-positivo, anaerébic facuitativo, mével por flagelos
peritriquios a temperatura ambiente, facilmente cultivavel em agar-sangue.

Esta cepa foi gentilmente cedida pelo Laboratorio de Microbiologia do
Departamento de Patologia Clinica (Hospital das Clinicas - UNICAMP) apés
identificacdio do microrganismo por testes morfologicos e bioquimicos cujos
resuitados principais foram resumidos a seguir: |
s Oxidase — positivo
s (atalase — positivo
® (arboidratos - acio fermentativa
e Xilose - negativo

& Manitol - negativo
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» Bile esculina - positivo

¢ Beta hemoélise — positivo

. CAN[PﬂTest: Staphylococcus aureus - positivo
Rhodococcus equi - negativo

Para a manutencio da patogenicidade desta bactéria foram realizados 25
repasses sucessivos em camundongos BALB/c periodicamente. A bactéria foi
administrada intraperitonealmente aos animais em solucfo salina 0,9% e 48
horas apés a inoculagio do microrganismo, os bacos foram isolados em
ambiente estéril, macerados ¢ mantidos em BHI por 24 horas. Para obtencio
de colonias puras, uma suspensio de Listeria monocytogenes foi cultivada em
placas de agar-sangue ¢ apés 24 horas de incubacio em estufa a 37°C,
coldonias de bactérias foram 1soladas ¢ diluidas em solugfio salina 0.9% na
concentracdo desejada.

Para a realizaclio dos experimentos o nimero ideal de microrganismo a
ser inoculado foi determinado por espectrofotometria, através da escala de
McFarland (Vitek Colorimeter).

As doses de Listeria monocytogenes utilizadas neste trabalho foram
padronizadas a partir de uma curva de sobrevida realizada previamente aos

experimentos conforme descrito por BINCOLETTO e QUEIROZ (1996).



Para o estudo dos pardmetros hematolégicos foi utilizada a dose subletal
de 1x10° bactérias/animal e para a avaliacio da sobrevida dos animais uma
dose Ietal de 6x10" bactérias/animal. A suspensdo de células bacterianas foi
moculada intraperitoneaimente 3 horas apos a dltima dose de ABM, em um
volume de 0.2 ml. por animal.

A resposta hematopoética foi avaliada 24, 48 e 72 horas apds a infeccio

com a dose subletal de Listeria monocytogenes.

H1.3. Tratamento com extrato do Agaricus blazei Murill

O extrato seco do Agaricus blazei {ABM) foi gentilmente cedido pela
Galenpa Quimica e Farmacéutica Lida (S3o Panlo-Brasil). Esse extrato
continha em sua composicBo 58,5% de Polissacarideos, segunde laudo
fornecido pela empresa.

Para o tratamento dos animais, 0 ABM foi ressuspenso em agua estéril
nas concentragbes desejadas a temperatura ambiente ¢ 0.2 ml foram
administrados aos camundongos, correspondendo as doses de 300 mg/kg,

1000 mg/kg. ou 1500 mg/kg, por via oral, durante 7 dias consecutivos.



IIL.4. Cultura clonal de precursores hematopoéticos da medula éssea e do

baco de camundongos BALB/c (CFU-GM)

Para enumerar estas células clonogénicas ¢ importante que todas as
células multipotenciais presentes na cultura sejam otimizadas a proliferar ¢
que as condigdes de cultura sejam ajustadas para se evitar a superposicio de
colonias na placa de Petri, permitindo a identificacio de cada colénia. Para
isto, o mesmo lote de fator estimulador de coldnias (SCM) foi utilizado em
concentraciio maxima, assim como o lote de soro fetal bovino foi selecionado

cuidadosamente devido a varia¢io na sua atividade

HE4.1. Medula dssea

Apbs sacrificar o animal por deslocamento cervical, realizou-se assepsia
da pele com dlcool 70%. Apds exposiciio do fémur, removeu-se a cartilagem
sobre o orificio na extremidade distal e cortou-se o0 0sso na juncdo superior.

A medula éssea foi transferida com o auxilio de agulha e seringa para

um tubo contendo 5 ml. de meio RPMI-164¢ (Caltilab, SP, Brasil).



O pimero de células na suspensdo foi contado em clmara
hematocitométrica apés dilniciio 1:10 das células em azul de tripan 1% ¢ a

conémtragﬁo da suspenséo celular ajustada para Ix10° cétulas/mL.

111.4.2. Baco

Ap6s a retirada da medula éssea, realizou-se uma pequena incisdo na
regido lateral esquerda da cavidade peritoneal e o bago foi removido, sendo
em seguida lavado com solucdio salina estéril e transferido para um tubo
contendo 9 ml de meio RPMI-1640. Apos a verificagiio do peso, este 6rgdo
foi macerado para a obtenciio de ura suspensdo celular.

O nimero de células na suspensio foi contado em cimara
hematocitométrica apos diluicdo 1:20 das células em azul de tripan 1% e a

concentracio ajustada para 2x10° células/ml.

HIL4.3. Preparagio das placas de cultura da medula dssea ¢ do bago em

meie semi-sélide

A cultura clonal for realizada em placas de Pefri de 35 mm confendo

meio semi-solido que constitui de:
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e 30% de meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium-Sigma) 2x
concentrade;

¢ 20% de soro fetal bovino (SFB-Cultilab, SP- Brasil);

e 50% de Bacto-Agar-Difco, concentragdo final 0,3%.

A seguir, adicionou-se a0 meio o volume apropriado de células
conceniragdes finais de 1x10° células/ml. para a medula éssea e de 2x10°
células/ml. para o baco e distribuiu-se aliquotas de 2 mL em cada placa ja
contendo 100 pl do estimulo apropriado (meio condicionado de células
esplénicas - SCM). Apés geleificar, incubou-se por 7 dias a 37°C em estufa
umidificada ¢ em presenca de 5% de CO,. Apés este periodo, contou-se o
nimero de colémas formadas em microscopio de dissecgiio em aumento de
40x.

Para estudo morfologico, as colénias foram fixadas com glutaraldeido

2,5% (v/v) € coradas com Luxol Fast Blue/Leishman (METCALF, 1984).

IIL5. Preparacio do meio condicionado de células esplénicas (SCM)

Bacos de camundongos BALB/c foram removidos sob condi¢des

assépticas em meio RPMI-1640 ¢ passados delicadamente através de peneira

de ago moxidavel estéril.
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A concentragio da suspensio celular foi ajustada para 2x10° células/mL
em meio RPMI-1640 contendo 10% de soro fetal bovino. Adicionou-se ao
meio 5x10° moles/L de 2-mercaptoetanol e 1,65 pg/ml de "pokeweed
mitogen" (Sigma). Incubou-se por 7 dias a 37°C em estufa iimida contendo
5% de C{, no ar. Centrifugou-se o sobrenadante ¢ filtrou-se em membranas de
0.45 pm (Millipore).

A atividade do SCM foi determinada utilizando-se a cultura clonal de
células progenitoras hematopoéticas em meio semi-solido. A titulacdo deste
Iote de SCM demonstrou que uma dilui¢io de até 1:4 forneceu resultados que
agtﬁo dentro dos niveis de resposta méximg. Os resultados foram obtidos em
duplicata para cada diluicio ¢ apresentados na tabela abaixo.

Tabela 1. Titalacio do meio condicionado de céhulas esplénicas (SCM).

DILUICAO SCM CFUC x 107
11 109242
12 102=35
14 1056+ 5.1
18 75642
1:16 57640
132 34830
164 72+12
1168 0

*Ninmero total de células por féor



II1.6. Obtencie do sore dos animais para detecglo da atividade dos

fatores estimuladores de colonias

O sangue dos animais foi coletado por pungio cardiaca, incubado a 4°C
para retengdo do coagulo e centrifogado por 10 minutos a 1500 rpm para
obtengdo do soro. Um “pool” de soro coletado de 6 animais do mesmo grupo
foi armazenado a -20°C até a realizagiio do ensaio. A atividade dos fatores
estimuladores de coldnias (CSF) no soro foi avaliada pela capacidade
promotora do crescimento ¢ diferenciacio de precursores hematopoéticos da
medula dssea de animais normais em cultura semi-sélida.

Os resultados correspondem as médias = DP de 3 amostras por grupo
testadas em duplicata.

Essa atividade foi determinada a partir da curva de titulagio do meio
condicionado de células do bago (SCM) expressa em unidades por mL (Figura
1). Segundo VAN DEN ENGH e BOL (1975), a menor concentracio capaz de
estimular o crescimento de clones equivale a 1 U de CSF/mL. Os resuliados
obtidos para a titulacdo do SCM estiio representados na figura | (METCALF,

1984).



Figura 1. Trtulac@o do meio condicionado de células esplénicas (SCM).

Ndmero de colénias/Fémur
g

1 unidadie

Diluigio SCM

IIL.7. Peso do bac¢o dos animais submetidos aos referidos tratameatos

Apés remocdo do baco {como descrito no item 111.4.2), seu peso foi

mensurado em miligramas para posterior analise.

HLSR. Curva de sobrevida

Para o estudo dos efeitos do tratamento com 0 ABM na sobrevida dos

animais infetados com Listeria monocytogenes os animais foram divididos em
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quatro grupos experimentais: animais infectados; animais tratados com ABM
em trés doses diferentes (500, 1000 ¢ 1500mg/kg) (n=20 animais/grupo).
Todos os ammmais foram mfectados intraperitoncaimente com uma dose letal
de Listeria monocytogenes (6x10* bactérias/animal) 3 horas apés a ultima
dose de ABM. Os anmnais infectados controles receberam o diluente na
mesma razdo dose-volume por peso corporal administrada aos animais
tratados com 0 ABM. Os animais foram observados por um periodo de 30

dias.

111.9. Anilise estatistica

Andlise de varidncia (ANOVA) foi utilizada para verificar a ocorréncia
de diferencas significativas entre os grupos esmudados para as variaveis CFU-
GM/femur, CFU-GM/bago, atividade estimuladora de colbnias € peso do
bago. Nos casos em que houve diferenca significativa, o teste de Tukey foi
utilizado para testar as diferencas minimas existentes entre todos os grupos.

A curva de sobrevida dos animais foi representada pelo método descrito
por Kaplan-Meier, 1958 (COLLET, 1994). A comparacio entre os grupos foi

realizada pelo teste no paramétrico de Log-rank. Em todas as medidas o « foi
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de 5% bicaudal, ou seja, significincia estatistica foi considerada para valores

de P<0,05.



IV RESULTADOS



IV.1. Efeito do ABM sobre o crescimento ¢ diferenciacio de precursores
hematopoéticos de granulécitos e macréfagos da medula dssea e do baco

{(CFU-GM) de camundongos BALB/c infectados com Listeria

monocytogenes

TV.1.1. Medula 6ssea

Na figura 1 (tabelas 2 a 5 — apéndice) estio representados os resultados
obtidos na avaliagio da producdo de células progenitoras hematopoéticas de
granulocitos ¢ macrofagos (CFU-GM) pela medula dssea de camundongos
BALB/c submetidos ao tratamento com ABM durante 7 dias, nas doses de
500, 1000 e 1500mg/Kg, administradas por via oral (gavagem) aos animais
previamente a mocnlacdo da baciéria.

Os grupos de animais apenas tratados com ABM nas doses de 500, 1000
¢ 1500 mg/Kg nio apresentaram alteragGes significativas na resposta
mielopoctica em relacio ao grupo controle ndo infectado (n=6, P>0,05 —
ANOVA, Teste de Tukey).

A inoculacio da suspensdo de bactéria nos camundongos provocou
mielossupressdo, caracterizada pela redugdo do mimero de CFU-GM da

meduia dssea 48 e 72 horas apés infeccdo, em relacdo ao grupo controle (n=6,
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P<0,001 — ANOVA — Tukey). A mielossupressio foi revertida nos grupos
infectados e tratados com ABM nas respectivas doses de 1000 e 1500 mg/Kg
nos periodos de 48 e 72 horas apds infecgdio (n=6, P<0,001 — ANOVA, Teste
de Tukey).

O grupo dos animais infectados e tratados com ABM na dose de 500
mg/Kg, reverteu a mielossupressdo causada pela infecgdo apos 48h (n=6,
P<0,01 — ANOVA, Teste de Tukey), porém niio reverteu a mielossupressio no
periodo de 72 horas apds a inoculagio do bacilo (n=6, P>0,05 — ANOVA,

Teste de Tukey).
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Figura 2- Nimero de cfiulas formadoras de coldnias de grmﬁ}écﬁms e
macrofagoes (CFU-GM) da medula 6ssea de animais Balb/c, tratados com 500,
1000, 1500 mg/Kg de dgaricus blazei Murill, durante 7 dias previamente a
moculacdo mnfraperitoneal de uma dose subletal de Lisieria monocyfogenes
(1x10° bactéria/animal). Os animais foram sacrificados 24, 48, 72 horas apés a
mfecgdio. Os grupos de animais somente infectados ¢ controles {(ndo
infectados) receberam veiculo {(igua) na mesma razdo dose-volume por peso
corporal adminisirade aos animais fratados. Os resultados representam a
média + desvio padrdo de 6 animais. P<0,001, ANOVA, Teste Tukey.

* - redugfo significativa em relagdo ao grupo controle.

» - aumento sigmficativo em relagSo ao grupo Infectado 48h.

# - aurnento significative em relacio ao grupo Infectado 72h.
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IV.1.2. Bace

Os resultados obtidos nesta avaliacdio estdio apresentados na figura 2
(tabelas 6 4 9 - apéndice). |

A atividade hematopoética extramedular foi avaliada no bago de
camundongos BALB/c submetidos ao tratamento com ABM durante 7 dias.
Doses de 500, 1000 e 1500 mg/Kg, foram administradas por via oral
(gavagem) aos animais previamente i infeccio com uma dose subletal de
Listeria monocytogenes

Na coltura clonal de células esplénicas nenhuma alteraciio foi observada
apls o tratamento de camumdongos normais (nfio infectados) com ABM em
todas as deses avaliadas (500, 1000 ¢ 1500 mg/kg), quando comparamos com
0 grupo controle ndo infectado. No entanto, a atividade hematopoética
extramedular ficou evidente nos animais infectados com Listeria
monocytogenes nos periodos de 48 ¢ 72 horas épés moculacdo do bacilo em
relacdo ac grupo controle (n=6, P<0,001 — ANOVA, Teste de Tukey). A
administraco do ABM reverteu a ativagio da mielopoese no bago causada
pela infecgdo. Para todas as doses testadas (500, 1000 e 1500mg/Kg), foram
determinados valores normais de CFU-GM no bago desses animais em todos

os periodos estudados (n=6, P<0,001 - ANOVA, Teste de Tukey).
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Figura 3- Numero de células formadoras de colbnias de granniécitos e
macrélagos (CFU-GM) do bago de animais Balb/e, tratados com 560, 1600 ¢
1500 mg/Kg de Agaricus blamei Murill, durante 7 dias previamente a
inoculagdo mtraperitoneal de wma dose subietal de Listeria monocylogenes
(1x10° bactéria’/animal). Os animais foram sacrificados 24, 48, 72 horas apds a
infecgdo. Os grupos de animai

s somenfe infectades ¢ confrcles (ndo
infectados) receberam veiculo (dgua) na mesma razdo dose-volume por peso
corporal administrada aos animais tratados. Os resultados representam a média
+ desvio padrfo de 6 animais. P<0,001, ANOVA, Teste Tukey.

*. gumento signiticative em relacio ao grupo controle.

s~ redugio significativa em relagio ao grupo Infectado 48h.

#- reducio significaiiva em relacdo ao grupo 72h.
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IV.2. Efeito de ABM sobre a producic de fatores estimuladores de
colénias de células hematopoéticas em camundongos BALB/c infectados

com uma dose subletal de Listeria monocytogenes

Os resultados obtidos nesta avaliagio estiio apresentados na figura 3
(tabelas 10 a 13 - apéndice).

A producdo de fatores estimuladores de células precursoras
hematopoéticas foi expressa em unidades por mL, de acordo com o protocolo
descrito no item I11.6 (material e métodos).

Os animais somente iratados com ABM nas doses de 1000 ¢ 1500
mg/Kg tiveram um aumento estatisticamente significativo na concentragiio de
fatores estimuladores de colonias em relagfo ao grupo controle (=6, P<0,01 —
ANOVA, Teste de Tukey) e niio significativo em relagio aos grupos
infectados 24 ¢ 72 horas (=6, P>0,05 — ANOVA, Teste deTukey).

O soro dos animais infectados e avaliados apresentou um aumento
estatisticamente significativo na atividade estimuladora de colénias (nos trés
periodos estudados), em relacio ao grupo controle ndo infectado (n=6, P<0,01
~ ANOVA, Teste de Tukey), havendo uma maior concentragio desses fatores
no sangue dos animais 48 horas apés a infeccdo. No entanto a administragio

prévia do ABM nas doses de 1000 ¢ 1500 mg/Kg em animais infectados



produziu um aumento adicional na atividade estimuladora de coldnia (CSA)

nas 48 e 72 horas apos a infecglio, comparado aos respectivos grupos somente
mfectados (=6, P<0,05 — ANOVA, Teste de Tukey).
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Figura 4. Eferio do tratamento com diferentes doses do ABM sobre a
produgiio de fatores estimuladores de colbnias de células hematopoétlicas no
soro de camundongos infectados com uma dose subletal de Listeria
monocytogenss (x1¢? bactérias/animal). Os resultados correspondem as

médias £ DP de 6 mnosiras por grupo testadas em duplicata

*- aumento significativo em relaclic ao grupo controle.
e- gumento significativa em relacfio ao grupo Infectado 48h.

#- aumento significativa em relacfo ao grupo 72h.



IV.3. Efeito do ABM sobre ¢ pese do bace de camundonges BALB/c

infectados com Listeria monocytogenes

Os resultados obtidos nesta avaliacdo estfio apresentados na figura 4
(tabelas 14 & 17 - apéndice).

O peso do baco dos animais somente tratados com todas as doses do
ABM estudadas ndo apresentou diferencas estatisticamente significativas em
relacéio ao conirole ndo infectado (n=6, P>0,05 — ANOVA -~ Teste de Tukey).

Nos grupos mfectados com Listeria monocytogenes houve aumento
estatisticamente significativo no peso deste 6rgdo em relacio ao grupo
controle, 24, 48 ¢ 72 horas apés a infeccio (n=6, P<0,001 — ANOVA, teste de
Tukey). Nestes mesmos periodos de tempo, obtivemos uma reduciio no peso
do bago quando os animais infectados foram pré-tratados com 500, 1000 ¢
15300 mg/kg de ABM por 7 dias, em relagio aos grupos apenas infectados nos
respectivos periodos (P<0,001 — ANOVA, teste de Tukey). O grupo Infectado
¢ tratado com a dose de 500 mg/Kg, reduziu o peso do baco em relagio ao

grupo correspondente (Infectado 24 horas), porém com o P<0,05.
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Figura 5: Peso do bage de camundongos BALB/c tratados com extrato seco
de ABM {500, 1000 e 1500mgkg). Os amimais foram infectados
intraperitonealmente com uma dose subletal de Listeria monocytogenes (1x10°
bacténias/antmal) apds receberem tratamento por via oral durante 7 dias
consecutivos. Us mmimais foram sacrificados 24, 48 ¢ 72 horas apds a
infeccfio. Cammndongos somente infectados ¢ coniroles (nfo infectados)
receberam veiculo (Gzua) na mesma razio dose-volume por peso corporal
administrada 203 animans tratados. Os resuliados representam a média +
desvio padrio de 6 animais/grupo.

*- aumento significativo em relagfo ao grupo contrgle.

&-reducfio sigmiicativa em relacfo 2o grupo Infectado 24h.

»- reclugfio significativa em relacfo ao grupo Infectado 48h.

#- reducio significativa em relagdo ao grupo 72h



1V .4, Efeite de ABM na sobrevida de camundongos BALB/c infectados

com uma dose letal de Listeria monocytogenes

Os resultados obtidos nesta avaliacio esifio apresentados na figura 5.

Enquanto o grupo de ammais infectados com Listeria monocytogenes
apresentou 100% de mortalidade at€é o sexto dia apdés a moculagdo da
suspensdo de bactérias, o tratamento prévio dos animais com ABM nas doses
de 1000mghkg e 1500 mg/kg aumentou 2a resisténcia a infecgdo.
Probabilidades de sobrevida de 50% e 80% foram obtidas para os grupos
tratados com estas doses de ABM respectivamente (P<0,001 em relacio ao
grupo somente infectado-Teste de Log-Rank). Por outro lado, camundongos
pré-tratados com a dose de 500mg/Kg do ABM sobreviveram apenas até o 10

dia apods a infeccdo letal com a Listeria monocytogenes.
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Figura 6: Bfeitos do pré-tratamente com 500, 1000, 1500 mg/Kg de ABM,
durante 7 dias, sobre a porcentagem de scbrevida em camundongos Balb/c,
inoculados com  dose letal de Listeria  monocytogenes  (6x10°
bactérias/amimal), n=20, Curva de Kaplan-Meler, P<0,001 em relacio a0
grupo mfectado, Teste de Log-Rank
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V DISCUSSAO



O uso do modelo experimental de Listeria monocylogenes em
camundongos tem permitido o estudo de varios aspectos da resposta
imunologica. Varias cclulas efetoras operam na infecgio com Listeria
monocytogenes como macrofagos, neutrofilos, células NK e células T
especificas. Aspectos bioquimicos e celulares da mteracdo dessas células
fornecem mformacdes importantes sobre os mecanismos envolvidos na
resisténcia do hospedeiro ao patdgeno e contribuem nos estudos que avaliam o
impacto de diversos agentes sobre a defesa antibacteriana (UNANUE, 1997 a,
b; RAYBOURNE et al., 2001; GOLDFINE ¢ WADSWORTH, 2002).

A Listeriose murina ¢ também um modelo experimental de interacio
celular envolvida no comprometimento do sistema hematopoético (UNANUE,
1997 a, b; KOLB-MAUER et al, 2002). Sendo a medula 6ssea o sitio
primario de geragdo e maturacio de precursores hematopoéticos € estando as
células maduras da série monocitica e granulocitica fundamentalmente
envolvidas na resposta inicial & infeccio (TRIPP et al, 1993), torna-se
mteressante avaliar os efeitos do extrato do Agaricus blazei Murill (ABM)
sobre os progenitores hematopoéticos destas células.

No presente estudo, demonstramos a capacidade do ABM em estimular
a resposta hematopoética durante a infecgiio com Listeria monocylogenes.

Nossos resultados demonstraram gue a administracio do extrato nas doses de
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1000 e 1500 mg/Kg produziram um auﬁlente sobre o nimero de células
formadoras de colomias de granuidcitos e macrofagos da medula éssea de
camundongos mfectados com Listeria monocylogenes, promovendo uma
reversdo da mielossupressdo induzida pela infeccdo. Paralelamente,
observamos uma reversdo no aumento da hematopoese extramedular
esplénica, produzida pela mfecciio, nos animais tratados com as trés doses do
extrato do ABM (500, 1000 e 1500 mg/Kg) previamente i infeccdo. Em
concordincia com esses resultados, obtivemos nos periodos de 48 e 72 horas
apos a inoculacdo da bactéria, uma reducio do peso do baco nos animais
tratados com o extrato do ABM nas trés doses (300, 1000 e 1500 mg/Kg),
administradas previamente a infeccdo, controlando a esplenomegalia
provocada pela Listeria monocytogenes. Outro dado importante relacionado
ao tratamento for a potencializagio na atividade estimuladora de colénias no
soro, observada nos animais somente tratados com o extrato do ABM, nas
doses de 1000 ¢ 1500 mg/Kg em relagiio ao controle € nos gmipos de animais
tratados ¢ infectados observou-se um aumento adicional em relacio aos
respectivos grupos infectados 48 ¢ 72 horas nas doses de 1000 e 1500 mg/Kg
do extrato do ABM. Além disso, nossos resultados demonstraram um aumento
significativo na sobrevida dos animais mfectados com Listeria monocytogenes

¢ tratados com exirato do ABM nas doses de 1000 ¢ 1500 mg/Kg,
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Trabathos em nosso laboratorio demonstraram a atividade de compostos
naturais, sobre a modulacio da resposta hematopoética em camundongos
infectados com a Listeria monocytogenes (QUADROS et al., 1999;: DANTAS
et al, 1999a; QUEIROZ et al., 2000a, 2001, 2003; MELO et al, 2001). O
extrato da Chlorella vulgaris ¢ da Petiveria alliacea, demonstraram a
capacidade de aumentar a produgiio de citocinas como a IL-2 ¢ o INFy ¢
também as células NK (DANTAS et al., 1999b; QUEIROZ et al, 2000b,
2002).

A resist®ncia do hospedeiro a infecgio pela Listeria monocytogenes,
envolve diferentes mecanismos, sendo a migragdo das células fagocitarias,
originarias da medula dssea ao local de replicacdo da bactéria essencial para a
resposta primdria 4 infecgdo (NORTH, 1970; BENNET e BAKER, 1977;
LEPAY et al, 1985; ROSEN et al., 1989; BINCOLETTO et al., 1996). Um
papel ceniral dos macréfagos contra & infecgdio pela Listeria monocytogenes
tem sido sugerido pelo fato de que o término da infeccdo estd associado ao
aumento da capacidade listericida de macrofagos (KAUFMANN, 1993, 1995;
DENIS et al., 1990).

Os macréfagos infectados pela Listeria monocytogenes liberam
citocmas como ILI, TNFo, IL6, IL12 e INFy, sendo que, o TNFa e a IL12

estimulam as células NK, que por sua vez secretam INFy, uma citocina



primordial para a ativacio dos macréfages. Os macréfagos também sdo
fundamentais na ativagio das células T, que sfio necessarias para uma resposta
efetiva ¢ para total erradicacio do microorganismo (KAUFMANN et al,
1986; FARGEAS et al., 1992; WAGNER et al., 1994).

Neste contexto ITO et al. (1997) relataram que o complexo protéico
polissacaridico isolado do ABM, denominado ATOM (antitumor organic
substance Mie) ndo apresentou atividade citotéxica direta contra diferentes
linhagens de células mmorais testadas e sim a capacidade de estimular
mecanismos imunolégicos como a atividade fagocitica de macrofagos. Com o
cogumelo Tricholoma mongolium, WANG et al. (1996), demonstraram que o
complexo polissacaridico extraido deste cogumelo, ativaram macrofagos,
estimulando a apresentaciio de antigenos por estas céhulas, aumentando a
proliferacdo de céhulas T.

O ammento da expressfio de mRNA de TL.1a, TL1B, TNFa, INFy ¢ GM-
CSF em macrofagos peritoneais e células mononucleares do bago, pelo
polissacarideo extraido do cogumelo Lentinula edodes, foram relatados por
LIU et al. (1999). Trabalhos recentes constataram que o extrato aquoso do
ABM, auineniou a secrecdo de citocinas importantes como a IL1B ¢ a IL6
através da estimulacio de macrofagos e células T de camundongos, aumentou

também a populacdo de céhulas MAC-1+ (granuldcitos, mondcitos ¢ células

61



NK) e CD25+ (macrofagos, linfocitos T le B) (NAKAJIMA et al, 2002). O
aumento da secreciio de citocinas como a [L8 e o TNFa pelos macréfagos
foram descritas por SORIMACHI et al. (2001). Essas citocinas sio de suma
importincia, para a resisténcia do hospedeiro frente a infecgdo, visto que, a
IL1 e o TNFa, possuem um efeito sinérgico sobre a protecdo dos animais
(ROLL et al, 1990), sendo que suas fumgdes incluem a estimulagio da
proliferacdo de linfécitos, aumento da atividade das células NK, alteragdes no
recrutamento ¢ migracio de leucocitos, aumento das proteinas da fase aguda
pelos hepatdcitos, além da estimulaciio da hematopoese (AKIRA et al., 1990).

A estimulacdo das c€lulas NK, a geracio de células citotoxicas
especificas ¢ a inducdo de apoptose nas células tumeorais promovidos pelo
extrato de proteogiucanas extraidas do ABM, foram relatadas por FUIIMIYA
et al. (1998).

A analise de lnfdcitos espiénicos usando citometria de fluxo mostrou
que as percentagens de cflulas T (CD3+4), T-auxiliares (CD4+) e células T
citoliicas (CD8+) estavam aumentadas em animais tratados com a fracdo
soliivel em agua extraida do Agaricus blazei, quando comparados com
animais tratados apenas com salina (MIZUNO et al, 1998). Polissacarideos
do cogumelo Flammulina velutipes administradas ip. em camundongos,

também foram capazes de induzir a proliferacio de linfécitos esplénicos
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(LEUNG et al., 1997). Esses dados sugerem que o tratamento com o extrato
do ABM pode estimular outros mecanismos do sistema imunelogico nao
estudados neste trabalho, os quais incluem pardmetros da resposta inata e da
resposta adaptativa, importantes para a recuperacio dos animais com
listeriose.

Como o extrato seco do cogumelo Agaricus blazei Murill testado neste
estudo possui em sua composi¢io 58,53% de polissacarideos, o aumento na
sobrevida ¢ a modulacio da mielopoese pode ser devida a presenca deste

composto, capaz de estimular a resposta imunolégica.
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VI CONCLUSAO



O presente estudo sobre a atividade profilatica do extrato seco do
Agaricus blazei Munl! em camundongos BALB/c infectados com Listéria

monocytogenes demonstraram:

1. Aumento no mnimmero de precursores hematopoéticos para
granulocitos € macréfagos (CFU-GM) da medula dssea de
camundongos mfectados previamente tratados com as doses de 1000
e 15300 mg/Kg de ABM;

2. Prevencdo da hematopoese extramedular dos animais infectados que
receberam pré-tratamento com ABM nas doses de 500, 1000 e 1500
mg/Kg,

3. Reducdo da esplenomegalia em animais mfectados pré-tratados com
500, 1000 e 1500 mg/Kg de ABM;

4. Aumento na atividade estimuladora de colfmias do soro (CSA) de
camundongos tratados nas doses de 1000 e 1500 mg/Kg ¢ no soro de
amimais infectados pré-tratados com ABM nas respectivas doses;

5. Aumento da probabilidade de sobrevida dos animais infectados em
50 e 80% quando submetidos ao pré-tratamento com as doses de

1000 e 1500 mg/K g respectivamente.
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VIII APENDICE



Tabela 2. : Numero de precursores hematopoéticos (CFU-GM) da medula
Ossea de camundongos BAI B/c tratados com extrato seco do Agaricus blazei
Murill nas doses de 500, 1000 ¢ 1500mg/Kg por via orali durante 7 dias
consecutivos, previamente a inoculacdo de uma dose subletal de Listeria
monocytogenes (1x10° bactérias/animal). Os animais foram sacrificados 24
horas apés a inoculagdo da bactéria. Os animais somente infectados e
controles receberam veiculo (dgua) na mesma razio dose-volume por peso
cérporal adminisirada aos animais tratados.

CFU-GM / Fémur x 10° — Unidade/m!

N Controle 1 VABM VABM 1/ABM

500mg/Ke 1000mg/Kg 1500mg/Kg
1 22,40 15,20 18,20 25,40 22,50
2 22,60 22,20 19,30 30,70 18,40
3 23,80 23,20 18,50 25,10 21,20
4 20,20 22,80 18,80 29,90 24 80
5 21,10 17,50 20,80 20,90 21,46
6 22,30 29,20 23,00 25,10 20,40
X 22,06 21,68 19,76 26,18 21,46
DP 1,25 4,80 7,03 3,60 2,13

I = Animais infectados com Listeria monocytogenes
LABM Animais tratados com extrato seco do Agaricus blazei Murill e

infectados com Listeria monocytogenes.
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Tabela 3. Numero de precursores hematopoéticos (CFU-GM) da medula
0ssea de camundongos BAY B/c tratados com extrato seco do Agaricus blazei
Murill nas doses de 500, 1000 ¢ 1500mg/Kg por via oral durante 7 dias
consecutivos, previamente a inoculacdio de uma dose subletal de Listeria
monocytogenes (1x10° bactérias/animal). Os animais foram sacrificados 48
horas apés a moculacdio da bactéria. Os animais somente mfectados e
controles receberam veiculo (dgua) na mesma razdo dose-volume por peso
corporal administrada aos animais tratados.

CFU-GM / Fémur x 10° — Unidade/m!

N Controle I VABM | UABM VABM
S500mg/Kg | 1000mg/Kg | 1500mg/Kg

1 22,40 12,00 11,80 26,7 22.8

2 22,60 11,50 1525 23,8 17,6

3 23,80 4,30 11,80 20,8 25,9

4 20,20 5.50 20,90 19,9 23,6

5 21,10 4,60 13,50 20,6 20,65

6 22,30 430 12,70 19,6 21,65

X 22,06 7,03 14,32 21,9 22,03
DP | 125 3,68 3,46 2,78 2,81

1 = Animais mfectados com Listeria monocytogenes
I/ABM Ammais tratados com extrato seco do Agaricus blazei Murill e

infectados com Listeria monocytogenes
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Tabela 4. Namero de precursores hemémpoéﬁccs (CFU-GM) da medula
Ossea de camundongos BAL B/c tratados com extrato seco do Agaricus blazei
Murill nas doses de 500, 1000 e 1500mg/Kg por via oral durante 7 dias
consecutivos, previamente a inoculagio de uma dose subletal de Listeria
monocytogenes (1x10° bactérias/animal). Os animais foram sacrificados 72
horas apés a inoculacdo da bactéria. Os animais somente infectados ¢
controles receberam veiculo (4gua) na mesma razio dose-volume por peso
corporal administrada aos animais tratados.

CFU-GM / Fémur x 10° — Unidade/ml

N Controle 1 /ABM IVABM VABM
500mg/Kg | 1000mg/Kg | 1500mg/Kg
1 22,40 5,30 7.30 14,80 16,4
2 22,60 4.00 9.10 12,40 15,6
3 23,80 8,10 13,90 17,10 17,9
4 20,20 11,60 8,20 18,40 15,0
5 21,10 11,40 9.80 15,00 18,5
6 22.30 910 9,70 18,40 18.4
X 22,06 8,25 9,66 16,01 16,96
DP 1,25 3,11 228 2,37 1,50

I = Animais infectados com Listeria monocytogenes
I/ABM = Animais tratados com extrato seco do Agaricus blazei Murill ¢

infectados com Listeria monocylogenes
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Tabela 5. Niamero de precursores hematopoéticos (CFU-GM) da medula
Ossea de camundongos BALB/c tratados com extrato seco do Agaricus
blazei Murill nas doses de 500, 1000 e 1500mg/Kg por via oral duranie 7
dias consecutivos e sacrificados 24 horas apés o término do tratamento. Os
animais controles receberam veiculo (4gua) na mesma razio dose-volume

por peso corporal administrada aos animais tratados.

CFU-GM / Fémur x 10° — Unidade/ml

N Controle ABM ABM ABM
S00mg/Kg | 1000mg/Kg | 1500mg/Kg
1 22,40 18.00 22,90 19.40
2 22,60 17,60 21,75 19,90
-3 23.80 17,50 23,00 2275
4 20,20 19,00 18,90 20,20
5 21,10 18,40 18,90 26,10
6 22,30 18,90 24.90 22.30
X 22,06 18,23 21,69 21,77
DP 1,25 0,64 2,35 2,51

ABM Animais tratados com extrato seco do Agaricus blazei Murill
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Tabela 6. Namero de precursores hematopoéticos (CFU-GM) do bago de
camundongos BALB/c tratados com extrato seco do Agaricu blazei Murill nas
doses de 500, 1000 ¢ 1500mg/kg, por via oral durante 7 dias consecutivos,
previamente previamente a inoculacdo de uma dose subletal de Listeria
monocytogenes (1x10° bactérias/animal). Os animais foram sacrificados 24
horas apds a inoculacdo da bactéria. Os animais somente infectados e
controles receberam veiculo (dgua) na mesma razio dose-volume por peso
corporal administrada aos animais tratados.

CFU-GM / Bago x 10° — Unidade/ml

N Controle I VABM VABM VABM
S00mg/Kg | 1000mg/Kg . 1500mg/Kg
1 36,00 63,40 30,20 47,90 8,60
2 36,00 45,00 14.40 39.60 13,70
3 36.00 56,20 11,90 52,90 49,70
4 63,36 71,30 14,40 21,60 27,00
5 32,40 69,10 15,00 32,40 28.80
6 31,70 70,00 4,30 21,60 25,60
X 39,24 62,50 15,03 36,060 25,56
DpP 11,97 16,23 8,43 15,03 14,30

1 = Animais infectados com Listeria monocytogenes
I/ABM Animais tratados com extrato sece do Agaricus blazei Murill ¢

infectados com Listeria monocyiogenes

92



Tabela 7. Nimero de precursores hematopoéticos (CFU-GM) do baco de
camundongos BALB/c tratados com extrato seco do Agaricu blazei Murill nas
doses de 500, 1000 ¢ 1500mg/kg, por via oral durante 7 dias consecutivos,
previamente previamente a inoculacdo de uma dose subletal de Listeria
monocytogenes (1x10° bactérias/animal). Os animais foram sacrificados 48
horas apés a moculacdio da bactéria. Os animais somente infectados e
controles receberam veiculo (dgua) na mesma razio dose-volume por peso
corporal administrada aos animais tratados.

CFU-GM / Baco x 10° — Unidade/ml

N Controle I VABM IABM VABM
S00mg/Kg | 1000mg/Kg | 1500mg/Kg

1 36,00 312,10 17,30 10,10 57,60

2 36,00 270,00 23,00 34,60 35,40

3 36,00 243,40 18,70 25,90 79,60

4 63,36 269,10 16,20 19,80 55,08

3 32,40 273,40 20,20 69,10 50,40

6 31,70 272,00 15,80 16,20 97.20

X 39,24 273,30 18,53 29,28 65,88
Dp 11,97 22,00 2,72 21,23 18,46

I = Animass infectados com Listeria monocytogenes
IVABM Anmais tratados com extrato seco do Agaricus blazei Murill e

infectados com Listeria monocytogenes
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Tabela 8. Numero de precursores hematopoéticos (CFU-GM) do bago de
camundongos BAL B/c tratados com extrato seco do Agaricu blazei Murill nas
doses de 500, 1000 ¢ 1500mg/kg, por via oral durante 7 dias consecutivos,
previamente previamente a inoculacdo de uma dose subletal de Listeria
monocytogenes (1x10° bactérias/animal). Os animais foram sacrificados 72
horas apdés a inoculacfio da bactéria. Os ammais somente infectados e
controles receberam veiculo (dgua) na mesma razdo dose-volume por peso
corporal administrada aos animais tratados.

CFU-GM / Baco x 10’ — Unidade/ml

N Controle I VABM IVABM ITABM
500mg/Kg | 1000mg/Kg ;| 1500mg/Kg

1 36,00 146,60 18,70 70,20 90,70

2 36,00 105,80 28.80 51,50 60,50

3 36.00 118,90 7.20 79,60 61,20

4 63,36 148.60 18,20 46,80 11,00

5 32,40 120,90 19,00 47,50 57,90

6 31,70 12820 17,00 50,40 60,50

X 39,24 128,17 18,15 57,00 65,33
bpP 11,97 16,71 6,86 12,55 12,48

1= Animais infectados com Listeria monocytogenes
I/ABM Animais tratados com extrato seco do Agaricus blazei Murill e

infectados com Listeria monocytogenes
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Tabela 9: Nimero de precursores hematopoéticos (CFU-GM) do bago de
carmmdongos BAIB/c tratados com exirato seco do Agaricus blazei Munill
nas doses de 500, 1000 ¢ 1500mg/kg por via oral duranie 7 dias consecutivos
¢ sacrificados 24 horas apés o término do tratamento. Os animais controle
receberam veiculo (dgua) na mesma razéio dose-volume por peso corporal
administrada aos animais tratados.

CFU-GM / Bago x 10> — Unidade/ml

N Controle ABM ABM ABM
S00mg/Kg | 1000mg/Kg | 1500mg/Kg
1 36,00 36,20 30,30 25,20
2 36,00 28.90 32,40 36,70
3 36,00 35,50 38,50 40,30
4 63,36 36,30 42.80 30.20
5 32,40 39,50 36,20 31,70
6 3170 39,40 31.60 30.20
X 39,24 35,96 35,30 32,38
DP 11,97 3,86 4,78 5,34

ABM Animais tratados com exirato seco do Agaricus blazei Murill
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Tabela 10. Estudo dos efeitos do ABM sobre o a produgfio de fatores
estimuladores de colonias em camundongos BALB/c mfectados com Listeria
monocytogenes (1x10° bactérias/animal — i.p.). Os animais foram sacrificados

24 horas apos a infecgdo.

FATORES ESTIMULADORES DE COLONIAS — Unidades/m}

N | Controle] I VABM | VABM | UABM
500mg/Kg | 1000mg/Kg = 1500mg/Ks
I 3.00 | 2840 | 2640 60,00 36,60
3 400 | 3050 | 2338 49,80 39,60
3 200 | 2740 | 2030 35.90 37.60
3 300 | 3250 | 1730 57.90 38,64
5 100 | 2640 | 1627 5380 | 36,60
6 200 | 3350 | 1830 55.90 38.64
X 300 | 2978 | 2032 35,56 37,94
DP | 089 | 285 3,89 3,50 122

1= Animais infectados com Listeria monocyiogenes
T/ABM Animais tratados com extrato seco do Agaricus blazei Murill ¢

mfectados com Listeria monocytogenes
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Tabela 11. Estudo dos efeitos do ABM sobre o a produciio de fatores
estimuladores de colonias em camundongos BALB/c infectados com Listeria
monocytogenes (1x10? bactérias/animal — 1.p.). Os animais foram sacrificados

48 horas apos a infecgdo.

FATORES ESTIMULADORES DE COLONIAS ~ Unidades/ml

N | Controle| I UABM UABM I/ABM

500mg/Kg | 1000mg/Kg  1500mg/Kg
1 300 | 65,00 48,80 90,50 49,30
2 400 | 47.79 63,00 122,00 91,50
3 200 | 5490 50,80 91,50 121,00
4 3,00 | 5790 56,90 99.66 93,50
5 400 | 6100 55,90 111.80 96,60
6 200 | 45,70 61,00 118,90 101,69
X 300 | 5538 56,06 105,73 92,34
DP 0,89 71.51 5,54 13,75 23,40

1 = Animais infectados com Listeria monocytogenes
/ABM Animais iratados com extrato seco do Agaricus blazei Murill e

infectados com Listeria monocytogenes
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Tabela 12. Estudo dos efeitos do ABM sobre o a producdo de fatores
estimuladores de colonias em camundongos BALB/c infectados com Listeria
mo}zacytogenes (1x10° bactérias/animal — i.p.). Os animais foram sacrificados

72 horas ap0s a infeccio.

FATORES ESTIMULADORES DE COLONIAS - Unidades/m]

N | Controle| I UABM VABM VABM
500mg/Kg | 1000mg/Kg | 1500mg/Kg

I 3,00 | 2030 41,69 40,67 37,60

2 400 | 2338 29,50 4372 36,60

3 2,00 | 2237 30,50 271 39.60

4 3,00 | 2030 38,60 41,69 35,59

5 400 | 2135 35,59 40,67 36,60

6 200 | 2338 31,50 43,72 37.60

X 300 | 21,84 34,56 42,19 37,26
DP 0,89 1,41 4,89 1,40 1,36

I = Animais infectados com Listeria monocytogenes
V/ABM Anmais tratados com extrato seco do Agaricus blazei Murill ¢

infectados com Listeria monocytogenes
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Tabela 13. Estudo dos efeitos do ABM sobre o a producdo de fatores

estimuladores de colonias em camundongos BALB/c.

FATORES ESTIMULADORES DE COLONIAS — Unidades/ml

N Controle ABM ABM ABM
500mg/Kg | 1000mg/Kg | 1500mg/Kg
1 3,00 10,16 23,38 34,57
2 4,00 11,18 21,35 32,54
3 2,00 9,15 20,30 33,55
4 3,00 12,20 22,37 30,50
5 4,00 10,16 2338 32,54
6 2,00 9,15 2237 33,55
X 3,00 10,33 22,19 32,87
DP 0,89 1,18 1,19 1,38

ABM Animais tratados com exirato seco do Agaricus blazei Murill



Tabela 14. Estudo dos efeitos de diferentes doses de ABM sobre o peso do
bago de camundongos BALB/c infectados com Listeria monocytogenes (1x10°

bactérias/amimal — i.p.). O bago dos animais foi coletado 24 horas apos a

infeccgéo.

PESO DO BACO (mg)
N | Controle| I VABM | UABM | UVABM

500mg/Kg | 1000mg/Kg | 1500mg/Kg

1 114 135 125 116 117
2 113 141 133 118 117
3 116 138 123 120 116
4 114 132 124 115 115
5 116 136 130 117 119
6 15 136 120 115 118
X 114,67 | 13633 | 12583 116,83 117,00
DP 1,2 3,0 4,7 1,9 1.4

I = Animais infectados com Listeria monocytogenes
I/ABM Animais tratados com extrato seco do dgaricus blazei Murill e

infectados com Listeria monocytogenes
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Tabela 15. Estudo dos efeitos de diferentes doses de ABM sobre o peso do
bago de camundongos BALB/c infectados com Listeria monocytogenes (1x10°

bactérias/animal — i.p.). O baco dos animais foi coletado 48 horas apos a

infeccdo.
PESO DO BACO (mg)
N Controle I VABM VABM IJABM
500mg/Kg | 1000mg/Kg  1500mg/Kg
1 114 190 134 120 134
2 113 209 140 125 132
3 116 206 145 130 138
4 114 195 139 131 130
5 116 203 142 120 120
6 115 214 144 135 127
X 114,67 | 202,83 140,67 126,83 130,17
DP 1,2 89 39 6,1 6,2

I = Animais infectados com Listeria monocytogenes
VABM Animais tratados com extrato seco do Agaricus blazei Murill e

infectados com Listeria monocytogenes

101



Tabela 16. Estudo dos efertos de diferentes doses de ABM sobre o pese do
bago de camundongos BALB/c infectados com Listeria monocytogenes (1x10°

bactérias/animal — 1p.). O bago dos animais foi coletado 72 horas ap6s a

infecgio.
PESO DO BACO (mg)
N Controle I IJABM VABM VABM
500mg/Kg | 1000mg/Kg | 1500mg/Kg
1 114 180 130 120 132
2 113 180 129 121 130
3 116 183 131 123 129
4 114 192 127 131 127
5 116 181 133 136 125
6 115 174 130 132 120
X 114,67 | 181,67 130,00 127,17 127,17
DP 1,2 5,8 290 6,6 42

I = Animais infectados com Listeria monocytogenes

/ABM Anmmais tratados com extrate seco do Agaricus blazei Murill e

infectados com Listeria monocytogenes
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Tabela 17. Estudo dos efeitos de diferentes doses do ABM sobre o peso do

baco de camundongos BALB/c.
PESO DO BACO (mg)
N Controle ABM ABM ABM
500mg/Kg | 1000mg/Kg | 1500mg/Kg
i 114 115 113 112
2 113 116 112 115
3 116 114 115 116
4 114 115 116 113
5 116 113 117 114
6 115 116 114 115
X 114,67 114,83 114,50 114,17
DP 1,2 1,1 1,8 14

ABM Animais tratados com extrato seco do Agaricus blazei Murill
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