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se revelard boa para nos.”

A. 9. Cronin
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LISTA DE ABREVIATURAS

A. blazei — Agaricus blazei

ATF - peptidoglucanas oxalato-soltivel dcido-tratada ispladas de A4. blazei

B-glucanas — beta giucanas

BSA-FITC — BSA manosilada conjugada com isotiocianato de fluoresceina

C. albicans — Candida albicans

Con-A - concanavalina-A

DO — densidade 6ptica

GM-CSF - fator estimulador de crescimento granul6cito-macrofago
- HMOQC - espectroscopia de correlagéo heteronuclear

H, 0, — perdxido de hidrogénio

IL — interleucina

IFN-y - nterferon gama

MGG - corante May-Grunwald-Giemsa
‘MR - receptor de manose

NO - 6xido nitrico

O, - dnion superdxido

OHN’ - radical hidroxila

PRR - receptor de reconhecimento de padrfes

ROIs - reativos intermediaries do oxigénio

RNM - ressondncia magnética nuclear

TNF-a - fator de necrose tumoral alfa

TGF-B - fator de crescimento e transformacdo beta

UFC — unidade formadora de coldnias
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RESUMO

A atividade mmunomoduladora de cogumelos medicinais é atribuida
principalmente as p-glucanas. Neste estudo, avaliamos o efeito de
peptidoglucanas extraidas do cogumelo Agaricus blazei (ATF) quanto &
atividade candidacida, expressdo de receptores de manose e produgio de H;O,
e NO por macréfagos peritoneais murinos. Camundongos normais BALB/c
receberam trés mmoculagdes intraperitoneais de solugdo salina (grupo controle)
ou fragdo ATF (grupo ATF) e apds 48 horas os macrofagos peritoneais foram
coletados e ensaiados contra leveduras de Candida albicans. Nossos
resultados indicam que o tratamento aumentou a atividade candidacida de
macrofagos, producio de H,O, e expressio de receptores de manose, contudo,
o tratamento ndo alterou a produgdo de NO. Nossos resultados sugerem que a
fragdo ATF pode aumentar a resisténcia contra agentes infecciosos devido &

estimulagdo da atividade microbicida de macréfagos.

Palavras-chave: Candida albicans, macréfagos, cogumelos.
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INTRODUCAO

A Candida albicans (C.albicans) é um fungo pertencente ao
grupo dos Deuteromicetos, que se apresenta como leveduras, de forma oval,
com brotamento, que produz pseudo-hifas tanto em cultura quanto em tecidos
e exsudatos (EDMAN, 1998). Trata-se de um membro da microbiota normal
das mucosas no trato respiratério, gastrintestinal ¢ genital feminino que, em
condigdes particulares, pode atuar como patégeno oportunista (EDMAN,
1998). Freqiientemente, provoca mfecgdes e_m individuos
imunocomprometidos, como pacientes diabéticos (DONDERS, 2002),
portadores de HIV (KLEIN et al, 1984) e pacientes com céncer sob
tratamento qumioterapico (RIDOLA et al., 2004). Em casos de
endocrinopatias como o hipotireoidismo, hipoadrenalismo e diabetes, ha um
aumento na predisposi¢do a candidiase, associado ao aumento da glicemia e
deficiéncia imune (MARTINS, 1980). A incidéncia de Candida também
aumenta durante a gravidez devidlo a um aumento na concentracio de
glicogénio pelas células da mucosa vaginal, causando desconforto para a
paciente (SALVATORE, 1980).

A resisténeia a C. albicans depende da coordenacdo entre defesa imune
adaptativa e mata sendo a fagocitose por neutrdfilos e macréfagos crucial para
este processo. A candidiase invasiva estd associada a defeitos na fungdio
fagocitica, como observado em pacientes neutropénicos ¢ em pacientes com
infecgdo cronica granulomatosa ou mieloperoxidase deficiente (COHEN et al.,
1981).

Algumas vezes, o fungo pode provocar doenga sistémica progressiva
em pacientes debilitados ou imunossuprimidos, sobretudo, se houver

comprometimento da imunidade celular, Uma condiciio extrema é a
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candidiase mucocutdnea cronica, associada com uma disfungdo especifica de
células T (KLEIN et al., 1984).

Com relacio 4 destruicdo de microrganismos por células fagociticas, o
mecanismo envolve seu reconhecimento/fixagdo da superficie celular e
processo de morte seguindo a fagocitose ou endocitose. A fagocitose ¢ mais
eficaz em presenca das opsoninas como IgG e IgM, ou fragmentos do
complemento ativados por esses anticorpos ou pela via alternativa. Portanto, a
imunidade contra C. albicans depende da ativagdo dos linfocitos B e CD4+
(GORCZYNSKI & STANLEY, 2001). "

Os fagocitos ativados produzem reativos intermedidrios do oxigénio
(ROIs) como H;0;, O, € OH além de doxido nitrico (NO) que sdo altamente
toxicos (GOLDSBY et al., 2000). Assim, a produgdo destes fatores, bem como
o aumento de sua capacidade de aderéncia ¢ espraiamento, de sua atividade
microbicida e da producio de fatores soltveis, tém sido utilizados como
indicadores do estado de ativago destas células (FECCHIO, 1989; CALVI et
al., 2003). | |

Calderone et al. (1994) sugeriram que a ligacdo dos fumgos aos
polimorfonucleares levana a produgio de oxidantes citotdxicos como H,O; e
O, que exerceriam atividade fungicida. O peroxido de hidrogénio é gerado a
partir da redugdo do NADPH, que passa os elétrons para o citocromo da
membrana celular e faz com que ocorra a reducfo do 4nion superéxido pela
NADPH oxidase. Pela influéncia da superéxido dismutase, transforma-se em
peroxido de hidrogénio e depois em radicais hidroxilas (OH) microbicidas,
agindo toxicamente nos microrganismos no ambiente extracelular (ROOT &
METCALF, 1977 apud PICK & KEISARE, 1980). O aumento da produgédo
deste metabolito do oxigénio € considerado uma medida da ativagdo

macrofagica. Estes metabdlitos, além das atividades microbicidas e
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citotoxicas, possuem importantes propriedades imunorreguladoras
inflamatérias (LOS et al., 1995; WEISS, 1989). Stevenhagen & Furth (1993)
demonstraram que o aumento da atividade candidacida por granulécitos
ativados com rIFN-y foi devido a um aumento na produgio de radicais
reativos do oxigénio.

Outro fator toxico que pode estar envolvido na agdo fungicida é o NO,
cuja sintese ocorre a partir da oxidagdo do aminodcido L-arginina, por agdo de
enzimas chamadas de NO sintase (NOS) que removem o nitrogénio guanidina
terminal da L-arginina formando L-citrulina e NO (MOILANEN et al., 1999).
Ha trés tipos de NOS: endotelial (eNOS), neuronal (nNOS) ¢ induzivel por
citocinas (iNOS) (MOILANEN et al., 1999; COTRAN et al., 2000). A eNOS
e nNOS sdo essencialmente expressas em baixos niveis e, podem ser ativadas
rapidamente, por um aumento dos fons célcio citoplasmaticos na presencga de
calmodulina. O influxo de cdlcio para dentro dessas células acarreta uma
rapida producdo de NO. A iINOS, em contraste, ¢ induzida quando os
macrofagos sdo ativados por citocinas (IFN-y) ou outros agentes como
lipopolissacarides (LPS) e muramil dipeptideo (MDP); ndo havendo
necessidade de aumento intracelular de calcio (COTRAN et al., 2000). Niveis
altos de produgfio de NO por uma variedade de células parecem limitar a
replicagdo de bactérias, helmintos, protozoarios, virus, bem como células
tumorais, sob o risco de lesdo inflamatéria potencial das células e tecidos do
hospedeiro (MOILANEN et al., 1999; COTRAN et al., 2000). O macrdfago é
o produtor mais proeminente de NO em meio inflamatorio. Alguns estimulos
mflamatorios que induzem a expressdo de iNOS, também induzem a produgio
de arginase, que depleta arginina. A regulagdo da iNOS ocorre principalmente
por transcriciio génica, que pode ser ativada por citocinas pré-inﬂamatéﬂasl

como IL-1, TNF-a ¢ IFN-y ¢ endotoxina (LPS), enquantc os glicocorticoides €
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as citocinas anti-inflamatorias como IL-4, IL-10 ¢ TGF-B, sdo inibitorias. Na
maioria dos sistemas, porém, combinagbes de citocinas sdo geralmente
indutoras mais potentes de NO do que citocinas utilizadas isoladamente
(MONCADA & HIGGS, 1993).

Existe uma variedade de moléculas de superficie que aumentam a
fungdo fagocitica como receptores de complemento (CR1 e CR3), receptores
para a porcdo Fc de anticorpos (FcR) e receptores de reconhecimento de
padrdes (PRR), como os receptores de manose (MR), o qual esta envolvido no
reconhecimento e fagocitose de microrganismos ndo-opsonizados.

O MR pode se ligar diretamente a glicana presente na C. albicans
(STAHL & EZEKOWITZ, 1998). A transfeccdo transitéria do receptor
humano de manose para células COS-1 demonstrou que o receptor é suficiente
para mediar a ligacdo de C. albicans e Pneumocystis carinii (EZEKOWITZ et
al., 1990; EZEKOWITZ et al., 1991), exemplos de patdgenos que tém parede
celular rica em manose.

O MR ¢ uma proteina transmembrinica de 180 kDa com cinco
dominios: uma regido amino terminal rica em cisteina, um dominio contendo
fibronectina do tipo I, uma série de oito dominios de reconhecimento de
carboidrato tipo lectina (CRDs), um dominio transmembrinico e um domfnio
carboxi-terminal citoplasmatico. O reconhecimento da manose ¢ fucose ¢
restrito a0 CRDs (TAYLOR et al., 1992; MULLIN, et al., 1994; MULLIN, et
al., 1997). Entretanto, evidéncias indicam que glicoproteinas Hgadas a
agicares sulfatados sdo reconhecidos pelo dominio rico em cisteina (FIETE et
al., 1998). O grau de homologia entre CRDs-MR de camundongos e humanos
¢ de 76-92%, com maior similaridade no CRD 4.

Foi pnmeiramente identificado em células de Kupffer de ratos como um

sistema de captura especifico de glicoproteinas fucosilada ¢ manosilada/N-
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acetilglucosamina terminal (SCHLESINGER et al., 197 8). Estudos tém
demonstrado sua presenga em macrofagos peritoneais (STAHL & GORDON,
1982) e alveolares (STAHL & EZEKOWITZ, 1978), bem como fagdcitos
mononucleares humanos (SHEPHERD et al., 1982).

Admite-se que esse receptor pode mediar a fagocitose de
microrganismo nio-opsonizado interagindo com polissacarideos da parede
celular, bem como manana fiingica, cdpsula bacteriana, lipopolissacaride e
lipoarabinomanana (OFEK et al., 1995).

O envolvimento do MR na fagocitose da C. albicans ¢ resposta
antifingica tém sido demonstrados. Loyola et al., (2002) sugeriram que o
tratamento com Con-A aumentou a atividade desses receptores e isso estava
associado com uma maior atividade candidacida.

Em numerosos estudos, tem sido indicado que produtos obtidos de
cogumelos possuem propriedades imunopotenciadoras, entre estes, destacam-
se os cogumelos comestiveis ¢ medicinais, cujo consumo & particularmente
difundido entre os povos orientais, gerando consideravel interesse em
possiveis agentes farmacologicos antitumorais. Os cogumelos comestiveis
possuem mmportantes valores nutricionais e diferentes componentes bioativos
cujo contelido e propriedades medicinais dependem da maneira pela qual sio
preparados para consumo (CHANG, 1996), isto ¢, concentragio, fase de
coleta, diluente ufilizado, método de extragdo, entre outros fatores, como tem
indicado estudos prévios (EIRA et al., 2000).

A principal substincia bioativa de cogumelos s3o polissacarideos
obtidos do corpe de frutificagiio (MIZUNO et al., 1990a; MIZUNO et al.,
1990b; FUJIMIYA et al., 1998; EBINA & FUJIMIYA, 1998) ¢ a atividade
imunomoduladora é atribuida principalmente as B-glucanas (MIZUNO et al.,
1990a.; ITO et al., 1997; EBINA & FUJIMIYA, 1998).
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A potencializagdo da resposta imune celilar, pelos polissacarideos ou
complexo protéicos-polissacaridicos pode resultar na ativagdo de muitos tipos
de células imune que sfo de grande importincia para a manutengio da
homeostasia.

Entre as diferentes espécies de cogumelos estudadas, ha relatos de que
complexos polissacaridicos provenientes do cogumelo 7richoloma mongolium
foram capazes de ativar macréfagos, estimulando a apresentagdo de antigenos
por estas células, aumentando a proliferacio de células T e mnibindo o
crescimento do sarcoma 180 implantado em camundongos EALB/C (WANG
et al., 1996 a). Esses mesmos autores demonstraram também que o complexo
polissacaridio-peptideo extraido do cogumelo Coriolus versicolor aumentou a
resposta de células T a mitégenos tanto in vivo como in vitro, porém ndo
exerceu atividade citotéxica direta contra diferentes linhagens de células
(WANG et al., 1996b). Leung et al. (1997) isolaram do cogumelo Flammulina
velutipes um polissacarideo que, quando injetado no peritbnio de
camundongos, foi capaz de induzir proliferagio de linfocitos esplénicos,
dilatagdo vascular e reagdo hemorragica.

Kim et al. (1996) extrairam da cultura de micélio do cogumelo
Phellinus linteus, um polissacarideo que exibiu atividade imunoestimulante ¢
antitumoral tanto in vivo quanto in vitro, estimulando a proliferagdo celular,
citotoxicidade das células T citoliticas, aumentando as fungdes das células
NK, macréfagos e a resposta humoral. Além disso, esse mesmo polissacarideo
prolongou a sobrevida de camundongos inoculados com células de melanoma
(B16F10) e reduziu a freqiiéncia de metastases pulmonares em camundongos
inoculados com células de cdncer pulmonar (NCI-H23) embora ndo exercesse

citotoxicidade direta para estas duas linhagens de células tumorais concluindo
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assim, que a atividade antitumoral desse polissacarideo é devido a
potencializa¢do da imunidade do hospedeiro (HAN et al., 1999).

Liv et al. (1998) isolaram uma 1-3-B-D-glucana (lentinana) do
cogumelo Lentinulas edodes (L. edodes) e demonstraram que apds sua adigdo
em culturas celulares (murinas e humanas), a expressdo de genes
codificadores de IL-2 e TNF-o aumentaram de maneira dose-dependente,
sugerindo que L. edodes pode induzir resposta imunoldgica dependente dos
linfocitos T. Esses autores também observaram que, de modo similar a
lentinana, o PSPC (complexo polissacarideo-proteina extraido de L. edodes),
também apresenta a¢do imunomoduladora. Os polissacarideos administrados a
‘camundongos normais, aumentam a expressio de mRNA de IL-la, 1L-1B,
TNF-a, IFN-y ¢ GM-CSF em macrofagos peritoneais e células mononucleares
do bago (LIU et al., 1999).

Suzuki et al. (1990) avaliaram o efeito da administragfio oral de 1,3-B-
glucana extraida do fungo Sclerotinia sclerotirum (SSG) sobre a atividade
fancional de macrofagos peritoneais e observaram que este composto foi
capaz de aumentar a atividade fagocitica, atividade candidacida, producio de
H;O, e IL-1.

B-glucanas de fungos também sio capazes de induzir a sintese de 6xido
nitrico (NO) por macréfagos e a intensidade da sintese de NO depende da
estrutura da PB-glucana (OHNO et al., 1996, HASHIMOTO et al., 1997).
Macrdfagos ativados por citocinas ou lipopolissacarideos (LPS) secretam NO
o qual € toxico para células tumorais ¢ microrganismos (NORRIS et al., 1995;
MACMICKING et al., 1995; MOON et al., 1999).

Complexos polissacaridicos obtidos do cogumelo Agaricus blazei ss.

Heinem. (A. blazei), também tém sido alvo de estudos. O A. blgzei é um
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cogumelo comestivel, também conhecido como cogumelo-do-sol, cogumelo
princesa, cogumelo Piedade, himmematsutake e Royal agaricus.
Recentemente, foi classificado como espécie nova, sendo denominado
Agaricus brasiliensis (WASSER et al., 2002). Faz parte de uma divisdo do
Reino Fungi - Basidiomycota - representada por organismos saprofitas que
necessitam de matéria orginica encontrada na natureza para o seu
desenvolvimento. Esse cogumelo tem excelente valor nutricional, contendo
dgua, proteinas, gorduras (acidos graxos), fibras, minerais (Cu, Zn, Mn, P, Fe,
Ca) e vitaminas (B1, B2, C, K, D, niacina, entre outras) (MIZUNO et al.,
1990a).

Ha relatos de que 4. blazei é originario do Brasil, de onde foi levado
para o Japdo (MIZUNO et al 1990a), onde se iniciaram pesquisas sobre suas
provaveis propriedades medicinais. Nas investigacdes iniciais sobre as
propriedades do cogumelo 4. blazei, Kawagishi et al. (1989, 1990) realizaram
extragbes seqiienciais com etanol, oxalato de aménio ¢ hidréxido de sodio e
através de cromatografia em gel obtiveram varias fracbes do produto, que
foram testadas quanto 3 atividade antitumoral no modelo de sarcoma 180. Os
melhores resultados foram apresentados por uma fragio de baixo peso
molecular denominada FIII-2-b, constituida principalmente de cadeias simples
de (1—6) B-glucopiraﬁosil como elemento glucana e 43,3% de proteinas, com
alto teor de alanina e leucina, e baixo teor de metionina, histidina e tirosina.

Os estudos realizados por Mizuno et al. (1990b), indicaram que a agéo
imunoestimulante € devida as P-glucanas presentes tanto na porgdo solavel
quanto msoliivel das preparagGes aquosas de A. blazei. Este mesmo grupo
utilizando micélios de 4. blazei cuitivados em meio liquido, isolou ainda um

segundo polissacarideo, com atividade antitumoral contra o Sarcoma 180,
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completamente diferente do isolado do corpo de frutificagdio, o B-(1-6) —
glucana.

A acdo antitumoral dos produtos isolados deste cogumelo ¢ atribuida a
sua atividade imunoestimulante, desde que o complexo protéico-
polissacaridico 1solado, denominado ATOM (antitumor organic substance
Mie), ndo apresentou atividade citotoxica direta contra diferentes linhagens de
células tumorais testadas (Ito et al. 1997). Assim, h4 relatos de que produtos
do cogumelo 4. blazei tém a capacidade de estimular mecanismos
mmunologicos como a atividade narural killer (FUJ]MIYA et al., 1998;
KANENO et al., 2004). Em relagio aos macrofagos, Ito et al. (1997)
demonstraram que os compostos proteoglicanos estimulam a atividade
fagocitica de macrofagos, enquanto que Sorimachi et al. (2001) observaram
que componentes de 4. blazei sdo capazes de ativar macrofagos, resultando
num aumento da produgio de TNF-a, IL-8 e NO in vitro.

A andlise de linfécitos esplénicos usando citometria de fluxo mostrou
que as porcentagens de células T (CD3+) T auxiliares (CD4™) e células T
citoliticas (CD8") estavam aumentadas em animais oralmente tratados com
uma fracfio extraida de A. blazei solivel em agua quente quando comparados
com ammais tratados apenas com salina, sugerindo, desta forma, que
polissacarideos de A. blazei podem exercer um efeito profilatico efetivo,
protegendo o homem contra o cincer, pela estimulagio de linfocitos
Teitotoxicos (MIZUNO et al., 1998). Ao contrario, Nakajima et al (2002), ndo
encontraram diferengas significativas nas porcentagens de células CD4", CD§”
e CD19" mas, demonstraram que a fragdo solivel em dgua quente induziu
aumento na produgdo de anticorpos, aumentou a populacio de células MAC-
17 (granulécitos, mondcitos e células NK) e CD-25" (macrofagos, linfocitos T
¢ B ativadas). Esse extrato ainda aumentou a expressdo de mRNA de IL-6 ¢
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IL-1B, tanto em macrofagos peritoneais como em células esplénicas,
sugerindo que o aumento na produgdo de anticorpos induzido pelo extrato
ocorreu devido a produgdo de IL-1B e IL-6 por células T e macrofagos
ativados, resultando na diferenciacdo de célula B e produgdo de anticorpos.

Nos estudos realizados pelo nosso grupo, ndo foi observado efeito
significativo da administracdo de extrato aquoso de A. blazei sobre a produgio
de anticorpos antitumorais, porém, o tratamento foi capaz de inibir o
crescimento do tumor de Ehrlich subcutineo e o extrato obtido & temperatura
ambiente (22°C) foi mais eficiente que aqueles obtidos a 60 ou 100°C, em
aumentar a sobrevida dos animais (SANTOS, 1998). O extrato aquoso ndo foi
- capaz de aumentar a resposta linfoproliferativa e nem a atividade das células
NK, entretanto, 0 extrato hexénico de A. blazei foi capaz de restaurar a
atividade de células NK inibida pela presenga do tumor (KANENO et al.,
2004).

Fujimiya et al. (1998) relataram ‘que as proteoglucanas oxalato-soltveis
e submetidas a tratamento acido (ATF) isoladas de basideocarpos de 4. hlazei
conferem protegdo contra o desenvolvimento do fibrossarcoma induzido por
metilcolantreno (Meth A) quando administrados in situ. Esses autores
observaram amda que o tratamento confere protegdo contra ©
desenvolvimento de um segundo implante tumoral em local distante do sitio
primario. Esses autores sugerem que a inibicdo do desenvolvimento tumoral
deve-se a estimulagdo da atividade NK, evidenciada pelo aumento de células
NK1.1" no sitio tumoral. Os dados apresentados indicam que o tratamento
favorece a geragdo de células citotdxicas especificas, uma vez que apresentam
atividade litica contra células tumorais singénicas (Meth A). Além disso,

observaram que a fracio ATF induz apoptose nas células tumorais in vitro
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como caracterizado pela fragmentagio de DNA e expressdo do marcador
Apo2.7.

A atividade tumoricida da ATF pode ser devida a presenga de (1-4)-a-
D-glucana e (1-6)-B-D-glucana na razfio de 1:2 (massa molecular 170 kDa) da
fragéo final punficada (FUIIMIYA et al., 1998). Posteriormente, esses autores
isolaram uma fra¢fio de baixo peso molecular a LM-3 (20kDa), também
contendo complexos o-glucana e PB-glucana juntos com grande quantidade de
proteinas (60% glicose e 40% proteina) consistindo de proteoglucana,
contendo principalmente a~(1,4)-B-glucana. Essa fragdo apresentou atividade
tumoricida mais intensa quando comparada ao controle, as frages LM-1
(24kDa), ILM-2 (24kDa) e ao ATF (170kDa) (FUJIMIYA et al., 1999). Neste
mesmo estudo, os autores observaram também o efeito da administragfo
intratumoral dos extratos oxalato-solivel (OSE) ou oxalato-soltivel acido-
tratado (ATF) ¢ ambos demonstraram atividade similar, indicando que o
tratamento acido ndo afeta a atividade tumoricida das fragSes extraidas
(FUIIMYA et al, 1999). Os resultados obtidos porrOshjman et al. (2002),
demonstraram que a admunmistragdo oral da ATF resultou em uma notéivel
regressdo do tumor. Assim, 0s autores sugerem que a simples hidrolise acida
de produtos naturais pode ndo apenas trazer beneficios na pratica oncologica,
mas também ser uma proveitosa formulagio de produtos naturais para
quimioterapia oral. Além disso, nosso grupo também demonstrou previamente
que a fracdo ATF retarda o crescimento do tumor subcutdneo de Ehrlich
quando administrada subcutaneamente (BELIK, 2003).

Além de sua atividade antitumoral, estudos tém demonstrado que
polissacarideos de cogumelos tém  propriedades  antimicrobianas
(SAKAGAMI et al, 1991), antiviral (SORIMACHI et al, 1990),
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hepatoprotetor (OOIL, 1996), antifibrético (PARK et al, 1997),
antiinflamatério (CZARNECKI & GRZYBEK, 1995), andidiabético
(hipoglicémico) (HIKINO & MIZUNO, 1989) e hipocolesterolémico
(CHEUNG, 1996).

Considerando que compostos presentes no basidiocarpo de 4. blazei sdo
capazes de estimular mecanismos especificos e nfo-especificos da resposta
imune, 0 presente trabalho foi desenvolvido para testar a hipétese de que a
ATF é capaz de favorecer a imunidade antiinfecciosa através da estimulagéo

da atividade candidacida de macréfagos peritoneais murinos.
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OBJETIVOS

Avaliar a atividade candidacida e o estado de ativagdo de macréfagos

peritoneais de camundongos tratados com peptidoglucanas extraidas do

cogumelo Agaricus blazei (fragdo ATF), observando-se:

a-) atividade candidacida in vitro de macrofagos;
b-) produgdo espontinea de H,O;;
¢-) producdo espontinea de NO;

d-) expressdo de receptores de manose.
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MATERIAL E METODOS

1- Animais

Camundongos BALB/c com 8 semanas de idade foram adquiridos do
biotério do Departamento de Medicina Tropical e Diagnéstico por Imagem da
UNESP - Botucatu ¢ mantidos no biotério do Departamento de Patologia da
Faculdade de Medicma da UNESP - Botucatu, recebendo 4gua ¢ racdo
balanceada ad libitum. Todos os procedimentos de manutencio, manuseio e
eutanasia dos animais foram realizados de acordo com as nérmas de conduta

estabelecidas pelo COBEA (protocolo n® 039/04 —- CEEA).

2- Preparacio da fracio icido-tratada oxalato soliivel de A. blazei
(ATF)

As amostras do cogumelo 4. blazei seco e pulverizado, foram
fornecidas pelo Prof. Dr. Augusto Ferreira da Eira, responsavel pelo Madulo

‘de Cogumelos do Departamento de Produgdo Vegetal da Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas - UNESP - Botucatu.

Cerca de 800g do cogumelo A. blazei, foram cortados em pedacos
pequenos ¢ triturados em um moedor de laminas, ¢ o produto resuitante foi
submetido a extragdo, de acordo com protocolo desenvolvido por Fujimiya et
al. (1998) ¢ ja adaptado as nossas condigdes de trabatho (BELIK, 2003), com
6.4 litros de etanol 80% em ponto de fervura por 15 horas (extracdo repetida
trés vezes). O residuo insoluvel foi separado por centrifugacic a 5000 xg por
10 minutos e extraido por trés vezes com 5 litros de 4gua destilada em ponto
de fervura por 15 horas. O residuo insolivel foi novamente separado por
centrifugacio a 5000 xg por 10 minutos e extraido duas vezes em 5 litros de

oxalato de aménic 5% em ponto de fervura por 10 horas (extragdo repetida
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duas vezes). O extrato solivel em oxalato de aménio foi filtrado, dialisado e
liofilizado. O produto foi dialisado por cerca de 72 horas e a redugfio dos
niveis de amoénia foi acompanhada pelo teste com reativo de Nessler.

O material foi entdo tratado com HCl IM por 24 horas a temperatura
ambiente. O pH foi ajustado para 7,0 por adicio de NaOH 1M e depois foi
feita remogdo do material particulado por centrifugagdo. O sobrenadante foi
esteriizado por filtragdo (membrana Millipore 0,22um) e liofilizado para
utilizagdo posterior (FUIIMIYA et al., 1998; EBINA & FUJIMIYA, 1998).
Apds o tratamento 4cido, observou-se que cada ml do produto continha 27,64
mg de matéria seca da fragdo ATF. Para o tratamento dos animais a fragdo foi
reconstituida com solugdo salina & concentragio de Smg/ml.

A analise feita pelo Laboratorio de Produtos Naturais da Universidade Federal
de S&o Carlos - UFSCar constatou a presenca de (1->6)-B-D-glucana ¢ a
determinag@o de proteinas totais indicou a ocorréncia de 13,4% de proteinas,

sendo o restante representado por agicares (BELIK, 2003).

3- Grupos de estudo

ATF - animais normais, tratados intraperitonealmente com 0,5mg/0,1ml
da fracdo ATF por 3 dias consecutivos (n = 6 animais).

Controle - animais normais, tratados intraperitonealmente com 0,1ml

de solugdo salina 0,9% por 3 dias consecutivos (n = 6 animais).

4-Suspensio de Candida albicans

O 1solado H-428/03 de Candida albicans, originalmente obtido de um
paciente atendido no Hospital das Clinicas, FMB-UNESP, foi gentilmente
cedido pela Profa. Dra. Maria Fatima Sugizaki do Departamento de
Microbiologia ¢ Imunologia, IBB-UNESP. Os fungos na forma leveduriforme
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foram repicados em meio de cultura Sabouroud 4% glucose-Agar
(Microbiology) e mantidos a 35°C por 24h. Ap6s esse periodo, foram
removidos mediante lavagem com PBS estéril, analisada a viabilidade através
de microscopia de fase (99% de viabilidade) ¢ ressuspendidos a uma

concentracio de 2x10° leveduras/mL.

5- Obtencido de Macréfagos peritoneais

Quarenta e oito horas apés o ultimo tratamento, os animais eutanizados
por deslocamento cervical e, os macrofagos peritoneais foram obtidos
mediante a inoculagdo de 10 mL de PBS gelado da cavidade peritoneal. Apos
o in6culo, o abddémen foi massageado por 30 segundos, o liquido peritoneal
coletado e transferido para tubos de plastico (Falcon). Este procedimento foi
repetido por duas vezes para cada animal e os tubos centrifugados por 10
minutos a 200 xg. As células foram ressuspendidas com meio de cultura
(RPMI 1640 suplementado com 10% soro bovino fetal e 1% L-glutamina).

6- Recuperacio de fungos viaveis

Macroéfagos peritoneais obtidos conforme descrito no item 5, foram
plaqueados em placa de cuitura com 24-alvéolos a uma concentracio final de
8x10* células/alvéolos ¢ incubados por 2h a 37°C e 5% CO,. As células ndo
aderentes foram removidas e a monocamada de células aderentes desafiadas
com 2x10° leveduras (proporcio MQ:leveduras — 1:25) por 30 minutos
(culturas experimentais) a 37°C e 5% CO.. Suspenséés de leveduras diluidas
em RPMI, na mesma concentragdo foram semeadas em alguns alvéolos na
auséncia de macréfagos (culturas controle). Apds esse periodo, as células

foram lisadas ¢ lavados cada alvéolo com 4gua destilada estéril (volume final
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de 2mL). Essa suspensdo foi diluida 1:300 com agua destilada estéril e 100 pl
de cada suspensdo foram semeados em triplicata em placas contendo meio de
cultura Sabouroud. A suspensdo foi semeada, com o auxilio de bastdes de
vidro em forma de L, por toda a superficie do meio de cultura. A seguir, as
placas de Petni foram incubadas em estufa a 35°C por 24h. A recuperacdo dos
fungos viaveis foi detectada através da contagem das unidades formadoras de
colonias (UFC) e calculada através da seguinte formula:

% recuperagdo de fungos viaveis = média das UFC das culturas experimentais x 100
média das UFC das culturas controle

7- Ensaio de fagocitose

Macr6fagos peritoneais obtidos conforme descrito no item 5, foram
plaqueados a uma concentragdio de 1,5x10° células/cdmara e incubados por 2h
a 37°C e 5% CO,. As células ndo aderentes foram removidas ¢ a monocamada
de células aderentes desafiadas com 7,5x10° leveduras (proporgdo
M:leveduras-1:5) por 30 minutos. Apo6s esse perfodo, as laminas foram
lavadas, secas, coradas com May—Grunwald—Gieméa (MGG) e analisadas em

Microscopio.

8- Determinacio da liberacio espontinea de Peréxido de
Hidrogénio (H202) o

Seguindo o método descrito por Pick & Mizel (1981), macréfagos
peritoneais obtidos conforme descrito no item 5 foram distribuidos em placa
de cultura de 96 alvéolos (Comning) (2x10° celulas/alvéolo). Apos 2 h a 37°C e
5% CO,, células ndo aderidas foram removidas € a monocamada de

macrofagos reincubada a 37°C por 24h. Apos esse periodo, o sobrenadante da
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cultura de macrofagos foi coletado e reservado para dosagem de NO. As
células aderentes foram adicionados 100pl de solugdo de vermelho fenol
contendo 140mM NaCl, 10mM K,HPO4, 5,5 mM dextrose ¢ 5,5 mM de
peroxidase de raiz forte para determinagio de H,O,.

Uma hora ap6s, a reagdo foi interrompida com 10 pi de NaOH 1M e a
absorbdncia foi determinada em microleitor de ELISA, com filtro de 620nm,
contra um branco constituido de solugdo de vermelho fenol. Os resultados
foram expressos em nmoles de H,O, por 2x10° células, comparando-se a D.O.

com uma curva padrio em concentra¢es conhecidas de H,O,.

9- Determinacio da liberaciio espontinea de Oxido Nitrico (NO)

Com o sobrepadante das culturas de macréfagos previamente reservado
(item 8), foi feita dosagem da produgio de NO pelo método colorimétrico
baseado na reagdo de Griess (GREEN, 1981). Aos sobrenadantes, foram
adicionados 100pl do reagente de Griess, que contém NEED 0,1% (naphthyl-
ethyl-enediamine) diluido em 4gua destilada, ¢ sulfanilamida 1% diluida em
Hs;PO4 5%, os quais foram misturados em volumes iguais no momento da
reacdio. As amostras foram lidas em microleitor de ELISA em comprimento de
onda de 540nm contra um branco constituido por reagentes de Griess. Os
resultados foram expressos em pmoles de NO por 2x10° células, comparando-

se a D.0. com uma curva padrdo em concentragdes conhecidas de NO.

10- Analise da expressio de receptor de manose

Macroéfagos peritoneais obtidos conforme descrito no item 5 foram
distribuidos em laminulas de vidro (4x10° células) e incubados por 1h a 37°C
e 5% CO,. Como grupo controle positivo, foram utilizados macréfagos

peritoneais de animais inoculados com 500ug de concanavalina A (ConA).
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Apés 1h de incubagdo, as células aderentes foram lavadas com meio de
cultura completo, a monocamada fixada com formalina a 10% e incubadas
com o-D-BSA manosilada conjugada com isotiocianato de fluoresceina

(BSA-FITC) por 15 minutos. As l&minas foram montadas ¢ analisadas em

microscopio de fluorescéncia.

11- Analise Estatistica

Os dados foram analisados pelo teste t de Student ndo-pareado através
do programa estatistico Instat, Grafh-Pad, San Diego, USA,- assumindo como
verdadeira cada hipétese em que a probabilidade de erro foi menor que 5%
(p<0,05).
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RESULTADOS
1- Atividade candidacida e fagocitose

Na figura 1 estdo expressos os resultados da porcentagem de
recuperagio de leveduras vidveis de C. albicans a partir da cultura de
macrofagos peritoneais de camundongos tratados com PBS (controle) ou 0,5
mg/dia da fracdo ATF durante 3 dias consecutivos. A atividade fungicida foi

avaliada ap6s 30 minutos de co-cultivo dos macréfagos com as leveduras
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Figura 1 — Efeito da inoculagiio da fragio ATF sobre a atividade candidacida de
macrofagos peritoneais contra C. albicans. Resultados representados pela média + SD. (*
t=3,276 com 10 graus de liberdade, p=0,0083).
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Os resultados demonstram wuma significativa diminuicio na
porcentagem de recuperagéio de fungos nas culturas de macrofagos tratados
com ATF (80 + 6,8) quando comparados com as co-culturas controle (100 +
13), sugenndo que macrofagos peritoneais de camundongos tratados com 0,5
mg/dia com a fragio ATF durante 3 dias consecutivos exercem atividade
candidacida.

As figuras 2A e 2B mostram, respectivamente, o efeito da inoculagio da
fragdo ATF sobre a atividade de macrdfagos peritoneais _de camundongos
tratados com PBS e macréfagos tratados com ATF. Observa-se na figura 2B,
que macréfagos tratados com ATF apresentam maior quantidade de vactiolos

digestivos, indicando grande quantidade de particulas fagocitadas.
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Figura 2 - Efeitc da inoculagio da fracic ATF sobre a atividade fagocitica de
macréfagos peritoneais de camundongos tratados com PBS (A), e ATF (B). Coloragio
MGG (400x%).
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2- Liberacao espontinea de H,0, e NO

A analise do efeito da inoculagdo da fragdo ATF sobre a producio
espontdnea de HyO, por macrofagos peritoneais murinos estd representada

na figura 3.
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Figura 3 - Efeito da inoculagio da fragio ATF sobre a produgfio espontinea de H>O» por
macréfagos peritoneais. Resultades representados pela média + SD. (*t=4,025 com 10
graus de liberdade, p=0,0024).

Como pode ser observado, o tratamento com essa fragdo é capaz de
aumentar significativamente a producfio esponténea de H,O, por macréfagos
peritoneais (2,0nmols * 0,54) quando comparado aoc controle (1,0nmol *
0,16).

A figura 4 mostra o efeito da fragio ATF sobre a produgdio espontinea
de NO por macrofagos peritoneais.



NO (umol/2x10° células)
3

controle ATF

Figura 4 - Efeito da inoculagdo da fragio ATF sobre a produgfio espontinea de NO por
macréfagos peritoneais. Resultados representados pela média + SD. (t=1,543 com 12 graus
de liberdade, p=0,1489).

Como pode ser observado, nfo h4 diferenca estatisticamente
significante entre os dois grupos experimentais (controle: 32,67 + 19,68; ATF:
20,13 £ 8,68), indicando que o tratamento ndio € capaz de alterar a produgio de

NO por macréfagos peritoneais.

3- Expressiio de receptores de manose |

A figura 5 mostra a expressfo de MR por macréfagos peritoneais
obtidos de camundongos tratados com PBS (5A), 500ug de Con-A (5B) e
ATF (5C).
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Figura 5 — Expressdo de receptor de manose por macréfagos peritoneais obtidos de

camundongos tratados com PBS (A), 500ug de ConA B) e ATF (C). 400x.
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A figura 5A mostra que somente um pequeno nimero de fagocitos
mternalizaram o glicoconjugado manose-FITC-BSA, enquanto que na figura
5B mostra que quase todos os fagécitos exibiram granulos de glicoconjugado
mternalizado. A andlise da figura 5C mostra que o tratamento com ATF

aumenta essa expressdo mesmo quando comparado com macréfagos tratados

com Con-A (controle positivo).
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DISCUSSAQO

A atividade antitumoral de 4. blazei tem sido demonstrada por varios
estudos experimentais € atribuida a B-glucanas (MIZUNO et al., 1990a;
MIZUNO et al., 1990b; FUIIMIYA et al., 1998; SORIMACHI et al., 2001),
contudo, ndo ha relatos sobre seu efeito em doengas infecciosas. O presente
estudo revelou que a inoculagfo 1.p. de trés doses de ATF a 0,5mg/animal/dia
durante trés dias consecutivos foi capaz de aumentar a habilidade de
macrofagos peritoneails murinos em matar C. albicans, como indicado pela
menor porcentagem de fungos vidveis recuperados no ensaio de atividade
fungicida (figura 1).

A extracio da fracdo ATF utilizada no presente trabatho foi padronizada
anteriormente por nosso grupo (BELIK, 2003) com base na metodologia
descrita por Fujimiya et al. (1998). A analise por ressondncia magnética
nuclear (RNM) demonstrou que a fragio apresenta um perfil
espectrofotométrico similar ao apresentado por Kawagishi et al. (1989, 1990)
com a concentragio protéica (13,4%) proxima da descrita por Ebina et al.
{1998), que trabalharam com a ATF composta de 16,6% de proteina e 76,7%
de carboidratos. A andlise por RNM de proteoglucanas oxalato-soliveis
submetidas ao tratamento acido, isoladas de basideocarpos de 4. blazei (fragdo
ATF) realizada por Fujimiya et al. (1998) mostra que a atividade tumoricida
pode estar presente principalmente nas fragdes de alto peso molecular cujo
componente principal ¢ a (1—4)-a-D-glucana com ramificacSes de (1—>6)-B-
D-glucana na proporgdo de 1:2. Como previamente relatado por Belik (2003),
a espectroscopia de correlagdo heteronuclear (HMQC) da fragdo utilizada
indica sua estrutura de (1->6)-B-glucana.
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Fujimiya et al. (1998), demonstraram que a fragio ATF inibe o
desenvolvimento do fibrossarcoma Meth-A em sistema de simples ¢ duplo
enxerto tumoral, observando que a dose de 0,5mg da ATF foi eficiente em
mibir o desenvolvimento tumoral. Essa dose foi utilizada anteriormente por
nosso grupo (BELIK, 2003) no modelo de desenvolvimento subcutineo do
tumor de Ehrlich; dose que também apresentou os melhores resultados na
etapa de padronizacgdo dos ensaios do presente estudo.

O menor indice de recuperagio de fungos vidveis parece estar associado
ao aumento de fagocitose de C. albicans (figura 2) ¢ a maiof conceniracio de
H,0O, produzida espontaneamente pelos macrofagos em cultura (figura 3),
sugenindo que a geragdo de metabolitos reativos de oxigénio (ROIs) pode ser
responsavel pela maior atividade fungicida dessas células.

O processo de fagocitose também € essencial para a destruigdo do
patégeno, visto que durante o processo, os macrofagos aumentam a producio
de ROls, incluindo O, , OH e H,O, (NATHAN & ROOT, 1977; JOHNSTON
JR et al., 1978) que exercem agéo toxica sobre os microrganismos (SASADA
& JOHNSTON JR, 1980).

De fato, os fagocitos ativados produzem ROIs ¢ NO que sio altamente
toxicos aos microrganismos (GOLDSBY et al, 2000). Os fungos, ao se
ligarem aos polimorfonucleares também levam a producdo de oxidantes
citotoxicos como H>O, e O, que exercem atividade fungicida (CALDERONE
et al., 1994). Esse resultado ¢ corroborado pelos achados de Stevenhagem &
Furth (1993) que demonstraram que o aumento na produgdo de H;O, por
granul6citos humanos estimulados com varias concentragdes de rIFN-y
levaram a um aumento da atividade candidacida.

Suzuki et al. (1990) demonstraram que a fragdo P-1,3-glucana obtida do
fitrado da cultwra do fungo Sclerotinia sclerotiorum (SSG), quando
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administrada oralmente, aumenta a atividade candidacida de macrofagos
peritoneais murinos devido ao aumento de fagocitose, liberagdo de H;O, ¢ IL-
1. Sakurai et al. (1991) demonstraram que essa mesma fragio quando
administrada intraperitonealmente também aumenta a quantidade de IL-1,
aumentando a produgdo de fatores estimuladores de coldnias (CSF) que, por
sua vez, promove a proliferagdo de macrdfagos alveolares € o aumento da
atividade candidacida, sugerindo que esse polissacarideo pode ser efetivo na
terapia contra infecgdes microbianas.

Ding et al. (1988) estudaram a produgio de NO— por macrdfagos
peritoneais estimulados in vitro com 12 citocinas (IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4,
IFN-a, IFN-B, IFN-y, M-CSF, GM-CSF, TGF-B, TNF-o, TNF-B) e
observaram que somente o IFN-y era capaz de induzir a produciio de NO. Por
outro lado, Macmicking et al. (1995) observaram que além do IFN-y, outras
citocmas (IL-1, IL-6, TNF-a) também foram capazes de aumentar a iNOS
enquanto que a Ii.~4, TL-8, IL-10, IL-13 e o TGF-f, promoveram sua inibigio.
Do mesmo modo, Ohno et al. (1996) demonstraram éue a administracdo de
(1-3)-p-D-glucana, uma glucana solavel extraida da Grifola frondosa
(GRN), aumentou a produgdo de NO por macrofagos peritoneais murinos.
Esses mesmos autores encontraram expressdo do mRNA IFN-y no figado e
em células peritoneais de camundongos tratados com GRN e sugeriram que f-
glucanas tém a capacidade de aumentar a sintese de NO por macrofagos
peritoneais, mediada pelo IFN-y. Em nosso estudo, entretanto, o aumento da
atividade candidacida parece nfic envolver a producgio espontinea de NO uma
vez que ndo encontramos diferencas significativas entre o grupo tratado com
ATF e o grupo controle (figura 4), sugerindo que o tratamento ndo envolveu a
sintese de IFN-y.
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A facilitagdo da fagocitose pode ser consegiiéncia do aumento na
expressdo de MR, que ¢ um tipo de receptor caracterizado como receptor de
padrdes de reconhecimento (PRR). Sua expressdo est associada a fagocitose
de microrganismos, habilitando os macréfagos a ingestdo de certas particulas
ndo opsonizadas como C. albicans (ASTERIE-DEQUEKER et al., 1998),
Escherichia coli (OFEK et al., 1995) e Mycobacterium tuberculosis
(SHEPHERD & HOIDAL, 1990).

Na realidade, observamos que o aumento da expressdo induzida pela
ATF foi mais intenso que o proprio controle posit‘ivo (figura 3).
Glicoproteinas manosiladas sdo reconhecidas por esses receptores os quais
promovem endocitose pelos macréfagos e células dendriticas, aumentando a
apresentagdo do peptideo junto as moléculas do MHC de classe II (SALUSTO
et al, 1995). A ligagdo do microrganismo aoc MR causa sinalizacdo
ntracelular associada com vdrias mudangas funcionais no macrofago,
incluindo a liberagdo de dnion superéxido (BERTON & GORDON, 1983) e
sintese de citocinas como IL-1, IL-6 ¢ GM-CSF (YAMAMOTO et al., 1997).
Assim, acreditamos que o aumento da producdo de H,O, encontrado em
nossos experimentos também esteja associado as mudangas na expressdo de
MR pelos macrofagos de animais tratados com ATF. A acfio do MR também
parece facilitar a integrago de peptideos junto as moléculas do MHC
(SALUSTO et al, 1995; YAMAMOTO et al., 1997), indicando que esta
estrutura pode exercer um importante papel no desenvolvimento da resposta
imune especifica.

Embora 0s MR contribuam para a fagocitose de microrganismos, sua
expressdo indica um estado de nio-ativacdo dos macréfagos, desaparecendo
sob a agdo do IFN-y. Assim, o IFN-y induz diminuigéio da expressio dos MR

pelos fagocitos ativados como resultado da redugio da transcricio de seus
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mRNA (HARRIS et al, 1992). Marodi et al. (1993) observaram que
macrOfagos tratados com IFN-y exibiram uma alta capacidade de matar C.
albicans associado a uma diminuigio da expressio de MR. Contudo, eles
demonstraram que os MR que permaneceram acessiveis apés o tratamento
com essa citocina foram capazes de aumentar significativamente a fagocitose
dependente de MR.

Coerente com esses relatos, no presente estudo, observamos que
macrofagos de animais tratados com ATF tiveram a expressdo de MR
aumentada, sugerindo que essas células nfio foram ativadas por IFN-y, fato
compativel com a auséncia de efeito sobre a produgio de NO.

E possivel pensar que o aumento da expressdo de MR e da atividade
candidacida sejam devidos & estimulagiio de populagdes de linfocitos Th2. De
fato, Longoni et al. (1998) observaram que a IL-10 aumenta a expressdo de
MR em células dendriticas derivadas de mon6citos humanos quando medido
pela ligagdo a FICT-dextran. Além disso, Stein et al. (1992) demonstraram
que a IL-4, prototipo de citocina Th2, também aumenta a expressdo de
receptor de superficie € endocitose mediado pelo MR. Essa idéia € sustentada
por observages anteriores realizadas por nosso grupo (BELIK, 2003) de que a
inoculagdo subcutinea de ATF ndo foi capaz de induzir a produgdo i vitro de
IFN-y ou TNF-a, mas aumentou a produgio de IL-10.

Assim, nossos resultados sugerem que a fragdo ATF pode aumentar a
resposta imune contra agentes infecciosos devido a estimulagiio da étividade
microbicida de macrdfagos. Considerando que o aumento da produgdio de
H,0, ndo foi acompanhado do aumento da producdo de NO, nossos dados
sugerem, ainda, que o aumento de H,O, pode, por si s6, ser eficiente em

promover essa atividade.
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Conclusdo
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CONCLUSAO

e Macrofagos peritoneais murinos ativados por peptidoglucanas oxalato
soluvel 4cido-tratada de A.blazei (fragio ATF) exercem maior
atividade candidacida.

¢ Esse aumento da atividade candidacida parece estar relacionado com o

aumento da produgfo de H,0,, fagocitose e expressdo de receptores de

manose.

e O aumento da atividade candidacida ndo parece envolver a produgdo
de NO.
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ABSTRACT

Immunomodulatory activity of medicinal mushrooms is attributed to B-
glucans. In the present study we avaluated the effect of peptidoglycans of
Agaricus blazei (ATF) on the candidacidal activity, the expression of mannose
receptors (MR), production of H,O, and NO by murine peritoneal
macropbages. Normal BALB/c mice were i.p. treated with 3 inoculations of
ATF (ATF group) or salt solution (control group) and after 48hr peritoneal
macrophages were assayed against Candida albicans yest f;)rms. Our results
indicated that the treatment enhanced the candidacidal activity of peritoneal
macrophages and increased the H,O, production and MR expression.
However ATF was not able to increase the spontaxieous production of NO.
The results suggest that ATF can enhance the host resistence against
infectious agents due to the stimulation of the microbicidal activity of

macrophages.

Keywords: Candida aibicans, macrophages, mushrooms.
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