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Resumo 

Atualmente, o interesse pelas reações provocadas pelo fungo Lentinus edodes, cogumelo 
Shiitake, tem aumentado acompanhando sua popularidade nos países do Ocidente, onde ele é 
cada vez mais empregado na culinária e como “elixir de boa saúde”. Paralelamente, tem crescido 
o número de relatos de reações alérgicas provocadas pelo consumo e manuseio do cogumelo, 
principalmente em produtores, que entram em contato com os esporos, facilmente inalados, e 
desenvolvem reações como tosse, calafrios e febre após o contato. 

As respostas iniciadas após a exposição fúngica devem-se aos sistemas de modulação da 
resposta imune, tais como subtipos de célula T recrutados para a resposta (TH1 ou TH2), tipos de 
citocinas secretadas e apoptose. Nosso estudo foi direcionado para a observação dos mecanismos 
de resistência e susceptibilidade às reações pulmonares e sistêmicas (células esplênicas) contra o 
Shiitake, baseados na expressão gênica das citocinas IL-2, IL-4, IL-5, IL-12, TNF-α e IFN-γ, e 
componentes apoptóticos Fas, Fas–Ligante (Fas-L) e Bcl-w nos camundongos BALB/c 
submetidos à exposição de esporos de Shiitake e Aspergillus fumigatus, utilizado como parâmetro 
de comparação, uma vez que as reações por ele provocadas são amplamente descritas na 
literatura. Dessa forma, os resultados obtidos evidenciam a modulação direcionada para células 
TH1 provocadas pelos esporos de Shiitake e Aspergillus fumigatus nos animais estudados, com 
expressão aumentada das citocinas IL-12, TNF-α e IFN-γ, tanto local quanto sistemicamente, 
além do aumento de linfócitos nos pulmões. O estudo dos componentes apoptóticos revelou a 
expressão da molécula Fas apenas nos pulmões e células esplênicas dos animais expostos aos 
esporos de Shiitake e Aspergillus fumigatus, com observação de apoptose in situ pelas técnicas de 
Feulgen e TUNEL realizadas nos pulmões desses animais, sugerindo a modulação desses fungos 
na ocorrência da apoptose. 
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Abstract 

The Lentinus edodes (Shiitake mushroom) is one the most popular edible mushrooms in 
the world. The indoor cultivation of Shiitake can lead to allergic symptoms in mushroom 
worker’s, in contrast to outdoor cultivation where problems occur sporadically. Simultaneously 
have been growth relates of allergic reaction elicited by the consumption and handily of this 
mushroom, mainly between workers which inhaled the spores released during manipulation of 
Shiitake. These spores reaching the terminal area of the lung producing symptoms that suggest a 
delayed hypersensibility reaction with clinical symptoms of dispnea, cough, chills, and fever. 

The immune response after fungal exposition is attributed to the modulation of this 
response by the T cells subsets recruited (TH1 or TH2), cytokines release and apoptosis. The aim 
of this study was to verify the resistance and susceptibility to the Shiitake by the analyzes of 
molecular expression of cytokines IL-2, IL-4, Il-5, IL-12, TNF-α and IFN-γ and apoptotic 
components Fas, Fas-L and Bcl-w, in lung and spleen cells of BALB/c submitted to Shiitake and 
Aspergillus fumigatus spores exposure, as a positive control of response. 

We found a over expression of cytokines IL-12, TNF-α, and IFN-γ, in both 
compartments, systemic and locally (spleen cells and lung respectively), moreover, the 
lymphocytes were increased, suggesting the TH1 driving response evoked by exposure to 
Aspergillus fumigatus and Shiitake spores. The study of apoptotic components demonstrated the 
expression of Fas only in lungs and spleen cells of exposed animals to spores. The presence of 
apoptosis in lung was confirmed by the Feulgen and TUNEL techniques, suggesting the fungal 
modulation of apoptosis. 
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I.I. LENTINUS EDODES – COGUMELO SHIITAKE 

O cogumelo Lentinus edodes, pertencente à classe Basideomicota, família 

Tricholomataceae, coloniza madeiras mortas, ocorrendo naturalmente no Japão e China na árvore 

Shii1. É atualmente o segundo cogumelo comestível mais produzido e consumido no mundo, 

sendo recomendado para se ter “vida longa”, de acordo com a Medicina Chinesa e, no Japão 

acredita-se que o Shiitake é um “elixir de boa saúde” (JONG & BIRMINGHAM et al., 1993). 

Diversos estudos demonstraram que esse cogumelo possui proteínas, gorduras, 

carboidratos, vitaminas e sais minerais (JONG & BIRMINGHAM et al., 1993) e, segundo 

KLEINSCHMIDT (1972), a administração intraperitoneal (ip) do extrato aquoso dos esporos em 

camundongos infectados com o vírus da encefalite eqüina, induz a produção de Interferon (IFN), 

reduzindo a mortalidade desses animais. 

Um polissacarídeo obtido de extratos dos esporos do cogumelo melhora as defesas do 

hospedeiro, promovendo a proteção contra infecções. Esse polissacarídeo foi denominado 

Lentinan e comprovou-se que além de aumentar a produção de Interleucina 1 (IL-1) pelos 

monócitos, potencializando a diferenciação, maturação e proliferação dos linfócitos T citotóxicas 

(LTc) e células Natural Killer (NK), também acelera a produção de IL-2 pelos linfócitos T 

auxiliares (LTH) (JONG & BIRMINGHAM et al., 1993; NAKAMURA, 1992). MATTILA et al. 

(2000) também descrevem aumento de resistência do hospedeiro contra infecções bacterianas e 

fúngicas após administração de Lentinan, através da indução de IFN. MIYAKOSHI et al. (1984) 

demonstraram aumento nos níveis de IFN no soro de pacientes com câncer após administração de 

Lentinan, com conseqüente aumento da atividade de células NK. 

1 de onde se origina seu nome popular Shiitake –cogumelo da árvore Shii 

Cogumelo Shiitake
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A administração de Lentinan inibe o crescimento de tumores transplantados em animais 

experimentais devido suas ações antitumorais, como aumento de células NK e LTc e das 

respostas de hipersensibilidade do tipo tardia (DTH) contra os antígenos tumorais (LIU M et al., 

1998). 

Estudos in vitro com esplenócitos murinos e células mononucleares periféricas humanas 

(PMC) tratadas com outro complexo polissacarídeo (LE) proveniente de culturas do micélio do 

Shiitake demonstraram aumento significativo na expressão gênica de TNF-α e IL-2. O 

polissacarídeo KS-2, preparado a partir da precipitação com etanol de extratos do micélio, 

induzem a produção de IFN em camundongos após administração intraperitoneal ou oral, 

suprimindo o crescimento do Sarcoma 180 nesses animais (LIU F et al., 1999; LIU M et al., 

1998; LIU F et al., 1996). 

Sabe-se que esses polissacarídeos provenientes do Shiitake aumentam a resposta 

imunológica pela modulação das células imunes, entretanto, os mecanismos envolvidos nesse 

processo ainda não estão claros (LIU M et al., 1998). 

 

I.I.1. REAÇÕES DE HIPERSENSIBILIDADE PROVOCADAS PELO SHIITAKE 

Atualmente na literatura tem crescido o interesse pelas pneumonite de hipersensibilidade 

ao Shiitake, sendo a mais descrita a alveolite alérgica extrínseca, além das reações alérgicas como 

a dermatite, que acometem consumidores e produtores devido ao manuseio do cogumelo 

(NAKAMURA, 1992; VAN LOON et al., 1992). 

As dermatites apresentam-se clinicamente por pápulas eritematosas sistêmicas seguidas 

de prurido intenso principalmente no tronco, extremidades, face e pescoço dos indivíduos 

expostos, com duração de aproximadamente 9 dias, sendo que a biópsia das pápulas demonstra 

Reações Adversas ao Shiitake
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células epidérmicas degeneradas, infiltrado perivascular de linfócitos, eosinófilos e neutrófilos. 

Acredita-se que essa dermatite seja provocada por um polissacarídeo semelhante ao Lentinan, 

porém, com atividade tóxica (NAKAMURA, 1992). 

A inalação dos esporos de Shiitake é facilitada pelo seu diâmetro (entre 4-8 µm), 

levando ao desenvolvimento de alveolite alérgica extrínseca, cujos sintomas aparecem entre 5 a 8 

horas após a exposição sendo os principais, dispnéia, tosse, calafrios e dores musculares. Nos 

pacientes expostos tem-se redução de anticorpos IgG1 específicos quando comparados com 

grupos controle, devido a alta produção de IgE específica em resposta a ativação de linfócitos T 

auxiliar do tipo 2 (TH2) e liberação de IL-5 (SAKULA, 1967; VAN LOON et al., 1992; 

HORNER et al., 1993; MURAKAMI et al., 1997; KURUP et al., 1997). 

No Japão e na China, onde esse cogumelo é amplamente cultivado, aproximadamente 

9% dos produtores expostos durante o manuseio do fungo apresentam sintomas asmáticos 

(SENTI et al., 2000), entretanto, pouco se conhece sobre os mecanismos de regulação de 

citocinas exercidos por esses cogumelos. 

 

I.II. FUNGO ASPERGILLUS FUMIGATUS 

As espécies do gênero Aspergillus apresentam como características gerais a formação de 

conidióforos simples, capazes de liberar no ambiente esporos entre 2-3 µm de diâmetro que 

podem ser facilmente inalados2 (LACAZ et al., 1991). 

A espécie Aspergillus fumigatus (A.f.) é freqüentemente relacionada a manifestações 

clínicas humanas, sendo que a primeira descrição de Aspergilose humana data de 1856. São 

fungos oportunistas por excelência, podendo provocar infecções em diversos órgãos e processos 

2 de onde se originou o nome do gênero (do latim aspergere – aspergir) 

Aspergillus fumigatus
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alérgicos. A forma clínica mais freqüente provocada por esses fungos é a pulmonar, com quadros 

anatomoclínicos variados (LACAZ et al., 1991, ROILIDES et al., 1998) 

 

I.II.1. LESÕES PULMONARES PROVOCADAS PELO ASPERGILLUS FUMIGATUS 

Diversas manifestações pulmonares têm sido descritas como secundárias à exposição ao 

Aspergillus fumigatus como as encontradas na asma brônquica, aspergilose broncopulmonar 

alérgica (ABPA) e aspergilose pulmonar invasiva (IPA) (RINALDI, 1983; KURUP et al., 1997). 

Os conídeos do Aspergillus fumigatus possuem aproximadamente 2,5-3,0µm de diâmetro e a 

estrutura de sua parede celular não é completamente conhecida, mas análises químicas indicam a 

presença de glucanas, quitina e galactomananas (ROILIDES et al., 1998; HEARN & SIETSMA, 

1994). Ao serem inaladas, estas estruturas chegam aos alvéolos através do trato respiratório e, se 

não forem eliminados pelos movimentos mucociliares, podem iniciar o processo de colonização 

no hospedeiro (ROILIDES et al., 1998). 

Estudos demonstram que a fixação do conídeo ao epitélio ou à membrana basal 

subepitelial pulmonar é o passo chave para a invasão e colonização fúngica. A fixação no tecido 

hospedeiro é possivelmente mediada por receptores para o fibrinogênio e/ou laminina (de 

natureza glicoprotéica) presentes na superfície do conídeo (ROILIDES et al., 1998; BROMLEY 

& DONALDSON, 1996). O fibrinogênio é uma das principais proteínas plasmáticas envolvidas 

nas respostas inflamatórias e sua deposição no epitélio pulmonar forma sítio de ligação para os 

receptores nos conídeos (ROILIDES et al., 1998; ANNAIX et al., 1992; COULOT et al., 1994). 

Da mesma forma, pode ocorrer interação entre um dos componentes estruturais da membrana 

basal e matriz extracelular e receptores expressos nos conídeos em repouso. Esses receptores 
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desaparecem gradativamente durante o desenvolvimento até a germinação de hifas (ROILIDES et 

al., 1998; TRONCHIN et al., 1997). 

Após a fixação às células pulmonares, o conídeo inicia a germinação para a formação de 

hifas (formas invasivas do fungo), com subseqüente produção de proteases e fosfolipases. Essas 

enzimas podem provocar a digestão das junções intercelulares e a hidrólise das membranas 

celulares, facilitando a penetração nas barreiras alveolares e invasão do tecido pulmonar, 

iniciando-se, deste modo, a infecção pelo fungo (KOLATTUKUDY et al., 1993; MONOD et al., 

1993; BIRCH et al., 1996; RODRIGUEZ et al., 1997; ROILIDES et al.,1998). 

Com a chegada dos conídeos aos pulmões, a resposta imune inata do hospedeiro ativa 

duas linhas de defesa para evitar a instalação da infecção: macrófagos pulmonares e fagócitos do 

sangue periférico. Os macrófagos alveolares fagocitam e destroem os conídeos em repouso, 

evitando a formação de hifas. Esses macrófagos possuem pouca capacidade de produzir 

metabólitos oxigênio-dependentes, entretanto, têm potente atividade fagocítica, além de 

produzirem proteínas catiônicas e enzimas antifúngicas. 

No caso de alguns conídeos escaparem aos macrófagos alveolares e formarem hifas, os 

fagócitos circulantes (polimorfonucleares -PMN- e monócitos) também liberam seus metabólitos 

não oxidativos, metabólitos antifúngicos mieloperoxidase-dependentes e proteínas catiônicas 

capazes de destruir as hifas, evitando a doença invasiva. A atividade antifúngica dos monócitos 

não é tão potente quanto à dos PMN, mas em compensação, quando essas células entram em 

contato com componentes da parede celular do fungo (como as manoproteínas), ocorre a secreção 

de IL-1 e Fator de Necrose Tumoral α (TNF-α) (SHAFFNER et al., 1982; DIAMOND et al., 

1983; WALDORF et al., 1984; CENCI et al., 1998; ROILIDES et al., 1998). 
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As citocinas pró-inflamatórias, particularmente o TNF-α, desempenham papel central no 

recrutamento de células para os pulmões. Camundongos susceptíveis à IPA apresentam 

diminuição nos níveis de TNF-α e no modelo murino de Criptococose pulmonar, o TNF-α 

endógeno possui efeito protetor devido a indução de IL-12, que regula positivamente a secreção 

de Interferon γ (IFN-γ) pelas células T e Células NK, resultando em reações inflamatórias do tipo 

linfócitos T auxiliar 1 (TH1). A administração de IFN-γ em camundongos tem efeito protetor 

contra a IPA devido a sua propriedade de potencializar as respostas oxidativas das células 

fagocíticas contra as hifas do Aspergillus fumigatus (BERNHISEL-BROADBENT et al., 1991; 

ROILIDES et al., 1993, 1994, 1995, 1996; KAWAKAMI et al., 1996; KURUP et al., 1998; 

CENCI et al., 1998). 

Por outro lado, as citocinas produzidas pelos LTH1 (IFN-γ e IL-12) e LTH2 (IL-4, IL-5) 

possuem efeitos opostos sobre os fagócitos (CENCI et al., 1998), e a predominância de um 

subtipo celular sobre o outro determina o curso da resposta imune. Como mencionado 

anteriormente, as citocinas derivadas do subtipo celular TH1 geram efeitos que levam à 

resistência do hospedeiro, enquanto as respostas do tipo TH2 levam à susceptibilidade a infecção 

pelo A. fumigatus, com diferentes manifestações. 

O desenvolvimento de alergia a esse fungo depende do modo e freqüência de exposição. 

O A.f. libera na árvore brônquica diversos antígenos, que são processados e apresentados pelas 

células apresentadoras de antígeno (APC) às células T. A ativação das células T provoca a 

produção de citocinas que em pacientes asmáticos leva à ABPA, caracterizada por eosinofilia 

periférica, reatividade cutânea imediata ao antígenos A.f. e aumento de IgE total e específica. 

Essas reações são resultado da produção de citocinas pelas células TH2, como IL-4, IL-5, IL-10 e 
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IL-13 (GREENBERGER, 1994; BROWN et al., 1995; ABBAS et al., 1996; BORISH & 

ROSENWASSE, 1996; GRUNIG et al., 1997; KURUP et al., 1998). 

A IL-4 age sobre o linfócito B induzindo a produção de IgE específica (KURUP et al., 

1998). As células envolvidas na resposta alérgica em casos de ABPA são predominantemente 

TH2, mastócitos e eosinófilos. Com a ligação do antígeno ao anticorpo IgE específico presente na 

membrana do mastócito através dos receptores Fcε, ocorre a degranulação dessa célula e 

liberação de mediadores inflamatórios, como a histamina, leucotrienos e fator ativador de 

plaquetas (PAF), entre outros, que induzem a contração do músculo liso dos brônquios e aumento 

da permeabilidade vascular, permitindo a chegada de um número cada vez maior de células no 

local da degranulação. O leucotrieno B4 e o PAF são moléculas quimiotáticas para os eosinófilos, 

e como a IL-5 promove a maturação e diferenciação de eosinófilos na medula óssea, essas células 

estarão presentes em número aumentado nos locais de injúria (KURUP et al., 1998). Por sua vez, 

IL-4 e IL-5 induzem também a expressão de receptores para região Fc de IgA e IgE na superfície 

dos eosinófilos (BRACKE et al., 1997). Na ABPA, os anticorpos anti-Aspergillus IgA e IgE 

ligam-se aos eosinófilos através desses receptores e provocam a liberação dos mediadores 

inflamatórios, levando à resposta alérgica mediada por eosinófilos nos pulmões. 

 

I.III. APOPTOSE 

A apoptose, ou morte celular programada (PCD), é um importante mecanismo de 

controle entre diferenciação e proliferação celular, sendo fundamental para a manutenção de 

organismos multicelulares (GAVRIELI et al, 1992). Esse fenômeno está presente em diversos 

sistemas do organismo e tem papel central no controle das respostas imunológicas, sendo 

responsável pela eliminação de células imunes após a resposta imunológica, favorecendo o 
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retorno à homeostasia. Dessa forma, atualmente o estudo desse processo nas reações 

imunológicas elaboradas contra fungos vem sendo cada vez mais empregado para compreensão 

dos mecanismos responsáveis pelo sucesso ou não na eliminação desses agentes. 

 

I.III.1. ASPECTOS MORFOLÓGICOS DA APOPTOSE 

A apoptose ocorre tipicamente em células individuais, ou pequenos grupos de células, 

sem que ocorram alterações na organização tecidual ao redor da célula apoptótica. As alterações 

morfológicas são rápidas e por isso, dificilmente observadas nos tecidos. 

A principal característica da célula apoptótica é a retração, que provoca a perda de 

contato com células vizinhas, seguida de condensação do citoplasma, compactação das organelas 

celulares, picnose nuclear e formação de massas de cromatina ao redor da membrana nuclear. Na 

membrana plasmática das células apoptóticas encontram-se numerosas vesículas (também 

chamadas corpos apoptóticos) contendo fragmentos nucleares e organelas intactas, que são 

rapidamente fagocitados pelas células vizinhas ou macrófagos, sem causar reações inflamatórias 

nas células vizinhas (GAVRIELI et al., 1992; GRANVILLE et al., 1998). 

 

I.III.2. CARACTERÍSTICAS BIOQUÍMICAS 

O acontecimento bioquímico mais marcante na apoptose envolve o DNA nuclear. 

Inicialmente ocorre clivagem do DNA em fragmentos de elevado peso molecular, que 

provavelmente representam fragmentos de cromatina condensada. Posteriormente ocorre rápida 

clivagem internucleossômica do DNA por enzimas ativadas durante o processo (GAVRIELI et 

al, 1992). Esses fragmentos formam o padrão característico designado por “DNA em escada”3 

3 DNA “ladder” 
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observado na eletroforese em gel de agarose. Contudo, este padrão não pode ser definido como 

exclusivo para a degradação do DNA apoptótico já que a clivagem aleatória de DNA e 

degradação das histonas em células com ultraestrutura típica de necrose também se traduz como 

padrão de rasto na corrida eletroforética, colocando em dúvida a utilização isolada da degradação 

do DNA para caracterização da apoptose (COLLINS et al., 1992). 

 

I.III.3. CARACTERÍSTICAS MOLECULARES 

As principais vias moleculares efetoras/moduladoras da apoptose envolvem as 

moléculas Fas, Fas Ligante (Fas-L), Fator de Necrose Tumoral (TNF), Receptor-Fator de 

Necrose Tumoral (TNF-R), Família das caspases e família Bcl-2 (GRANVILLE et al, 1998). 

A molécula Fas é uma proteína transmembrana expressa constitutivamente em algumas 

células e tecidos que atua como receptor para a molécula Fas-L, proteína de superfície que pode 

estar expressa em alguns tecidos linfóides e não-linfóides(SUDA et al, 1997). A ligação de Fas-L 

à molécula Fas resulta na sinalização intracitoplasmática na célula “receptora”, onde ocorrem 

diversas alterações moleculares que disparam o processo apoptótico. Essas moléculas são 

responsáveis pela exclusão de células auto-reativas do sistema imune e pela atividade citolítica 

dos linfócitos T CD8+ (NAGATA, 1997). 

O sistema TNF/TNF-R funciona de forma semelhante ao sistema Fas/Fas-L, ou seja, 

após a interação do ligante com seu receptor ocorre, no interior da célula TNF-R+, transformação 

bioquímica com ativação de diversas enzimas conduzindo à apoptose. 

As caspases4 são proteases presentes no citoplasma celular nas formas inativas 

(zimógenos) e quando ativadas iniciam série de clivagens autocatalíticas utilizando como 

4 cysteinyl aspartate-specific proteinases 
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substrato proteínas envolvidas com a homeostase e sobrevivência celular, provocando a apoptose 

(GRANVILLE et al, 1998). 

Algumas proteínas que fazem parte da família Bcl-2, entre elas o Bcl-2 e Bcl-w, foram 

inicialmente descobertos em linfomas de célula B e a expressão aumentada dessas moléculas 

confere proteção contra a apoptose. Em algumas células, o Bcl-2 evita alterações na membrana 

mitocondrial pré-apoptótica, inibindo a liberação de enzimas que interagem com o sistema 

caspase, evitando, dessa forma, o mecanismo apoptótico (GRANVILLE et al, 1998). 

As respostas imunes são diretamente controladas pelos mecanismos de apoptose. Nas 

doenças alérgicas, especialmente em indivíduos asmáticos, as células T e os eosinófilos são 

regulados por este sistema e seu desequilíbrio leva a exacerbação das respostas. As células T 

podem sofrer apoptose de forma ativa, isto é, linfócitos T antígeno-ativados exibem em sua 

superfície a molécula Fas e a interação com a proteína Fas-L provoca a morte celular encerrando 

a resposta inflamatória, protegendo o hospedeiro contra os efeitos nocivos resultantes de uma 

necrose ou desintegração celular, permitindo que ocorra a remodelação tecidual satisfatória 

(NOMOTO et al., 1997; SPINOZZI et al, 1998). 
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A caracterização em detalhes das respostas imunes contra os esporos de Shiitake torna-

se relevante no tratamento das doenças pulmonares. Com isso, esse trabalho teve como objetivos: 

 

  Investigar a modulação pelos esporos de Lentinus edodes (Shiitake) na relação 

entre as citocinas TH1 e TH2 nos pulmões e células esplênicas no modelo 

experimental de inalação de esporos por camundongos da linhagem BALB/c, 

baseados na expressão gênica de IL-2, IL-4, IL-5, IL-12, TNF-α e IFN- , através 

de RT-PCR, utilizando como referência o fungo Aspergillus fumigatus. 

 

  Verificar as alterações pulmonares provocadas pelo Shiitake, quanto ao tipo de 

células inflamatórias envolvidas. 

 

  Estudar a expressão de mRNA de componentes apoptóticos Fas, Fas-L e Bcl-w 

no pulmão e células esplênicas nos animais submetidos à exposição de esporos do 

cogumelo Shiitake, através de RT-PCR. 

 

  Verificar a ocorrência da apoptose in situ, através de técnicas morfológicas. 

 

Objetivos
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III.I. GRUPOS DE ANIMAIS 

Os camundongos da linhagem BALB/c utilizados nesse estudo eram obtidos do Centro 

Multidisciplinar para Investigação Biológica (CEMIB) da Unicamp, mantidos em condições livre 

de germes. Os animais eram retirados no CEMIB com 6 semanas de vida e a partir de então, 

mantidos em biotério livre de patógenos específicos (SPF), com controle de luz, umidade e 

temperatura, recebendo ração e água ad libitum, no Laboratório de Imunologia & Alergia 

Experimental (LIAE) do Departamento de Clínica Médica da Faculdade de 

Medicina/UNICAMP. 

Dezoito camundongos eram divididos em 3 grupos experimentais definidos como: 

Grupo Controle (GC), exposto à solução fisiológica, composto de 6 animais; Grupo 

Aspergillus fumigatus (GAf), submetido à inalação de esporos de Aspergillus fumigatus, 

composto de 6 animais; e Grupo Shiitake (GSh), nebulizados com esporos de Lentinus edodes, 

também composto de 6 animais. 

 

III.II. PREPARO DE SUSPENSÃO PARA INALAÇÃO 

III.II.1. SOLUÇÃO FISIOLÓGICA 

Os animais do grupo controle eram expostos à solução fisiológica estéril, preparada em 

cada dia de inalação. 

 

III.II.2. ESPOROS DE ASPERGILLUS FUMIGATUS 

A partir de uma cultura recente à temperatura ambiente de Aspergillus fumigatus em 

meio Sabouraud inclinado com esporos já formados, fornecida pelo Prof. Dr. Walderez 

Material e Métodos
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Gambale5, eram preparadas suspensões de inalação para cada dia de inalação utilizando-se 5mL 

de solução fisiológica estéril pH 7,2 com 0,01% (10µL) de Tween 80 (conservante). Com auxílio 

de alça em agulha, os esporos da cultura eram raspados e transferidos para a solução fisiológica. 

Após contagem em câmara hemocitométrica, a concentração era ajustada para 1,5x103 

esporos/mL em cada dia de exposição. 

 

III.II.3. ESPOROS DE LENTINUS EDODES – SHIITAKE 

A partir de esporos, colhidos pela técnica de esporo-print6 em placa de vidro, 

gentilmente fornecidos pela Bióloga Márcia A. Uemura7, era preparada suspensão de inalação 

para cada dia de exposição, utilizando-se 5mL de solução fisiológica estéril pH 7,2. 

Após contagem em câmara hemocitométrica, a concentração da suspensão era ajustada 

para 2x103 esporos/mL em cada dia de exposição. 

 

III.III. NEBULIZAÇÃO DOS ANIMAIS 

Os animais eram colocados em câmara de inalação de vidro pirex (Figura 1), 

elaborada especialmente para esse fim, em capela de exaustão e com toda segurança biológica. 

Para nebulização, era conectado à câmara o aparelho inalador compressor (modelo Inalatec Plus, 

Nevoni, Brasil) contendo solução fisiológica, esporos de Aspergillus fumigatus e esporos de 

Shiitake, conforme o grupo de animais. Cada ensaio de inalação durava 45 minutos. Entre um 

grupo e outro, a câmara era lavada e desinfetada. 

5 Laboratório de Micologia Médica, Departamento de Microbiologia, Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo –USP. 
6 coleta de esporos a partir de cogumelos frutificados e recém coletados, armazenados em ambiente úmido 
para esporulação. 
 
7 Funghi & Flora – Laboratório de Pesquisa e Produção de Cogumelos Comestíveis, Valinhos- S.P. 

Suspensões para Inalação, Nebulização
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Figura 1: Câmara projetada para nebulização dos animais. 
 

Figura 1



54 

Ao final da inalação, os animais eram retirados da câmara inalatória e recebiam “banho” 

com gaze embebida em álcool 70°GL para eliminação de qualquer esporo em seu corpo. Eram 

recolocados nas gaiolas, que permaneciam por dez minutos na capela de exaustão, sendo então 

levados novamente à sala SPF. 

A nebulização era feita 2 vezes por semana durante 4 semanas, e os sacrifícios para 

coleta de órgãos realizavam-se na 5a. semana após o início das exposições (7 dias após a última 

exposição). 

 

III.IV. COLETA DE MATERIAL 

Os animais eram anestesiados com 100µL de Pentobarbital Sódico 3%, 7 dias após a 

última inalação. Após a anestesia, os animais eram submetidos a toracotomia e perfusão 

intracardíaca e traqueal. A perfusão intracardíaca realizava-se através de punção do ventrículo 

direito com equipo 23G 0,65x20mm (Venofix, Braun, Malásia) ligado à bomba de perfusão 

(BP100, Incibrás, Brasil) com solução fisiológica-EDTA estéril para lavagem dos pulmões, 

durante a perfusão intracardíaca, o átrio direito era retirado. Após os pulmões tornarem-se 

exangues, iniciava-se a perfusão traqueal de paraformaldeído 4% (Sigma, CA, EUA) visando a 

fixação dos órgãos para estudo morfológico. 

Os pulmões eram então retirados cuidadosamente e o pulmão direito embebido em 

paraformaldeído 4%. À seguir, eram lavados com solução de tampão salina fosfato 0,1M pH 7,4 

(PBS) para retirada do excesso de fixador, incluído em meio tissue tek (Sakura Fineteck, CA, 

EUA) e congelado em nitrogênio líquido para criocorte. O pulmão esquerdo era transferido para 

tubo plástico livre de RNAse contendo 400µL de Solução de Guanidina-Mercaptoetanol (Gibco-

BRL, CA, EUA) para posterior extração de RNA. 

Coleta de Material
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Os baços provenientes desses animais eram retirados e submetidos à extração de células. 

Todo o material era devidamente identificado e armazenado à -80°C para posterior 

utilização. 

 

III.V. EXTRAÇÃO DE CÉLULAS ESPLÊNICAS 

Após a retirada do baço, este era transferido para peneira estéril (Sigma, CA, EUA) e 

macerado. Ao macerado adicionava-se 5mL de solução de Hank (Sigma, CA, EUA) pH 7,4 

seguido de centrifugação (Jouan, modelo MR 23i, França) a 374g por 10 minutos. O 

sobrenadante era desprezado por inversão e ao botão celular adicionava-se 2mL de tampão de lise 

(NH4Cl/ KHCO3/ EDTA). Após incubação por 2 minutos, o volume era completado para 5mL 

com solução de Hank. Essa solução passava por mais 3 lavagens com Hank a 374g por 10 

minutos cada uma. O botão de células esplênicas era transferido para tubo plástico livre de 

RNAse contendo 400µL de Solução de Guanidina-Sarcosyl 0,5% (Sigma, CA, EUA) e 

armazenado à -80°C para posterior extração de TRNA e realização de RT-PCR. 

 

III.VI. CRIOCORTES PARA ANÁLISE HISTOLÓGICA 

A partir dos pulmões congelados em meio tissue tek provenientes da coleta de 

material, realizavam-se criocortes para análise histológica (coloração Hematoxilina/Eosina - HE), 

técnica Feulgen para detecção de apoptose e confirmação pela técnica TUNEL para células 

apoptóticas. Após o posicionamento do espécime no suporte do criostato (Leica, modelo CM 

1850, Alemanha) de maneira a se obter a maior área possível de corte, era coletada uma série de 

doze cortes consecutivos, com 5µm de espessura, depositados em lâminas histológicas 

previamente silanizadas (γ-Methacryl-Oxipropil-Methoxysilane, Sigma, CA, EUA). Após a 

Extração de Células Esplênicas
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obtenção da primeira série de cortes, o espécime era desbastado até 60µm e, a seguir, outra série 

de 12 cortes era igualmente coletada. Este procedimento era repetido mais uma vez para obtenção 

dos conjuntos de lâminas representados na figura 2. 

As lâminas 1, 3, 5, 7 e 9 eram coradas por HE para realização do estudo histológico em 

microscópio óptico Axioskop (Zeiss, Alemanha) e documentação fotográfica. A lâmina 10 

destinava-se à coloração de Feulgen e a lâmina 11 para a técnica TUNEL. 

A análise da celularidade nos pulmões era realizada com a contagem de 5 campos 

microscópicos aleatórios (em aumento de 1000x) de todos os grupos de animais, observando-se a 

presença ou não de infiltrados inflamatórios. Após coloração com HE, procedia-se a contagem 

das células (Eosinófilos, Neutrófilos, Macrófagos e Linfócitos), calculando-se a média e erro 

padrão para cada grupo experimental. 

 

III.VII. REAÇÃO DE FEULGEN 

A reação era realizada nos cortes de pulmões congelados para detecção preliminar de 

células apoptóticas e posterior confirmação pela técnica TUNEL. 

A reação de Feulgen envolve duas etapas principais: hidrólise ácida seguida da exposição do 

material hidrolisado ao reativo de Schiff. Após fixação das lâminas com solução de Carnoy 

(Ácido Acético pa – Merck, Darmstadt, Alemanha / Etanol pa - Merck, Darmstadt, Alemanha 

1:3) durante 5 minutos, o material era submetido a hidrólise ácida com HCl 4N em temperatura 

ambiente por 110 minutos, quando as purinas do DNA eram removidas, formando-se uma 

molécula de “DNA apurínico”, expondo as funções aldeído no Carbono 1 da desoxirribose. Em 

seguida, as lâminas eram tratadas com Reativo de Schiff à temperatura ambiente por 40 minutos, 

quando o grupamento aldeído do DNA apurínico reagia com o leucoderivado do reativo de 

Reação de Feulgen
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Schiff, em presença de ácido sulfídrico em excesso, fornecido durante lavagens com água 

sulfurosa, restabelecendo-se, dessa forma, o grupamento cromofórico. 

Finalmente, as lâminas eram submetidas a desidratação em série crescente de álcoois, 

diafanizadas com xilol (Merck, Darmstadt, Alemanha) e montadas com entelan (Merck, 

Darmstadt, Alemanha) para posterior observação em microscópio de luz (Axioscop, Zeiss, 

Alemanha). 

 

III.VIII. REAÇÃO DE TUNEL PARA DETECÇÃO DE APOPTOSE 

A reação de TUNEL8 é um método morfológico específico para detecção da apoptose 

baseado nas características bioquímicas das células apoptóticas, que sofrem clivagem 

internucleossômica do DNA. Essa reação é caracterizada pela inserção, mediada pela enzima 

Terminal desoxi Transferase (TdT), de um nucleotídeo (desoxiuridina -UTP) conjugado a biotina 

ou fluoresceína nos sítios de quebra do DNA da célula apoptótica. O DNA torna-se um 

heterodímero marcado, observado em microscopia de luz. 

A reação de TUNEL era realizada segundo instruções do fabricante (In Situ Cell Death 

Detection Kit, Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha). Dessa forma, as lâminas eram fixadas 

em paraformaldeído 4% por 20 minutos,e em seguida lavadas em PBS pH 7,4 por 30minutos. A 

seguir, as lâminas eram incubadas sob gelo por 2 minutos com solução permeabilizante (0,1% 

Triton-X em 0,1% de Citrato de Sódio), seguida de lavagens por 2 minutos com PBS. 

Finalmente, eram adicionados 50µl da mistura da reação (solução de enzima TdT; 

solução marcadora e nucleotídeos em tampão) aos cortes e incubados em câmara úmida a 37°C 

por 60 minutos, protegidos contra luminosidade. Em seguida, as lâminas eram montadas com 

8 TdT-mediated dUTP Nick End Labeling 

Reação de TUNEL
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Figura. 2: Esquema representando o procedimento para obtenção dos conjuntos de cortes analisados para 
estudo morfológico, coloração de Feulgen e técnica TUNEL. 
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meio de montagem (glicerol pa – Merck) e mantidas resfriadas até o momento da leitura em 

microscópio confocal de varredura a laser (Bio-Rad-MCR 1024, CA, EUA)9. 

 

III.IX. EXTRAÇÃO DE RNA TOTAL (TRNA) 

As amostras de RNA total eram extraídas de tecido pulmonar e células mononucleares 

do baço através do método Guanidina – Fenol - Clorofórmio (CHOMCZYNSKI & SACCHI, 

1987). 

O tecido em solução de Guanidina-2β Mercaptoetanol (Gibco-BRL, NY, EUA) e as 

células em solução de Guanidina-Sarcosyl (Sigma, CA, EUA) eram submetidos a agitação 

vigorosa em vórtex por aproximadamente 30 segundos. Para separação de proteínas e ácidos 

nucléicos, adicionava-se tampão Fenol (Gibco-BRL, NY, EUA):Clorofórmio (Gibco-BRL, NY, 

EUA):Álcool Isoamílico (Merck, Darmstadt, Alemanha) (25:24:1) em igual volume das 

amostras, agitava-se vigorosamente (vórtex) a solução detergente com formação de emulsão. 

A emulsão era centrifugada por 5 minutos a temperatura ambiente a 14404g. A fase 

superior (fase aquosa), onde se encontravam os ácidos nucléicos, era recuperada e esse protocolo 

de separação era repetido por mais 2 vezes, ou até que não houvesse mais proteínas na interface 

da preparação. 

Para eliminação do excesso de fenol na amostra, realizava-se uma extração com 

Clorofórmio:Álcool Isoamílico (24:1). Enfim, a fase aquosa era adicionada de 2 volumes de 

Etanol absoluto (Merck, Darmstadt, Alemanha) e Acetato de Sódio (Sigma, CA, EUA) 3M pH 

5.2 (concentração final de 0,3M). Essa preparação de RNA total (TRNA) era mantida a -80°C até 

o uso. 

9 Gentilmente disponibilizado pelo Instituto de Biologia e Faculdade de Engenharia de Alimentos - 
UNICAMP 

Extração de RNA Total
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III.X. PRECIPITAÇÃO DO RNA TOTAL (TRNA) 

Para precipitação do TRNA realizava-se centrifugação a 18404g a 4°C por 20 minutos. 

Ao precipitado eram adicionados 40µL de água ultrafiltrada preparada com Dietil Pirocarbamato 

(DEPC) (Sigma), essa solução era armazenada a -80°C como RNA Total precipitado. 

 

III.XI. ANÁLISE DO TRNA EXTRAÍDO 

A análise de qualidade do TRNA extraído era dada pela relação espectrofotométrica 

(SpectraMax 190, Molecular Devices, CA, EUA) de OD260/OD280 das preparações de RNA, e 

consideravam-se adequadas as amostras com relação entre 1.6 e 1.8. 

Para quantificação de TRNA aplicava-se a fórmula:  

RNAµg/µL = (OD260/0,025) x diluição de leitura/1000 

 

III.XII. TRANSCRIÇÃO REVERSA DO TRNA EXTRAÍDO (SÍNTESE DE CDNA) 

O volume de TRNA adicionado para a transcrição era calculado para obtenção de 

5µg/50µl de reação. À amostra, eram adicionados 0,5µL de Oligo d (pt) (Gibco-BRL) e água 

ultrapura em quantidade suficiente para 28µL. Incubava-se a amostra em termocicladora 

(GeneAmp 9700, Perkin Ellmer, CT, EUA) por 10 minutos a 65°C e por 5 minutos a 4°C. 

Adicionavam-se 21µL de solução estoque (10µL de tampão Super RT/ 2µL de dNTP mix 0,5µM/ 

5µL de DTT 0,1M/ 1µL de RNAsin – Gibco-BRL) seguindo-se incubação por 2 minutos a 42°C. 

Após adição de 1µL de enzima Super Trancriptase Reversa (200U) (Gibco-BRL), a 

reação processava-se em termocicladora programada para: 42°C por 50 minutos, 70°C por 15 

RNA
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minutos e resfriamento da amostra até 4°C. Nesse ponto, as amostras eram armazenadas a -20°C 

como DNA complementar (cDNA). 

 

III.XIII. AMPLIFICAÇÃO DO CDNA POR REAÇÃO DE POLIMERASE EM 

CADEIA (PCR) 

Para cada tubo de reação, adicionava-se 1µL de “primer sense” (A), 1 µL de “primer 

anti-sense” (B), 2µL de cDNA, 45µL de solução de reação (Gibo-BRL) (5µL de tampão Taq 

polimerase/ 1,5µL de dNTP mix 5µM/ 1,5µL de MgCl2 50mM/ 33,5µL de água ultrapura) e 

20µL de óleo mineral (Sigma). A seguir, os tubos contendo as misturas de cDNA e reagentes 

eram transferidos para termocicladora programada para as seguintes condições: 

1. Desnaturação a 94°C por 2 minutos 

2. Aplicação de 1µL da enzima Taq Polimerase- 5 minutos a 80°C 

3. Anelamento 58°C 45 segundos  

4. Extensão dos primers 72°C 90 segundos  

5. Desnaturação a 95°C por 45 segundos 

6. 40 ciclos 

7. Extensão final 72°C por 10 minutos 

8. Temperatura de espera 4°C. 

Todos os produtos de PCR eram armazenados a -20°C. 

Para realização das PCRs eram feitos 3 “pools” do total de cDNAs para cada grupo de 

inalação, tanto para tecido pulmonar quanto para células mononucleares esplênicas, sendo que 

cDNA
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eram consideradas amostras diferentes para realização de análise estatística. Os primers utilizados 

nas amplificações estão listados na Tabela 1. 

 

III.XIV. ANÁLISE DA EXPRESSÃO DE mRNA (PRODUTOS DE PCR) POR 

ELETROFORESE 

As amplificações dos cDNA com os “primers” específicos eram analisadas através de 

eletroforese em gel de agarose (Gibco-BRL) 1,5% revelada com brometo de etídio (Sigma, CA, 

EUA), através de excitação em luz UV, e documentadas em sistema de documentação fotográfica 

NucleoVision® (NucleoTech, CA, EUA).  

Para realização da eletroforese, eram preparados 50mL de agarose 1,5% (em tampão 

TBE – Gibco-BRL) adicionada de 2µL de brometo de etídio. A 8µL de amostra (produto de PCR 

do cDNA), eram adicionados 1,5µL de tampão de amostra GBX (Glicerol pa – Merck, Azul de 

Bromofenol – Merck, Xileno Cianol – Sigma, água ultrapura) e 5,5µL de água ultrapura. 

Utilizava-se como tampão de corrida eletroforética, 100mL do Tampão TBE adicionado de 2µL 

de brometo de etídio. 

Eram aplicados 2µL de padrão de DNA em todas as eletroforeses e 14µL de amostra. As 

condições de corrida eram de 45 minutos a 70 volts, 150mA. 

Em seguida, o tamanho dos fragmentos e o pixel da área das bandas eram calculados 

com programa Gel Expert® (NucleoTech, CA, EUA). Para análise semiquantitativa dos produtos 

de PCR, era aplicada a fórmula a seguir, onde a expressão do mRNA era expresso em unidades 

arbitrárias de densidade óptica (UA): 

UA = pixel da área do produto amplificado / pixel da área de ciclofilina x 100 

 

Análise do mRNA
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III.XV. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os resultados eram analisados segundo o teste t de Student para dados não paramétricos 

comparando-se os grupos expostos aos fungos com o grupo controle, considerando-se nível de 

significância quando p<0.05. 

Análise Estatística
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Primer Sense Anti-sense Produto 
Ciclofilina 5’ GACAGCAGAAAACTTTCGTGC 3’ 5’ GGTTCTGACTCACCGACC T 3’ 276 pb 

IL-2 5' CCTGAGCAGGATGGAGAATTACAG 3’ 5’ CTTATGTGTTGTAAGCAGGAGGTAC 3’ 366 pb 

IL-4 5’ TGTCATCCTGCTCTTCTTTCTC 3’ 5’ CTTGGACTCATTCATGGTGC 3’ 337 pb 

IL-5 5’ TCACCGAGCTCTGTTGACAA 3’ 5’ GCGGTTTTTCTCTTCACACC 3’ 345 pb 

IL-12 5’ AGCTTTTGTGACAACCAATAAGAAC 3’ 5’ CAAACTCACAGAGATCTGCCTG 3’ 297 pb 

TNF-αααα 5' CTTAGACTTTGCGGAGTCCG 3’ 5' CCCTGTCACTGGACCTGACA 3’ 254 pb 

IFN-γγγγ 5' CGCTACACACTGCATCTTGG 3’ 5' GGCTGGATTCCGGGCAACA 3’ 428 pb 

Fas 5’ TGCCTCTGGTGCTTGCTGG 3’ 5’ CTTGTCCATGTACTCCTTCCCTTCTGTGC 3’ 249 pb 

Fas-L 5’ CTAGAGGGCCGGACCAAAGGAGACC 3’ 5’ AGGTGGAAGAGCTGATACATTCCTAATCCC 3’ 206 pb 

Bcl-w 5’ GAGTTTGAGACCCGTTTCCGCCGCACCTTC 3’ 5’ CCACCATCCAATCCTGCACTTGTCCCACCA 3’ 230 pb 

Tabela 1: Seqüências de primers específicos usados nas amplificações do cDNA 

* Ciclofilina = Gene estrutural, pb = pares de bases 

Tabela 1
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IV.I. ANÁLISE COMPORTAMENTAL DOS ANIMAIS DURANTE A INALAÇÃO 

Durante os procedimentos de nebulização, o comportamento dos camundongos foi 

observado com objetivo de se verificar a presença de possível desconforto respiratório. As 

diferenças entre os grupos experimentais expostos a solução fisiológica, Aspergillus fumigatus e 

Shiitake foram anotados e descritos. 

Os animais dos grupos Aspergillus e Controle mantiveram-se calmos durante toda a 

exposição. Entretanto, os animais expostos ao Shiitake manifestaram irritação durante o 

experimento, caracterizada pela insistente tentativa de fuga da câmara inalatória, prurido nasal 

persistente e agressividade no momento de retirada da câmara, sendo esse comportamento 

sugestivo da ação irritativa desses esporos. 

 

IV.II. ASPECTOS PULMONARES MACROSCÓPICOS 

Após a toracotomia observamos o aspecto normal dos pulmões para os animais dos 

grupos controle e Aspergillus fumigatus. Por outro lado, os animais submetidos à inalação de 

esporos de Shiitake apresentaram pulmões com pontos hemorrágicos (sufusões). 

 

IV.III. HISTOLOGIA PULMONAR 

Os corte histológicos corados por HE obtidos de animais submetidos a nebulização com 

solução salina (GC) apresentaram preservação da estrutura pulmonar, com alvéolos límpidos sem 

sinais de agressão inflamatória (PRANCHA I). A presença eventual de células mononucleares no 

interstício pulmonar observadas nestes cortes é normal neste órgão. 

Da mesma forma, observamos a presença de eosinófilos que, dada sua escassez, não 

pode ser caracterizado como resposta infiltrativa (PRANCHA I). Deve-se salientar que a 

Resultados



67 

linhagem de camundongos BALB/c apresenta predisposição genética para resposta do tipo TH2, 

portanto, a presença de eosinófilos é normal (GIENI et al., 1996). 

Nos animais submetidos à inalação com esporos de Aspergillus fumigatus (GAf) foram 

observadas alterações na estrutura pulmonar, com presença de eritrócitos dispersos e em focos 

hemorrágicos, além de espessamento das paredes alveolares (PRANCHA I). Em relação ao 

Grupo Controle, houve aumento de linfócitos e neutrófilos no GAf, sem significância estatística, 

e não houve alterações entre os dois grupos quanto ao número de eosinófilos e macrófagos. 

(Figura 3). 

Por outro lado, os cortes histológicos obtidos de pulmões dos animais expostos aos 

esporos de Shiitake (GSh) mostraram lesões mais exuberantes, com presença de eritrócitos 

distribuídos difusamente e intra-alveolares (PRANCHA I), em relação ao Grupo Controle, apenas 

o número de linfócitos apresentava-se significativamente aumentado (p<0.05). Entretanto, a 

comparação da celularidade entre os grupos GAf e GSh não mostrou diferença estatística no 

número de neutrófilos, macrófagos e linfócitos (Figura 3). 

 

IV.IV. REAÇÃO DE FEULGEN 

Esta técnica é descrita como reação específica para DNA onde o material cromossômico 

é evidenciado pelo reativo de Schiff. As células eram caracterizadas como sugestivas de processo 

apoptótico ao apresentarem condensação e marginalização da cromatina no envoltório nuclear. 

Células contendo cromatina descondensada com aspecto definido eram classificadas como 

normais. 

Resultados - Feulgen
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Dessa forma, foi possível comprovarmos a especificidade da reação, uma vez que apenas o 

núcleo das células foi corado, por essa razão a identificação dos tipos celulares foi prejudicada. 

Células com condensação da cromatina, sugestivas de apoptose, foram identificadas em cortes de 

pulmões dos grupos GAf e GSh, sendo que as lâminas do GSh apresentaram essas alterações com 

maior freqüência. No grupo controle, encontramos apenas poucas células com características 

apoptóticas por lâmina, e além disso, essas células não foram observadas em todas as 

lâminas.(PRANCHA II). 

 

IV.V. ANÁLISE QUALITATIVA DE APOPTOSE ATRAVÉS DA TÉCNICA TUNEL 

As lâminas que apresentaram reação de Feulgen sugestiva de apoptose foram submetidas 

à técnica de TUNEL, onde foi possível a confirmação da presença de células apoptóticas 

(PRANCHA II). Assim como na reação de Feulgen, o maior número de células apoptóticas foi 

encontrado nos cortes histológicos do grupo GSh, com várias células positivas por campo 

observado. No GAf, também observamos a presença dessas células, entretanto, com freqüência 

menor por corte. O GC não apresentou resultados positivos para células apoptóticas, permitindo, 

apenas, a observação de uma leve coloração de fundo do tecido pulmonar (PRANCHA II). 

A coloração de TUNEL utilizada nesse trabalho foi empregada para comprovação da 

ocorrência da apoptose, sem o intuito de quantificação dessas células. 

Resultados - TUNEL
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Figura 3: Gráfico representando celularidade em Pulmão dos grupos Controle (GC), A. 
fumigatus (GAf) e Shiitake (GSh). * p<0.05 (teste t de Student). 
Podemos observar que, embora os neutrófilos sejam as células encontradas com maior 
freqüência, não ocorreu diferença estatisticamente significante entre os grupos estudados, 
entretanto, podemos notar o aumento de linfócitos presentes nos pulmões dos animais submetidos 
à inalação de esporos de Aspergillus fumigatus e Shiitake. 
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IV.VI. RT-PCR 

A partir do banco de cDNAs provenientes de tecido pulmonar e células esplênicas, 

realizou-se PCRs para detecção da expressão de mRNA das citocinas IL-2, IL-4, IL-5, TNF-αααα, 

IFN-γγγγ e dos componentes apoptóticos Fas, Fas Ligante (Fas-L) e Bcl-w, utilizando-se a 

ciclofilina10 como controle interno de expressão. A análise dessas PCRs foi realizada através de 

gel de agarose 1,5%. 

 

IV.VI.1. EXPRESSÃO DE mRNA DE CITOCINAS TH1 E TH2 EM PULMÕES 

A expressão de IL-12, TNF-αααα e IFN-γγγγ nos pulmões dos grupos Shiitake e A. fumigatus 

foram significativamente maiores (p<0.05) do que os níveis encontrados no grupo controle 

(Figura 4 A). A comparação dos níveis de expressão dessas mesmas citocinas entre os grupos 

GSh e GAf não mostrou diferenças estatísticas. 

É importante ressaltar que não foram detectados níveis de expressão das citocinas IL-2 e 

IL-4 em nenhum dos grupos estudados, e que apenas o GSh apresentou a expressão de mRNA de 

IL-5 (Tabela 2). 

 

IV.VI.2. EXPRESSÃO DE mRNA DE CITOCINAS TH1 E TH2 EM CÉLULAS 

ESPLÊNICAS 

Os níveis de expressão nas células esplênicas de mRNA de IL-12 e IFN-γγγγ nos grupos 

Shiitake e A. fumigatus foram significativamente maiores (p<0.05) do que os níveis encontrados 

no grupo controle. Além disso, comparados com o grupo controle, encontramos maior expressão 

de TNF-αααα no grupo Shiitake (p<0.05) (Figura 4 B) (Tabela 3). 

10 gene estrutural 
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A comparação entre os grupos submetidos à inalação fúngica mostrou maior expressão 

de TNF-αααα e IFN-γγγγ no grupo GSh e a expressão de IL-12 foi maior no GAf. 

Não houve diferença estatística entre os grupos Controle e Shiitake na expressão de IL-

2, IL-4 e IL-5, sendo que essas citocinas não foram detectadas no grupo GAf (Figura 4 B) 

(Tabela 3). 

 

IV.VI.3. EXPRESSÃO DE mRNA DE COMPONENTES APOPTÓTICOS EM PULMÃO 

Não foram observadas diferenças estatisticamente significativas na expressão de mRNA 

de Fas-L e Bcl-w nos pulmões dos animais dos 3 grupos experimentais, entretanto, houve 

aumento de expressão de Bcl-w no grupo Shiitake (Tabela 4). 

 

No grupo GC não foi detectada o mRNA de Fas. Por outro lado, os grupos GSh e GAf 

apresentaram expressão gênica de Fas, contudo, sem diferenças estatísticas entre eles (Figura 5 

A) (Tabela 4). 

 

IV.VI.4. EXPRESSÃO DE mRNA DE COMPONENTES APOPTÓTICOS EM CÉLULAS 

ESPLÊNICAS 

Detectamos nas células esplênicas de animais do grupo Shiitake os maiores níveis de 

expressão de mRNA das moléculas Fas-L e Bcl-w, porém, sem diferença significativa quando 

comparados aos demais grupos (Figura 5 B) (Tabela 5). 

Por outro lado, o mRNA de Fas não foi detectado no grupo GC, enquanto que a sua 

expressão foi similar nos grupos GAf e GSh. 

Resultados – RT-PCRResultados – RT-PCR
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Figura 4: Gráficos representando a expressão de mRNA de citocinas avaliadas através de 
RT_PCR provenientes de Pulmão (A) e Células Esplênicas (B) dos grupos Controle (GC), A 
fumigatus (GAf) e Shiitake (GSh). * p<0.05 (teste t de Student). 
No Gráfico A, podemos observar a expressão gênica aumentada de IL-12, TNF-α e IFN-γ nos 
pulmões dos animais dos grupos GAf e GSh, em relação ao controle. Além disso, podemos 
verificar a presença de IL-5 apenas nos animais submetidos à inalação de Shiitake. 
No Gráfico B, verificamos a expressão aumentada de IL-12, TNF-α e IFN-γ nas células 
esplênicas dos grupos GAf e GSh, com padrão semelhante ao encontrado nos pulmões dos 
mesmos grupos, sugerindo ação modulatória provocada dos fungos para padrão TH1. 
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 UA IL-2 UA IL-4 UA IL-5 UA IL-12 UA TNF-αααα UA IFN-γγγγ 
GC 0 0 0 29 ±13 39 ±13 0 

GAf 0 0 0 96 ±9 92 ±16 88 ±8 

GSh 0 0 24 ±11 116 ±21 111 ±19 139 ±27 

Tabela 2: Níveis de mRNA de citocinas expressos em pulmões, apresentados como a média de Unidades 
Arbitrárias (UA), com o respectivo erro padrão dos Grupos Controle (GC), Aspergillus fumigatus (GAf) e 
Shiitake (GSh). 

 

 

 

 UA IL-2 UA IL-4 UA IL-5 UA IL-12 UA TNF-αααα UA IFN-γγγγ 
GC 47 ±8 60 ±18 73 ±33 40 ±8 36 ±2 12 ±3 

GAf 0 0 0 400 ±21 87 ±28 76 ±19 

GSh 96 ±23 89 ±34 61 ±27 192 ±45 212 ±45 163 ±48 

Tabela 3: Níveis de mRNA de citocinas expressos em células esplênicas, apresentados como a média de 
Unidades Arbitrárias (UA) com o respectivo erro padrão, dos Grupos Controle (GC), Aspergillus 
fumigatus (GAf) e Shiitake (GSh). 

Tabelas 2 e 3
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Figura 5: Gráficos representando a expressão de mRNA avaliada através de RT-PCR de 
componentes apoptóticos em Pulmão (A) e Células Esplênicas (B) dos grupos Controle (GC), A 
fumigatus (GAf) e Shiitake (GSh). 
Não foram observadas diferenças significativas nas expressões entre os três grupos para Fas-L e 
Bcl-w em nenhum dos dois compartimentos estudados, entretanto, apenas os grupos GAf e GSh 
expressaram Fas tanto nos Pulmões (A) quanto nas Células Esplênicas (B) dos animais 
submetidos à inalação, porém, sem diferenças significativas entre os grupos. 
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 UA Fas UA Fas-L UA Bcl-w 
GC 0  46 ±31 108 ±5 

GAf 70 ±40 59 ±14 104 ±12 

GSh 100 ±31 51 ±17 146 ±38 

Tabela 4: Níveis de mRNA de componentes apoptóticos expressos em pulmões, apresentados como a 
média de Unidades Arbitrárias (UA) com o respectivo erro padrão, dos Grupos Controle (GC), Aspergillus 
fumigatus (GAf) e Shiitake (GSh). 

 

 

 

 UA Fas UA Fas-L UA Bcl-w 
GC 0 109 ±23 73 ±21 

GAf 93 ±71 72 ±38 75 ±27 

GSh 109 ±88 204 ±44 226 ±52 

Tabela 5: Níveis de mRNA de componentes apoptóticos expressos em células esplênicas, apresentados 
como a média de Unidades Arbitrárias (UA), com o respectivo erro padrão, dos Grupos Controle (GC), 
Aspergillus fumigatus (GAf) e Shiitake (GSh). 

 

Tabelas 4 e 5
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A produção e comercialização do cogumelo Shiitake têm aumentado em diversos países, 

principalmente no ocidente, uma vez que descrições sobre os benefícios à saúde atribuídos a ele 

são extensamente divulgados. Como conseqüência, relatos de exposição ocupacional com 

manifestações clínicas pulmonares e dermatite alérgica em produtores e consumidores são cada 

vez mais freqüentes na literatura. Assim, o interesse pelas alterações imunológicas 

potencialmente provocadas pelo Shiitake também tem crescido. 

 

Nesse trabalho, investigamos a modulação imunológica em modelo experimental de 

exposição pulmonar aos esporos do cogumelo de forma semelhante à exposição ocupacional, 

uma vez que os camundongos eram expostos aos esporos de shiitake puros. Para isso, estudamos 

a expressão de citocinas dos subtipos celulares TH1 e TH2 e de componentes apoptóticos no 

pulmão e células esplênicas, representando as respostas locais e sistêmicas. Como os mecanismos 

envolvidos nesses processos ainda não estão claros, utilizamos como controle positivo de 

modulação as respostas provocadas pelo fungo Aspergillus fumigatus, amplamente estudadas na 

literatura. 

O sucesso das respostas imunológicas para eliminação de esporos fúngicos presentes no 

ambiente depende da relação entre resposta imune inata, incluindo células apresentadoras de 

antígeno, neutrófilos e macrófagos (BOZZA, et al., 2002), e resposta imune adaptativa, onde o 

subtipo celular recrutado e o padrão de citocinas liberado influenciam a resistência ou 

susceptibilidade do hospedeiro (CENCI et al., 1997, KURUP et al., 1998, CENCI et al., 1998, 

ROILIDES et al., 1998, CENCI et al., 2000, BOZZA, et al., 2002). 

As respostas onde o subtipo TH2 predomina favorecem o aparecimento de condições 

patológicas, principalmente em indivíduos asmáticos, estando relacionada com a susceptibilidade 

do hospedeiro à infecção. Por outro lado, respostas do tipo TH1 estão relacionadas com a 

Discussão
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resistência à infecção, tanto em humanos quanto em modelos experimentais de exposição fúngica 

(CENCI et al., 1998, ROILIDES et al., 1998, CENCI et al., 2000). 

A imunidade inata é a principal via de eliminação de fungos que invadem os pulmões e 

consiste nos macrófagos alveolares, que através de citocinas recrutam neutrófilos, para 

eliminação de hifas (MEHRAD, et al., 1999). Além disso, células dendríticas (CD) pulmonares 

também são responsáveis pela fagocitose e apresentação desses agentes para células da 

imunidade específica, como demonstrado em estudos com camundongos da linhagem BALB/c. 

Após administração intratraqueal de esporos e hifas de Aspergillus fumigatus, BOZZA 

et al. (2002) demonstram que a fagocitose de esporos pelas células dendríticas induz a secreção 

de IL-12, com ativação de células do tipo TH1, que secretam IFN-γ para eliminação dos conídeos. 

Por outro lado, a fagocitose de hifas pelas CD pulmonares resulta em respostas do tipo TH2, com 

secreção de IL-4 e IL-10, favorecendo a patogenicidade do fungo, entretanto, os mecanismos 

exatos envolvidos nessa ativação ainda não são totalmente conhecidos (BOZZA et al., 2002). 

Quando macrófagos são expostos aos conídeos de Aspergillus fumigatus, in vitro e em 

modelos de aspergilose pulmonar experimental secretam mediadores inflamatórios, como TNF-α 

e IL-1, promovendo respostas do tipo TH1, além de recrutamento de mais células para o pulmão, 

como neutrófilos e células da imunidade específica, através da indução de expressão de 

moléculas de adesão nas células endoteliais, facilitando o influxo dessas células para o local de 

injúria (MEHRAD et al., 1999). 

O desenvolvimento de imunidade adquirida protetora contra os esporos de A. fumigatus 

é comprovado, ainda, por experimentos com imunização de camundongos BALB/c através de 

administração intravenosa (iv) de dosagens subletais de conídeos, resultando em produção de 

linfócitos TCD4+ específicos, que pode ser observado após subseqüente administração de 

Discussão
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conídeos, com secreção de IFN-γ pelos TH1 e IL-12 pelos macrófagos, impedindo a morte dos 

animais. Nesse mesmo estudo, comprovou-se que dosagens elevadas (107 conídeos iv) 

administradas aos animais levam a respostas do tipo TH2, com secreção de IL-4, seguida da morte 

do animal 3 a 4 dias após a infecção. Ainda foi detectado o mRNA de IFN-γ e IL-10 nos 

esplenócitos dos animais infectados, sendo que nos animais que adquiriram resistência à infecção 

observou-se também a expressão de mRNA de IL-12 (CENCI et al., 1997). 

 

Muitos polissacarídeos e complexos polissacarídeos de cogumelos têm sido 

considerados como agentes antitumorais e imuno-modulatórios e tem sido proposto um 

mecanismo de imuno-modulação celular. 

O Lentinan11 tem sido empregado clinicamente no Japão como imuno-potencializador 

na terapia contra o câncer (LIU F et al., 1999) onde potencialmente age como adjuvante de 

orientação para células T contra vários tipos de tumores (KERÉKGYÁRTÓ et al., 1996). 

Após injeção intraperitoneal (ip) de Lentinan em camundongos ICR, os esplenócitos e 

células de exsudato peritoneal apresentaram aumento de expressão de TNF-α e IL-1. A IL-1 

geralmente não é expressa sem estímulo, e a detecção de mRNA de IL-1 nos esplenócitos e 

células de exsudato peritoneal dos animais que receberam Lentinan demonstra sua propriedade 

imuno-estimulante. O aumento de IL-1 promove a maturação de células T e monócitos e induz a 

produção de outras citocinas, como TNF-α e IFN-γ, que podem estar associados com a atividade 

antitumoral do Lentinan (LIU F et al., 1999). 

KERÉKGYÁRTÓ et al. (1996) estudaram a ativação de macrófagos e produção de 

TNF-α após tratamento in vitro e in vivo com Lentinan e observaram a citotoxicidade antitumoral 

11 extrato aquoso do corpo de frutificação do Shiitake 

Discussão



82 

de macrófagos peritoniais contra adenocarcinoma TA3/Ha tanto in vivo quanto in vitro, além do 

aumento de secreção de TNF-α, sendo que essas respostas foram dose-dependentes, provando o 

efeito direto do Lentinan sobre os macrófagos. 

Outros dois complexos polissacarídeos do Shiitake, LE e KS-212, também têm sido 

estudados, e foi demonstrado o aumento de expressão de mRNA de IL-2 e TNF-α em células 

mononucleares de baços de camundongos BALB/c e células mononucleares periféricas humanas 

que foram submetidas à cultura com diferentes concentrações de LE, sugerindo a capacidade 

desse complexo polissacarídeo de induzir respostas imunes. O polissacarídeo KS-2 mostrou-se 

efetivo em suprimir o crescimento de tumores Sarcoma 180 em camundongos que receberam KS-

2 oral ou intraperitonealmente, com aumento de produção de IFN-γ (LIU M, et al., 1998). 

 

Nossos resultados mostraram aumento na expressão de mRNA das citocinas IL-12, 

TNF-α e IFN-γ nos pulmões e células esplênicas dos animais expostos aos esporos de Shiitake e 

Aspergillus fumigatus, caracterizando resposta do tipo TH1, sugestivo de resistência à infecção, 

observada pela ausência de colonização pulmonar e sobrevivência dos animais até o momento de 

sacrifício (7 dias após última inalação). 

Em um estudo realizado com exposição intratraqueal de esporos de Aspergillus 

fumigatus, de forma semelhante aos nossos experimentos (2x/semana/5semanas), CENTERO-

LIMA et al. (2002) também detectaram IFN-γ, TNF-α e IL-12 nos pulmões e IFN-γ, TNF-α e IL-

4 nos baços dos camundongos CD1 expostos. 

Estudos com extratos de Shiitake (Lentinan, LE e KS-2) demonstraram a capacidade 

desses polissacarídeos em estimular a produção de TNF-α, IFN-γ, IL-1 e IL-2 

12 extraídos do micélio do cogumelo Shiitake 
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(KERÉKGYÁRTÓ et al., 1996, LIU M, et al., 1998, LIU F et al., 1999). A detecção desse 

padrão de expressão de citocinas após exposição ao cogumelo Shiitake e seus produtos em 

diferentes modelos experimentais corroboram seu efeito imuno-modulatório. 

O recrutamento de células inflamatórias nas repostas pulmonares contra fungos é 

dependente das citocinas pró-inflamatórias liberadas (CENCI et al., 1998; WILEY et al., 2001, 

TANG et al., 2001), e o TNF-α tem papel crítico na indução e manutenção dessa resposta em 

modelos animais e em humanos (MEHRAD, et al., 1999). 

MEHRAD et al. (1999) demonstraram que 2 dias após administração it de conídeos de 

Aspergillus fumigatus inicialmente ocorre a infiltração intra-alveolar e peri-brônquica de células 

inflamatórias predominante em neutrófilos e em menor quantidade, de células mononucleares. 

Entretanto, no 4o. dia após a administração, o infiltrado é caracteristicamente mononuclear. Os 

conídeos só são observados entre os dias 2 e 5, quando somem completamente. O TNF-α 

aumenta rapidamente, atingindo um platô permanente em torno de 24hs, indicando sua relação 

com as células recrutadas. 

No presente trabalho, encontramos infiltrado inflamatório com predomínio de células 

mononucleares (linfócitos) nos pulmões dos animais expostos tanto aos esporos de A. fumigatus 

quanto aos esporos de Shiitake. Contudo, não detectamos diferenças estatísticas quanto a 

presença de neutrófilos e macrófagos. KURUP et al. (2001) também encontraram infiltrado 

inflamatório de linfócitos em animais sensibilizados por via intratraqueal com antígenos de 

Aspergillus fumigatus 2x/semana/4semanas. Esses achados foram associados a ação do TNF-α no 

recrutamento dessas células, através dos experimentos de MEHRAD, et al. (1999) com o fungo 

A. fumigatus. Não observamos aumento de eosinófilos nos pulmões dos animais expostos aos 
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esporos de Shiitake, mesmo tendo sido detectado IL-5. Entretanto, SCHUYLER et al. (1998) 

sugerem que a liberação de TNF-α e IFN-α provoca a diminuição de células TH2-dependentes. 

Comparando-se as expressões das citocinas TH1 e dos componentes apoptóticos em 

nossos experimentos, verificamos que existe relação entre o aumento da expressão dessas 

citocinas e a ocorrência da apoptose, uma vez que no grupo controle, onde os níveis das citocinas 

são baixos, não ocorreu a expressão de Fas e não foi observado o processo apoptótico nesses 

animais. Por outro lado, nos pulmões dos grupos Shiitake e A. fumigatus, cujas expressões dessas 

citocinas apresentaram-se aumentadas, detectamos a expressão gênica de Fas, com observação do 

processo apoptótico através das colorações de Feulgen e TUNEL. 

 

Os resultados do presente trabalho apontam de forma pioneira a capacidade de esporos 

do Shiitake em modular as respostas imunes in vivo de forma similar ao encontrado em 

experimentos utilizando esporos do fungo A. fumigatus e complexos peptídicos do próprio 

Shiitake, além de apresentar o possível envolvimento desses agentes na ocorrência de apoptose. 

Esses dados poderão servir como base de estudo para posteriores investigações sobre a ação dos 

esporos de Shiitake em exposições ocupacionais, onde ocorre o desenvolvimento de respostas 

TH2 nos produtores, com manifestações de alveolite alérgica extrínseca, dermatite atópica e 

sintomas asmáticos (VAN LOON et al., 1992, NAKAMURA, 1992, SENTI et al., 2000). 

Sugerimos que esse conjunto de manifestações esteja associado, além das características do 

antígeno, à sua concentração. No caso de exposições a concentrações elevadas de esporos, a 

resposta é direcionada para o subtipo celular TH2, por outro lado, exposições a baixas 

concentrações levam a respostas do tipo TH1, com desenvolvimento de resistência à instalação do 

fungo. 
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Se os dados experimentais apresentados no presente trabalho forem correspondentes 

com a clínica, e considerando o fenótipo TH2 dos indivíduos susceptíveis aos esporos de Shiitake, 

é possível presumir que medidas preventivas e imuno-profiláticas, através de imunoterapia 

específica com antígenos do cogumelo, equilibrem a resposta TH1 desses indivíduos, impedindo 

as reações alérgicas ao Shiitake, além de proporcionar resistência à instalação dos esporos no 

hospedeiro. 
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A partir dos dados obtidos, podemos concluir que: 

 No modelo de exposição fúngica empregado no presente trabalho, a exposição aos 

esporos do cogumelo Shiitake modula positivamente a expressão de citocinas TH1 

(IL-12, TNF-α e IFN-γ) no pulmão e baço. 

 

 A exposição aos esporos de Shiitake induz o aparecimento de infiltrado 

inflamatório predominante em linfócitos, com presença de neutrófilos e 

macrófagos, responsáveis pela proteção do hospedeiro, impedindo a colonização 

do pulmão pelo fungo. 

 

 Os esporos de Shiitake promovem a expressão da molécula Fas nos dois 

compartimentos estudados, que associado a detecção morfológica através das 

técnicas de Feulgen e TUNEL, sugerem a capacidade desses esporos em induzir 

apoptose. 

 

 Os resultados apresentados sugerem o mesmo padrão na expressão das citocinas 

e componentes apoptóticos semelhantes aos encontrados para o fungo 

Aspergillus fumigatus. 

 

 A utilização de imuno-terapia profilática, com antígenos específicos, em 

produtores de Shiitake deve ser estudada. 
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