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Resumo

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

As respostas iniciadas apds a exposicao fungica devem-se aos sistemas de modulagdo da
resposta imune, tais como subtipos de célula T recrutados para a resposta (Tyl ou Ty2), tipos de
citocinas secretadas e apoptose. Nosso estudo foi direcionado para a observacdo dos mecanismos
de resisténcia e susceptibilidade as reagdes pulmonares e sist€micas (células esplénicas) contra o
Shiitake, baseados na expressao génica das citocinas IL-2, IL-4, 1L-5, IL-12, TNF-a e IFN-y, e
componentes apoptoticos Fas, Fas—Ligante (Fas-L) e Bcl-w nos camundongos BALB/c
submetidos a exposic¢ao de esporos de Shiitake e Aspergillus fumigatus, utilizado como parametro
de comparacdo, uma vez que as reacdes por ele provocadas sdo amplamente descritas na
literatura. Dessa forma, os resultados obtidos evidenciam a modula¢do direcionada para células
Tyl provocadas pelos esporos de Shiitake e Aspergillus fumigatus nos animais estudados, com
expressdo aumentada das citocinas IL-12, TNF-a e IFN-y, tanto local quanto sistemicamente,
além do aumento de linfécitos nos pulmdes. O estudo dos componentes apoptéticos revelou a
expressdo da molécula Fas apenas nos pulmdes e células esplénicas dos animais expostos aos
esporos de Shiitake e Aspergillus fumigatus, com observagao de apoptose in situ pelas técnicas de
Feulgen e TUNEL realizadas nos pulmdes desses animais, sugerindo a modulacdo desses fungos
na ocorréncia 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 (Tyl or Ty2), 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, II-5, IL-12, TNF-a and IFN-y 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-a, and IFN-y, in both
compartments, systemic and locally (spleen cells and lung respectively), moreover, the
lymphocytes were increased, suggesting the Tyl 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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Cogumelo Shiitake

I.1. LENTINUS EDODES — COGUMELO SHIITAKE

O cogumelo Lentinus edodes, pertencente a classe Basideomicota, familia
Tricholomataceae, coloniza madeiras mortas, ocorrendo naturalmente no Japao e China na arvore
Shii'. E atualmente o segundo cogumelo comestivel mais produzido e consumido no mundo,
sendo recomendado para se ter “vida longa”, de acordo com a Medicina Chinesa e, no Japao
acredita-se que o Shiitake é um “elixir de boa saide” (JONG & BIRMINGHAM et al., 1993).

Diversos estudos demonstraram que esse cogumelo possui proteinas, gorduras,
carboidratos, vitaminas e sais minerais (JONG & BIRMINGHAM et al., 1993) e, segundo
KLEINSCHMIDT (1972), a administracdo intraperitoneal (ip) do extrato aquoso dos esporos em
camundongos infectados com o virus da encefalite eqiiina, induz a producio de Interferon (IFN),
reduzindo a mortalidade desses animais.

Um polissacarideo obtido de extratos dos esporos do cogumelo melhora as defesas do
hospedeiro, promovendo a protecdo contra infeccdes. Esse polissacarideo foi denominado
Lentinan e comprovou-se que além de aumentar a producdo de Interleucina 1 (IL-1) pelos
mondcitos, potencializando a diferencia¢do, maturacao e proliferacao dos linfécitos T citotoxicas
(LTc) e células Natural Killer (NK), também acelera a producdo de IL-2 pelos linfécitos T
auxiliares (LTy) JONG & BIRMINGHAM et al., 1993; NAKAMURA, 1992). MATTILA et al.
(2000) também descrevem aumento de resisténcia do hospedeiro contra infec¢des bacterianas e
fingicas apds administragdo de Lentinan, através da inducdo de IFN. MIYAKOSHI et al. (1984)
demonstraram aumento nos niveis de IFN no soro de pacientes com cancer ap6s administracio de

Lentinan, com conseqiiente aumento da atividade de células NK.

" de onde se origina seu nome popular Shiitake —cogumelo da arvore Shii
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A administra¢do de Lentinan inibe o crescimento de tumores transplantados em animais
experimentais devido suas acdes antitumorais, como aumento de células NK e LTc e das
respostas de hipersensibilidade do tipo tardia (DTH) contra os antigenos tumorais (LIU M et al.,
1998).

Estudos in vitro com esplendcitos murinos e células mononucleares periféricas humanas
(PMC) tratadas com outro complexo polissacarideo (LE) proveniente de culturas do micélio do
Shiitake demonstraram aumento significativo na expressao génica de TNF-a e IL-2. O
polissacarideo KS-2, preparado a partir da precipitacio com etanol de extratos do micélio,
induzem a producdo de IFN em camundongos apds administragdo 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 polissacarideos provenientes do Shiitake aumentam a resposta
imunoldgica pela modulagdo das células imunes, entretanto, os mecanismos envolvidos nesse

processo ainda ndo estdo claros (LIU M et al., 1998).

I.1.1. REACOES 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 extrinseca, além das reacdes 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 pdapulas eritematosas sistémicas seguidas
de prurido intenso principalmente no tronco, extremidades, face e pescoco dos individuos

expostos, com duracido de aproximadamente 9 dias, sendo que a bidpsia das papulas demonstra
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células epidérmicas degeneradas, infiltrado perivascular de linfécitos, eosindfilos e neutréfilos.
Acredita-se que essa dermatite seja provocada por um polissacarideo semelhante ao Lentinan,
porém, com atividade téxica (NAKAMURA, 1992).

A inalacdo dos esporos de Shiitake é facilitada pelo seu diametro (entre 4-8 pm),
levando ao desenvolvimento de alveolite alérgica extrinseca, cujos sintomas aparecem entre 5 a 8
horas apds a exposi¢do sendo os principais, dispnéia, tosse, calafrios e dores musculares. Nos
pacientes expostos tem-se reducdo de anticorpos IgGl especificos quando comparados com
grupos controle, devido a alta producao de IgE especifica em resposta a ativacdo de linfécitos T
auxiliar do tipo 2 (Ty2) e liberacdo de IL-5 (SAKULA, 1967; VAN LOON et al., 1992;
HORNER et al., 1993; MURAKAMI et al., 1997; KURUP et al., 1997).

No Japao e na China, onde esse cogumelo é amplamente cultivado, aproximadamente
9% dos produtores expostos durante o manuseio do fungo apresentam sintomas asméticos
(SENTI et al., 2000), entretanto, pouco se conhece sobre os mecanismos de regulacdo de

citocinas exercidos por esses cogumelos.

L.II. FUNGO ASPERGILLUS FUMIGATUS

As espécies do género Aspergillus apresentam como caracteristicas gerais a formacao de
conidi6foros simples, capazes de liberar no ambiente esporos entre 2-3 um de diametro que
podem ser facilmente inalados” (LACAZ et al., 1991).

A espécie Aspergillus fumigatus (A.f.) é freqlientemente relacionada a manifesta¢des
clinicas humanas, sendo que a primeira descricio de Aspergilose humana data de 1856. Sao

fungos oportunistas por exceléncia, podendo provocar infeccdoes em diversos 6rgaos e processos

? de onde se originou 0 nome do género (do latim aspergere — aspergir)
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alérgicos. A forma clinica mais freqiiente provocada por esses fungos € a pulmonar, com quadros

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

L.IL.1. LESOES PULMONARES PROVOCADAS PELO ASPERGILLUS FUMIGATUS

Diversas manifestacdoes pulmonares tém sido descritas como secundérias a exposicao ao
Aspergillus fumigatus como as encontradas na asma bronquica, aspergilose broncopulmonar
alérgica (ABPA) e aspergilose pulmonar invasiva (IPA) (RINALDI, 1983; KURUP et al., 1997).
Os conideos do Aspergillus fumigatus possuem aproximadamente 2,5-3,0um de didmetro e a
estrutura de sua parede celular ndo é completamente conhecida, mas anélises quimicas indicam a
presenca de glucanas, quitina e galactomananas (ROILIDES et al., 1998; HEARN & SIETSMA,
1994). Ao serem inaladas, estas estruturas chegam aos alvéolos através do trato respiratério e, se
nao forem eliminados pelos movimentos mucociliares, podem iniciar o processo de colonizacdo
no hospedeiro (ROILIDES et al., 1998).

Estudos demonstram que a fixacdo do conideo ao epitélio ou a membrana basal
subepitelial pulmonar € o passo chave para a invasao e colonizacdo fungica. A fixagdo no tecido
hospedeiro € possivelmente mediada por receptores para o fibrinogénio e/ou laminina (de
natureza glicoprotéica) presentes na superficie do conideo (ROILIDES et al., 1998; BROMLEY
& DONALDSON, 1996). O fibrinogénio é uma das principais proteinas plasmaticas envolvidas
nas respostas inflamatdérias e sua deposi¢do no epitélio pulmonar forma sitio de ligacdo para os
receptores nos conideos (ROILIDES et al., 1998; ANNAIX et al., 1992; COULOT et al., 1994).

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

basal e matriz extracelular e receptores expressos nos conideos em repouso. Esses receptores
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desaparecem gradativamente durante o desenvolvimento até a germinagao de hifas (ROILIDES et
al., 1998; TRONCHIN et al., 1997).

Ap6s a fixacdo as células pulmonares, o conideo inicia a germinagao para a formacao de
hifas (formas invasivas do fungo), com subseqiiente produgdo de proteases e fosfolipases. Essas
enzimas podem provocar a digestdo das juncdes intercelulares e a hidrdlise das membranas
celulares, facilitando a penetracdo nas barreiras alveolares e invasdo do tecido pulmonar,
iniciando-se, deste modo, a infecc@o pelo fungo (KOLATTUKUDY et al., 1993; MONQOD et al.,
1993; BIRCH et al., 1996; RODRIGUEZ et al., 1997; ROILIDES et al.,1998).

Com a chegada dos conideos aos pulmdes, a resposta imune inata do hospedeiro ativa
duas linhas de defesa para evitar a instalacdo da infec¢do: macréfagos pulmonares e fagocitos do
sangue periférico. Os macréfagos alveolares fagocitam e destroem os conideos em repouso,
evitando a formacdo de hifas. Esses macréfagos possuem pouca capacidade de produzir
metabolitos oxigénio-dependentes, entretanto, t€m potente atividade fagocitica, além de
produzirem proteinas catidonicas e enzimas antifungicas.

No caso de alguns conideos escaparem aos macréfagos alveolares e formarem hifas, os
fagocitos circulantes (polimorfonucleares -PMN- e mondcitos) também liberam seus metabdlitos
ndo oxidativos, metabdlitos antifingicos mieloperoxidase-dependentes e proteinas catiOnicas
capazes de destruir as hifas, evitando a doenca invasiva. A atividade antifingica dos mondcitos
ndo € tdo potente quanto a dos PMN, mas em compensacdo, quando essas células entram em
contato com componentes da parede celular do fungo (como as manoproteinas), ocorre a secrecao
de IL-1 e Fator de Necrose Tumoral o (TNF-o0) (SHAFFNER et al., 1982; DIAMOND et al.,

1983; WALDOREF et al., 1984; CENCl et al., 1998; ROILIDES et al., 1998).
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As citocinas pro-inflamatdrias, particularmente o TNF-o, desempenham papel central no
recrutamento de células para os pulmdes. Camundongos susceptiveis a IPA apresentam
diminui¢do nos niveis de TNF-a € no modelo murino de Criptococose pulmonar, o TNF-o
enddgeno possui efeito protetor devido a indugao de IL-12, que regula positivamente a secrecao
de Interferon y (IFN-y) pelas células T e Células NK, resultando em reacdes inflamatérias do tipo
linfécitos T auxiliar 1 (Tyl). A administracdo de IFN-y em camundongos tem efeito protetor
contra a IPA devido a sua propriedade de potencializar as respostas oxidativas das células
fagociticas 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;
CENCl et al., 1998).

Por outro lado, as citocinas produzidas pelos LTyl (IFN-y e IL-12) e LTy2 (IL-4, IL-5)
possuem efeitos opostos sobre os fagocitos (CENCI et al., 1998), e a predominancia de um
subtipo celular sobre o outro determina o curso da resposta imune. Como mencionado
anteriormente, as citocinas derivadas do subtipo celular Tyl geram efeitos que levam a
resisténcia do hospedeiro, enquanto as respostas do tipo Ty2 levam a susceptibilidade a infeccdo
pelo A. fumigatus, com diferentes manifestacoes.

O desenvolvimento de alergia a esse fungo depende do modo e freqiiéncia de exposicao.
O A.f. libera na arvore bronquica diversos antigenos, que sdo processados e apresentados pelas
células apresentadoras de antigeno (APC) as células T. A ativacdo das células T provoca a
producdo de citocinas que em pacientes asmaticos leva a ABPA, caracterizada por eosinofilia
periférica, reatividade cutanea imediata ao antigenos A.f. e aumento de IgE total e especifica.

Essas reagdes sdo resultado da producido de citocinas pelas células Ty2, como IL-4, IL-5, [L-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 linfocito B induzindo a produgdo de IgE especifica (KURUP et al.,
1998). As células envolvidas na resposta alérgica em casos de ABPA sdo predominantemente
Ty2, mastdcitos e eosindfilos. Com a ligagdao do antigeno ao anticorpo IgE especifico presente na
membrana do mastdcito através dos receptores Fce, ocorre a degranulacdo dessa célula e
liberacdo de mediadores inflamatérios, como a histamina, leucotrienos e fator ativador de
plaquetas (PAF), entre outros, que induzem a contracdo do musculo liso dos bronquios e aumento
da permeabilidade vascular, permitindo a chegada de um niimero cada vez maior de células no
local da degranulacdo. O leucotrieno B4 e o PAF sdo moléculas quimiotéticas para os eosinofilos,
e como a IL-5 promove a maturagdo e diferenciacdo de eosindfilos na medula dssea, essas células
estardo presentes em nimero aumentado nos locais de injiria (KURUP et al., 1998). Por sua vez,
IL-4 e IL-5 induzem também a expressdo de receptores para regido Fc de IgA e IgE na superficie
dos eosindfilos (BRACKE et al., 1997). Na ABPA, os anticorpos anti-Aspergillus IgA e IgE
ligam-se aos eosindfilos através desses receptores e provocam a liberacdo dos mediadores

inflamatorios, levando a resposta alérgica mediada por eosindfilos nos pulmdes.

I.III. APOPTOSE

A apoptose, ou morte celular programada (PCD), é um importante mecanismo de
controle entre diferenciacdo e proliferacdo celular, sendo fundamental para a manutencdo de
organismos multicelulares (GAVRIELI et al, 1992). Esse fendmeno estd presente em diversos
sistemas do organismo e tem papel central no controle das respostas imunoldgicas, sendo

responsavel pela eliminacdo de células imunes apds a resposta imunoldgica, favorecendo o
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retorno a homeostasia. Dessa forma, atualmente o estudo desse processo nas reacodes
imunolodgicas elaboradas contra fungos vem sendo cada vez mais empregado para compreensao

dos mecanismos responsaveis pelo sucesso ou ndo na eliminacdo desses agentes.

LIIL.1. ASPECTOS MORFOLOGICOS DA APOPTOSE

A apoptose ocorre tipicamente em células individuais, ou pequenos grupos de células,
sem que ocorram alteragdes na organizacao tecidual ao redor da célula apoptética. As alteragdes
morfoldgicas sdo rdpidas e por isso, dificilmente observadas nos tecidos.

A principal caracteristica da célula apoptética € a retragdo, que provoca a perda de
contato com células vizinhas, seguida de condensagao do citoplasma, compactacao das organelas
celulares, picnose nuclear e formagdo de massas de cromatina ao redor da membrana nuclear. Na
membrana plasmdtica das células apoptéticas encontram-se numerosas vesiculas (também
chamadas corpos apoptéticos) contendo fragmentos nucleares e organelas intactas, que sao
rapidamente fagocitados pelas células vizinhas ou macréfagos, sem causar reagdes inflamatorias

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

I.II1.2. CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS

O acontecimento bioquimico 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 ripida
clivagem internucleossomica do DNA por enzimas ativadas durante o processo (GAVRIELI et

al, 1992). Esses fragmentos formam o padrio caracteristico designado por “DNA em escada™

3 DNA “ladder”
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observado na eletroforese em gel de agarose. Contudo, este padrao nao pode ser definido como
exclusivo para a degradacdo do DNA apoptético ja que a clivagem aleatéria de DNA e
degradacao das histonas em células com ultraestrutura tipica de necrose também se traduz como
padrao de rasto na corrida eletroforética, colocando em duvida a utilizacao isolada da degradacao

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

L.II1.3. CARACTERISTICAS 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), Familia das caspases e familia Bcl-2 (GRANVILLE et al, 1998).

A molécula Fas € uma proteina transmembrana expressa constitutivamente em algumas
células e tecidos que atua como receptor para a molécula Fas-L, proteina de superficie que pode
estar expressa em alguns tecidos linféides e ndo-linféides(SUDA et al, 1997). A ligacdo de Fas-L
a molécula Fas resulta na sinalizagdo intracitoplasmadtica na célula “receptora”, onde ocorrem
diversas alteracoes moleculares que disparam o processo apoptotico. Essas moléculas sao
responsaveis pela exclusdo de células auto-reativas do sistema imune e pela atividade citolitica
dos linfécitos T CD8" (NAGATA, 1997).

O sistema TNF/TNF-R funciona de forma semelhante ao sistema Fas/Fas-L, ou seja,
ap6s a interacdo do ligante com seu receptor ocorre, no interior da célula TNF-R™, transformacio
bioquimica com ativagao de diversas enzimas conduzindo a apoptose.

As caspases’ sdo proteases presentes no citoplasma celular nas formas inativas

(zimégenos) e quando ativadas iniciam série de clivagens autocataliticas utilizando como

* cysteinyl aspartate-specific proteinases
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substrato proteinas envolvidas com a homeostase e sobrevivéncia celular, provocando a apoptose
(GRANVILLE et al, 1998).

Algumas proteinas que fazem parte da familia Bcl-2, entre elas o Bcl-2 e Bcel-w, foram
inicialmente descobertos em linfomas de célula B e a expressdo aumentada dessas moléculas
confere protecdo contra a apoptose. Em algumas células, o Bcl-2 evita alteragdes na membrana
mitocondrial pré-apoptética, inibindo a liberacdo de enzimas que interagem com o sistema
caspase, evitando, dessa forma, o mecanismo apoptético (GRANVILLE et al, 1998).

As respostas imunes sdo diretamente controladas pelos mecanismos de apoptose. Nas
doencas alérgicas, especialmente em individuos asmaticos, as células T e os eosindfilos sao
regulados por este sistema e seu desequilibrio leva a exacerbacdo das respostas. As células T
podem sofrer apoptose de forma ativa, isto €, linfécitos T antigeno-ativados exibem em sua
superficie a molécula Fas e a interacdo com a proteina Fas-L provoca a morte celular encerrando
a resposta inflamatdria, protegendo o hospedeiro contra os efeitos nocivos resultantes de uma

necrose ou desintegracdo celular, permitindo que ocorra a remodelacdo tecidual satisfatdria

(NOMOTO et al., 1997; SPINOZZI et al, 1998).
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Objetivos

A caracterizacdo em detalhes das respostas imunes contra os esporos de Shiitake torna-

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

@ Investigar a modulacdo pelos esporos de Lentinus edodes (Shiitake) na relagao
entre as citocinas Tyl e Ty2 nos pulmdes e células esplénicas no modelo
experimental de inalacdo de esporos por camundongos da linhagem BALB/c,
baseados na expressao génica de 1L-2, IL-4, IL-5, IL-12, TNF-o e IFN-y, através

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

@  Verificar as alteragdes pulmonares provocadas pelo Shiitake, quanto ao tipo de

células inflamatodrias envolvidas.

@  Estudar a expressdo de mRNA de componentes apoptéticos Fas, Fas-L e Bcl-w

no pulmao e células esplénicas nos animais submetidos a exposicdo de esporos do

cogumelo Shiitake, através de RT-PCR.

@  Verificar a ocorréncia da apoptose in situ, através de técnicas morfoldgicas.
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Material e Métodos

II1.I. GRUPOS DE ANIMAIS

Os camundongos da linhagem BALB/c utilizados nesse estudo eram obtidos do Centro
Multidisciplinar para Investigacdo Biolégica (CEMIB) da Unicamp, mantidos em condicdes livre
de germes. Os animais eram retirados no CEMIB com 6 semanas de vida e a partir de entdo,
mantidos em biotério livre de patégenos especificos (SPF), com controle de luz, umidade e
temperatura, recebendo racdo e agua ad libitum, no Laboratério de Imunologia & Alergia
Experimental (LIAE) do Departamento de Clinica Médica da Faculdade de
Medicina/UNICAMP.

Dezoito camundongos eram divididos em 3 grupos experimentais definidos como:
Grupo Controle (GC), exposto a solucdo fisiolégica, composto de 6 animais; Grupo
Aspergillus fumigatus (GAf), submetido a inalacdo de esporos de Aspergillus fumigatus,
composto de 6 animais; e Grupo Shiitake (GSh), nebulizados com esporos de Lentinus edodes,

também composto de 6 animais.

IIL.II. PREPARO DE SUSPENSAO PARA INALACAO

ITL.I1.1. SOLUCAO FISIOLOGICA

Os animais do grupo controle eram expostos a solucao fisioldgica estéril, preparada em

cada dia de inalagao.

II1.I1.2. ESPOROS DE ASPERGILLUS FUMIGATUS

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

meio Sabouraud inclinado com esporos ja formados, fornecida pelo Prof. Dr. Walderez
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Suspensoes para Inalacdo, Nebulizacdo

Gambale’, eram preparadas suspensdes de inalaco para cada dia de inalac¢do utilizando-se SmL
de solugdo fisioldgica estéril pH 7,2 com 0,01% (10uL) de Tween 80 (conservante). Com auxilio
de alca em agulha, os esporos da cultura eram raspados e transferidos para a solucao fisioldgica.
Apés contagem em cAmara hemocitométrica, a concentracdo era ajustada para 1,5x10°

esporos/mL em cada dia de exposic¢ao.

IIL.IL.3. ESPOROS DE LENTINUS EDODES — SHIITAKE
A partir de esporos, colhidos pela técnica de esporo-print® em placa de vidro,
gentilmente fornecidos pela Bidloga Mércia A. Uemura’, era preparada suspensdo de inalacdo
para cada dia de exposicao, utilizando-se SmL de soluc¢ao fisiologica estéril pH 7,2.
Apés contagem em camara hemocitométrica, a concentragdo da suspensao era ajustada

para 2x10° esporos/mL em cada dia de exposicdo.

IIL.III. NEBULIZACAO DOS ANIMAIS

Os animais eram colocados em cadmara de inalacdo de vidro pirex® (Figura 1),
elaborada especialmente para esse fim, em capela de exaustdo e com toda seguranga bioldgica.
Para nebulizacdo, era conectado a cdmara o aparelho inalador compressor (modelo Inalatec Plus,
Nevoni®, Brasil) contendo solucdo fisioldgica, esporos de Aspergillus fumigatus e esporos de
Shiitake, conforme o grupo de animais. Cada ensaio de inalagdo durava 45 minutos. Entre um

grupo e outro, a camara era lavada e desinfetada.

5 Laboratério de Micologia Médica, Departamento de Microbiologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo —USP.

® coleta de esporos a partir de cogumelos frutificados e recém coletados, armazenados em ambiente timido
para esporulagao.

7 Funghi & Flora — Laboratério de Pesquisa e Produgio de Cogumelos Comestiveis, Valinhos- S.P.
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Figura 1

Figura 1: Camara projetada para nebulizagdo dos animais.
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Coleta de Material

Ao final da inalagdo, os animais eram retirados da camara inalatéria e recebiam “banho”
com gaze embebida em dlcool 70°GL para eliminacdo de qualquer esporo em seu corpo. Eram
recolocados nas gaiolas, que permaneciam por dez minutos na capela de exaustdo, sendo entdo
levados novamente a sala SPF.

A nebulizagdo era feita 2 vezes por semana durante 4 semanas, e os sacrificios para
coleta de 6rgéos realizavam-se na 5°. semana apGs o inicio das exposi¢des (7 dias apds a dltima

€xposicao).

III.IV. COLETA DE MATERIAL

Os animais eram anestesiados com 100uL de Pentobarbital Sédico 3%, 7 dias apds a
ultima inalacdo. Apds a anestesia, os animais eram submetidos a toracotomia e perfusdo
intracardiaca e traqueal. A perfusdo intracardiaca realizava-se através de puncdo do ventriculo
direito com equipo 23G 0,65x20mm (Venofix®, Braun, Malésia) ligado a bomba de perfusao
(BP100, Incibras, Brasil) com solucao fisiologica-EDTA estéril para lavagem dos pulmdes,
durante a perfusdo intracardiaca, o atrio direito era retirado. Apds os pulmdes tornarem-se
exangues, iniciava-se a perfusdo traqueal de paraformaldeido 4% (Sigma, CA, EUA) visando a
fixacdo dos 6rgaos para estudo morfolégico.

Os pulmdes eram entdo retirados cuidadosamente € o pulmdo direito embebido em
paraformaldeido 4%. A seguir, eram lavados com solugdo de tampdo salina fosfato 0,1M pH 7,4
(PBS) para retirada do excesso de fixador, incluido em meio tissue tek® (Sakura Fineteck, CA,
EUA) e congelado em nitrogénio liquido para criocorte. O pulmao esquerdo era transferido para
tubo plastico livre de RNAse contendo 400uL de Solu¢dao de Guanidina-Mercaptoetanol (Gibco-

BRL, CA, EUA) para posterior extracao de RNA.
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Extragdo de Células Esplénicas

Os bacos provenientes desses animais eram retirados e submetidos a extracdo de células.
Todo o material era devidamente identificado e armazenado a -80°C para posterior

utilizacdo.

III.V. EXTRACAO DE CELULAS ESPLENICAS

Ap6s a retirada do baco, este era transferido para peneira estéril (Sigma, CA, EUA) e
macerado. Ao macerado adicionava-se SmL de solu¢do de Hank (Sigma, CA, EUA) pH 74
seguido de centrifugacio (Jouan, modelo MR 23i, Franca) a 374g por 10 minutos. O
sobrenadante era desprezado por inversao e ao botdo celular adicionava-se 2mL de tampao de lise
(NH4Cl/ KHCO3/ EDTA). Apés incubacio por 2 minutos, o volume era completado para SmL
com solu¢do de Hank. Essa solugdo passava por mais 3 lavagens com Hank a 374g por 10
minutos cada uma. O botdao de células esplénicas era transferido para tubo pléstico livre de

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

armazenado a -80°C para posterior extragdo de TRNA e realizacao de RT-PCR.

II1.VI. CRIOCORTES PARA ANALISE HISTOLOGICA

A partir dos pulmdes congelados em meio tissue tek® provenientes da coleta de
material, realizavam-se criocortes para andlise histolégica (coloracao Hematoxilina/Eosina - HE),
técnica Feulgen para detec¢do de apoptose e confirmagdo pela técnica TUNEL para células
apoptoticas. Apds o posicionamento do espécime no suporte do criostato (Leica, modelo CM
1850, Alemanha) de maneira a se obter a maior area possivel de corte, era coletada uma série de
doze cortes consecutivos, com Sum de espessura, depositados em laminas histologicas
previamente silanizadas (y-Methacryl-Oxipropil-Methoxysilane, Sigma, CA, EUA). Apds a

55



Reacdo de Feulgen

obtencdo da primeira série de cortes, o espécime era desbastado até 60um e, a seguir, outra série
de 12 cortes era igualmente coletada. Este procedimento era repetido mais uma vez para obtengao
dos conjuntos de laminas representados na figura 2.

As laminas 1, 3, 5, 7 ¢ 9 eram coradas por HE para realizacdo do estudo histolégico em
microscopio Optico Axioskop (Zeiss, Alemanha) e documentacdo fotografica. A lamina 10
destinava-se a coloracdo de Feulgen e a l1amina 11 para a técnica TUNEL.

A andlise da celularidade nos pulmdes era realizada com a contagem de 5 campos
microscépicos aleatérios (em aumento de 1000x) de todos os grupos de animais, observando-se a
presenca ou ndo de infiltrados inflamatérios. Apds coloracdo com HE, procedia-se a contagem
das células (Eosinéfilos, Neutrdfilos, Macréfagos e Linfdcitos), calculando-se a média e erro

padrao para cada grupo experimental.

II1.VIL. REACAO DE FEULGEN

A reagdo era realizada nos cortes de pulmdes congelados para detec¢do preliminar de
células apoptéticas e posterior confirmacgao pela técnica TUNEL.
A reacdo de Feulgen envolve duas etapas principais: hidrdlise 4cida seguida da exposi¢dao do
material hidrolisado ao reativo de Schiff. Apds fixacdo das laminas com solu¢do de Carnoy
(Acido Acético pa — Merck, Darmstadt, Alemanha / Etanol pa - Merck, Darmstadt, Alemanha
1:3) durante 5 minutos, o material era submetido a hidrélise dcida com HCI 4N em temperatura
ambiente por 110 minutos, quando as purinas do DNA eram removidas, formando-se uma
molécula de “DNA apurinico”, expondo as func¢des aldeido no Carbono 1 da desoxirribose. Em
seguida, as laminas eram tratadas com Reativo de Schiff a temperatura ambiente por 40 minutos,

quando o grupamento aldeido do DNA apurinico reagia com o leucoderivado do reativo de
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Reagdo de TUNEL

Schiff, em presenca de &4cido sulfidrico em excesso, fornecido durante lavagens com &dgua
sulfurosa, restabelecendo-se, dessa forma, o grupamento cromoférico.

Finalmente, as ldminas eram submetidas a desidratacdo em série crescente de alcoois,
diafanizadas com xilol (Merck, Darmstadt, Alemanha) e montadas com entelan (Merck,
Darmstadt, Alemanha) para posterior observacdo em microscépio de luz (Axioscop, Zeiss,

Alemanha).

II1.VIII. REACAO DE TUNEL PARA DETECCAO DE APOPTOSE

A reacdo de TUNEL® é um método morfolégico especifico para deteccio da apoptose
baseado nas caracteristicas bioquimicas das células apoptéticas, que sofrem clivagem
internucleossdmica do DNA. Essa reacdo € caracterizada pela inser¢do, mediada pela enzima
Terminal desoxi Transferase (TdT), de um nucleotideo (desoxiuridina -UTP) conjugado a biotina
ou fluoresceina nos sitios de quebra do DNA da célula apoptética. O DNA torna-se um
heterodimero marcado, observado em microscopia de luz.

A reacdo de TUNEL era realizada segundo instru¢des do fabricante (In Situ Cell Death
Detection Kit, Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha). Dessa forma, as l1aminas eram fixadas
em paraformaldeido 4% por 20 minutos,e em seguida lavadas em PBS pH 7,4 por 30minutos. A
seguir, as laminas eram incubadas sob gelo por 2 minutos com solucdo permeabilizante (0,1%
Triton-X em 0,1% de Citrato de S6dio), seguida de lavagens por 2 minutos com PBS.

Finalmente, eram adicionados 50ul da mistura da reacdo (solucdo de enzima TdT;
solu¢do marcadora e nucleotideos em tampao) aos cortes e incubados em camara imida a 37°C

por 60 minutos, protegidos contra luminosidade. Em seguida, as 1aminas eram montadas com

8 TdT-mediated dUTP Nick End Labeling
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Figura 2
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Figura. 2: Esquema representando o procedimento para obtengdo dos conjuntos de cortes analisados para
estudo morfoldgico, coloracio de Feulgen e técnica TUNEL.
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Extragdo de RNA Total

meio de montagem (glicerol pa — Merck) e mantidas resfriadas até o momento da leitura em

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

III.IX. EXTRACAO DE RNA TOTAL (TRNA)

As amostras de RNA total eram extraidas de tecido pulmonar e células mononucleares
do bago através do método Guanidina — Fenol - Cloroférmio (CHOMCZYNSKI & SACCHI,
1987).

O tecido em solugdo de Guanidina-23 Mercaptoetanol (Gibco-BRL, NY, EUA) e as
células em solucdo de Guanidina-Sarcosyl (Sigma, CA, EUA) eram submetidos a agitacdo
vigorosa em vortex por aproximadamente 30 segundos. Para separagdo de proteinas e acidos
nucléicos, adicionava-se tampao Fenol (Gibco-BRL, NY, EUA):Cloroférmio (Gibco-BRL, NY,
EUA):Alcool Isoamilico (Merck, Darmstadt, Alemanha) (25:24:1) em igual volume das
amostras, agitava-se vigorosamente (vortex) a solu¢cdo detergente com formacao de emulsao.

A emulsdo era centrifugada por 5 minutos a temperatura ambiente a 14404g. A fase
superior (fase aquosa), onde se encontravam os dcidos nucléicos, era recuperada e esse protocolo
de separacdo era repetido por mais 2 vezes, ou até que ndo houvesse mais proteinas na interface
da preparacdo.

Para eliminacdo do excesso de fenol na amostra, realizava-se uma extracdo com
Cloroférmio:Alcool Isoamilico (24:1). Enfim, a fase aquosa era adicionada de 2 volumes de
Etanol absoluto (Merck, Darmstadt, Alemanha) e Acetato de Sédio (Sigma, CA, EUA) 3M pH
5.2 (concentracao final de 0,3M). Essa preparacdo de RNA total (TRNA) era mantida a -80°C até

O uso.

® Gentilmente disponibilizado pelo Instituto de Biologia e Faculdade de Engenharia de Alimentos -
UNICAMP
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III.X. PRECIPITACAO DO RNA TOTAL (TRNA)

Para precipitacdo do TRNA realizava-se centrifugacdo a 18404g a 4°C por 20 minutos.
Ao precipitado eram adicionados 40uL de dgua ultrafiltrada preparada com Dietil Pirocarbamato

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

II1.XI. ANALISE DO TRNA EXTRAIDO

A andlise de qualidade do TRNA extraido era dada pela relagdo espectrofotométrica
(SpectraMax 190, Molecular Devices, CA, EUA) de OD260/0D280 das preparacdes de RNA, e
consideravam-se adequadas as amostras com relagcdo entre 1.6 e 1.8.

Para quantificacdo de TRNA aplicava-se a férmula:

RNApg/uL = (0D260/0,025) x diluig¢do de leitura/1000

ITI.XTI. TRANSCRICAO REVERSA DO TRNA EXTRAIDO (SINTESE DE CDNA)
O volume de TRNA adicionado para a transcricdo era calculado para obtengdo de
5ug/50ul de reacdo. A amostra, eram adicionados 0,5uL de Oligo d (pt) (Gibco-BRL) e dgua
ultrapura em quantidade suficiente para 28uL. 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 21uL de solucdo estoque (10uL de tampao Super RT/ 2ul. de ANTP mix 0,5uM/
SuL de DTT 0,1M/ 1uL. de RNAsin — Gibco-BRL) seguindo-se incubagdo por 2 minutos a 42°C.
Ap6s adicdo de 1yl de enzima Super Trancriptase Reversa (200U) (Gibco-BRL), a

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

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

como DNA complementar (cDNA).

IIL.XIII. AMPLIFICACAO DO CDNA POR REACAO DE POLIMERASE EM

CADEIA (PCR)

Para cada tubo de reagdo, adicionava-se 1puL de “primer sense” (A), 1 uL de “primer

anti-sense” (B), 2ulL de cDNA, 45ul. de solucdo de reacdao (Gibo-BRL) (SuL de tampao Taq

polimerase/ 1,5uL de dNTP mix 5uM/ 1,5uL de MgCl, 50mM/ 33,5uL. de 4gua ultrapura) e

20uL de 6leo mineral (Sigma). A seguir, os tubos contendo as misturas de cDNA e reagentes

eram transferidos para termocicladora programada para as seguintes condi¢des:

1.

Desnaturagdo a 94°C por 2 minutos

Aplicacdo de 1uL da enzima Taq Polimerase- 5 minutos a 80°C
Anelamento 58°C 45 segundos

Extensao dos primers 72°C 90 segundos

Desnaturacgdo a 95°C por 45 segundos

40 ciclos

. Extensao final 72°C por 10 minutos

. Temperatura de espera 4°C.

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

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

inalacdo, tanto para tecido pulmonar quanto para células mononucleares esplénicas, sendo que
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Andlise do mRNA

eram consideradas amostras diferentes para realizacao de andlise estatistica. Os primers utilizados

nas amplificagcdes estdo listados na Tabela 1.

ITI.XIV. ANALISE DA EXPRESSAO DE mRNA (PRODUTOS DE PCR) POR

ELETROFORESE

As amplificagdes dos cDNA com os “primers” especificos eram analisadas através de
eletroforese em gel de agarose (Gibco-BRL) 1,5% revelada com brometo de etidio (Sigma, CA,
EUA), através de excitacdo em luz UV, e documentadas em sistema de documentagdo fotografica
NucleoVision® (NucleoTech, CA, EUA).

Para realizacdo da eletroforese, eram preparados 50mL de agarose 1,5% (em tampao
TBE — Gibco-BRL) adicionada de 2uL de brometo de etidio. A 8uL. de amostra (produto de PCR
do cDNA), eram adicionados 1,5uL de tampdo de amostra GBX (Glicerol pa — Merck, Azul de
Bromofenol — Merck, Xileno Cianol — Sigma, dgua ultrapura) e 5,5uL de 4gua ultrapura.
Utilizava-se como tampao de corrida eletroforética, 100mL do Tampao TBE adicionado de 2uL
de brometo de etidio.

Eram aplicados 2uL de padrao de DNA em todas as eletroforeses e 14uL de amostra. As
condic¢des de corrida eram de 45 minutos a 70 volts, 150mA.

Em seguida, o tamanho dos fragmentos e o pixel da drea das bandas eram calculados
com programa Gel Expert® (NucleoTech, CA, EUA). Para andlise semiquantitativa dos produtos
de PCR, era aplicada a férmula a seguir, onde a expressao do mRNA era expresso em unidades
arbitririas de densidade 6ptica (UA):

UA = pixel da drea do produto amplificado / pixel da drea de ciclofilina x 100
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Andlise Estatistica

ITI.XV. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados eram analisados segundo o teste t de Student para dados nao paramétricos
comparando-se 0s grupos expostos aos fungos com o grupo controle, considerando-se nivel de

significancia quando p<0.05.
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Tabela 1

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
1L-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-a 5' CTTAGACTTTGCGGAGTCCG 3’ 5' CCCTGTCACTGGACCTGACA 3’ 254 pb
IFN-y 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
Bel-w 5" GAGTTTGAGACCCGTTTCCGCCGCACCTTC 3° 5" CCACCATCCAATCCTGCACTTGTCCCACCA 3° 230 pb

Tabela 1: Seqiiéncias de primers especificos usados nas amplifica¢cdes do cDNA

* Ciclofilina = Gene estrutural, pb = pares de bases
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Resultados

IV.I. ANALISE COMPORTAMENTAL DOS ANIMAIS DURANTE A INALACAO

Durante os procedimentos de nebulizacdo, o comportamento dos camundongos foi
observado com objetivo de se verificar a presenca de possivel desconforto respiratério. As
diferencas entre os grupos experimentais expostos a solucao fisioldgica, Aspergillus fumigatus e
Shiitake foram anotados e descritos.

Os animais dos grupos Aspergillus e Controle mantiveram-se calmos durante toda a
exposi¢do. Entretanto, os animais expostos ao Shiitake manifestaram irritacio durante o
experimento, caracterizada pela insistente tentativa de fuga da camara inalatoria, prurido nasal
persistente e agressividade no momento de retirada da camara, sendo esse comportamento

sugestivo da acdo irritativa desses esporos.

IV.I1. ASPECTOS PULMONARES MACROSCOPICOS

Apés a toracotomia observamos o aspecto normal dos pulmdes para os animais dos
grupos controle e Aspergillus fumigatus. Por outro lado, os animais submetidos a inalacdo de

esporos de Shiitake apresentaram pulmdes com pontos hemorragicos (sufusoes).

IV.II1. HISTOLOGIA PULMONAR

Os corte histolégicos corados por HE obtidos de animais submetidos a nebulizacdo com
solucdo salina (GC) apresentaram preservacao da estrutura pulmonar, com alvéolos limpidos sem
sinais de agressdo inflamatéria (PRANCHA I). A presenca eventual de células mononucleares no
intersticio pulmonar observadas nestes cortes € normal neste 6rgao.

Da mesma forma, observamos a presenga de eosindfilos que, dada sua escassez, nao

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

linhagem de camundongos BALB/c apresenta predisposicao genética para resposta do tipo Ty2,
portanto, a presenca de eosindfilos € normal (GIENI et al., 1996).

Nos animais submetidos a inalacdo com esporos de Aspergillus fumigatus (GAf) foram
observadas alteracdes na estrutura pulmonar, com presencga de eritrocitos dispersos e em focos
hemorrdgicos, além de espessamento das paredes alveolares (PRANCHA I). Em relacdo ao
Grupo Controle, houve aumento de linfocitos e neutr6filos no GAf, sem significancia estatistica,
e ndo houve alteracdes entre os dois grupos quanto ao nimero de eosindfilos e macréfagos.
(Figura 3).

Por outro lado, os cortes histologicos obtidos de pulmdes dos animais expostos aos
esporos de Shiitake (GSh) mostraram lesdes mais exuberantes, com presenga de eritrécitos
distribuidos difusamente e intra-alveolares (PRANCHA I), em relacdo ao Grupo Controle, apenas
o numero de linfocitos apresentava-se significativamente aumentado (p<0.05). Entretanto, a
comparacdo da celularidade entre os grupos GAf e GSh ndo mostrou diferencga estatistica no

nimero de neutréfilos, macréfagos e linfocitos (Figura 3).

IV.IV. REACAO DE FEULGEN

Esta técnica € descrita como reagao especifica para DNA onde o material cromossomico
¢ evidenciado pelo reativo de Schiff. As células eram caracterizadas como sugestivas de processo
apoptotico ao apresentarem condensacdo e marginalizacdo da cromatina no envoltério nuclear.
Células contendo cromatina descondensada com aspecto definido eram classificadas como

normais.
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Dessa forma, foi possivel comprovarmos a especificidade da reacdo, uma vez que apenas o
nucleo das células foi corado, por essa razdo a identificacdo dos tipos celulares foi prejudicada.
Células com condensacdo da cromatina, sugestivas de apoptose, foram identificadas em cortes de
pulmdes dos grupos GAf e GSh, sendo que as laminas do GSh apresentaram essas alteragdes com
maior freqiiéncia. No grupo controle, encontramos apenas poucas células com caracteristicas
apoptoticas por lamina, e além disso, essas células ndo foram observadas em todas as

laminas.(PRANCHA II).

IV.V. ANALISE QUALITATIVA DE APOPTOSE ATRAVES DA TECNICA TUNEL

As laminas que apresentaram reacao de Feulgen sugestiva de apoptose foram submetidas
a técnica de TUNEL, onde foi possivel a confirmacdo da presenca de células apoptdticas
(PRANCHA 1II). Assim como na reacdo de Feulgen, o maior nimero de células apoptéticas foi
encontrado nos cortes histolégicos do grupo GSh, com vdrias células positivas por campo
observado. No GAf, também observamos a presenca dessas células, entretanto, com freqii€ncia
menor por corte. O GC ndo apresentou resultados positivos para células apoptéticas, permitindo,
apenas, a observagdo de uma leve coloracao de fundo do tecido pulmonar (PRANCHA II).

A coloracdo de TUNEL utilizada nesse trabalho foi empregada para comprovaciao da

ocorréncia da apoptose, sem o intuito de quantificacao dessas células.
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Figura 3
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Figura 3: Grifico representando celularidade em Pulmio dos grupos Controle (GC), A.
Sfumigatus (GAf) e Shiitake (GSh). * p<0.05 (teste t de Student).

Podemos observar que, embora os neutréfilos sejam as células encontradas com maior
freqiiéncia, nao ocorreu diferenca estatisticamente significante entre os grupos estudados,
entretanto, podemos notar o aumento de linfécitos presentes nos pulmdes dos animais submetidos
a inalacao de esporos de Aspergillus fumigatus e Shiitake.

70



Prancha 11

71



IV.VL. RT-PCR
A partir do banco de cDNAs provenientes de tecido pulmonar e células esplénicas,
realizou-se PCRs para detec¢io da expressdao de mRNA das citocinas IL-2, IL-4, IL-5, TNF-q,
IFN-y e dos componentes apoptoticos Fas, Fas Ligante (Fas-L) e Bcl-w, utilizando-se a
ciclofilina'® como controle interno de expressdo. A andlise dessas PCRs foi realizada através de

gel de agarose 1,5%.

IV.VI.1. EXPRESSAO DE mRNA DE CITOCINAS Ty1 E Ty2 EM PULMOES

A expressdo de IL-12, TNF-o e IFN-y nos pulmdes dos grupos Shiitake e A. fumigatus
foram significativamente maiores (p<0.05) do que os niveis encontrados no grupo controle
(Figura 4 A). A comparacdo dos niveis de expressdo dessas mesmas citocinas entre os grupos
GSh e GAf ndo mostrou diferencas estatisticas.

E importante ressaltar que nio foram detectados niveis de expressdo das citocinas IL-2 e
IL-4 em nenhum dos grupos estudados, e que apenas o GSh apresentou a expressdo de mRNA de

IL-5 (Tabela 2).

IV.VI1.2. EXPRESSAO DE mRNA DE CITOCINAS Tyl E Ty2 EM CELULAS
ESPLENICAS

Os niveis de expressdo nas células esplénicas de mRNA de IL-12 e IFN-y nos grupos
Shiitake e A. fumigatus foram significativamente maiores (p<0.05) do que os niveis encontrados
no grupo controle. Além disso, comparados com o grupo controle, encontramos maior expressao

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

1 gene estrutural
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A comparacdo entre os grupos submetidos a inalacdo fiingica mostrou maior expressao
de TNF-a e IFN-y no grupo GSh e a expressao de IL-12 foi maior no GAf.
Nao houve diferenca estatistica entre os grupos Controle e Shiitake na expressdo de IL-

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

(Tabela 3).

IV.V1.3. EXPRESSAO DE mRNA DE COMPONENTES APOPTOTICOS EM PULMAO

Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas na expressao de mRNA
de Fas-L e Bcl-w nos pulmdes dos animais dos 3 grupos experimentais, entretanto, houve

aumento de expressdao de Bel-w no grupo Shiitake (Tabela 4).

No grupo GC nio foi detectada 0o mRNA de Fas. Por outro lado, os grupos GSh e GAf
apresentaram expressdao génica de Fas, contudo, sem diferencas estatisticas entre eles (Figura 5

A) (Tabela 4).

I1V.V1.4. EXPRESSAO DE mRNA DE COMPONENTES APOPTOTICOS EM CELULAS

ESPLENICAS

Detectamos nas células esplénicas de animais do grupo Shiitake os maiores niveis de
expressdao de mRNA das moléculas Fas-L e Bel-w, porém, sem diferenca significativa quando
comparados aos demais grupos (Figura 5 B) (Tabela 5).

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

expressao foi similar nos grupos GAf e GSh.
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Figura 4
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Figura 4: Graficos representando a expressdo de mRNA de citocinas avaliadas através de
RT_PCR provenientes de Pulmao (A) e Células Esplénicas (B) dos grupos Controle (GC), A
Sfumigatus (GAf) e Shiitake (GSh). * p<0.05 (teste t de Student).

No Gréfico A, podemos observar a expressdo génica aumentada de IL-12, TNF-a e IFN-y nos
pulmdes dos animais dos grupos GAf e GSh, em relacdo ao controle. Além disso, podemos
verificar a presenga de IL-5 apenas nos animais submetidos a inala¢do de Shiitake.

No Gréfico B, verificamos a expressdo aumentada de IL-12, TNF-a e IFN-y nas células
esplénicas dos grupos GAf e GSh, com padrio semelhante ao encontrado nos pulmdes dos
mesmos grupos, sugerindo acdo modulatéria provocada dos fungos para padrao Tyl.
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Tabelas 2 e 3

UA IL-2 UA IL-4 UA IL-5 UAIL-12 UATNF-oo UAIFN-y

GC 0 0 0 29 £13 39 £13 0
GAf 0 0 0 96 19 92 £16 88 £8
GSh 0 0 24 £11 116 £21 111 £19 139 £27

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

UA IL-2 UA IL-4 UA IL-5 UAIL-12 UATNF-oo UAIFN-y

GC 47 £8 60 £18 73 £33 40 £8 36 £2 1213
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: Niveis de mRNA de citocinas expressos em células esplénicas, apresentados como a média de
Unidades Arbitrarias (UA) com o respectivo erro padrao, dos Grupos Controle (GC), Aspergillus
Sfumigatus (GAY) e Shiitake (GSh).
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Figura 5
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Figura 5: Gréficos representando a expressio de mRNA avaliada através de RT-PCR de
componentes apoptoticos em Pulmao (A) e Células Esplénicas (B) dos grupos Controle (GC), A
fumigatus (GAf) e Shiitake (GSh).

Nao foram observadas diferencas significativas nas expressoes entre os trés grupos para Fas-L e
Bcl-w em nenhum dos dois compartimentos estudados, entretanto, apenas os grupos GAf e GSh
expressaram Fas tanto nos Pulmdes (A) quanto nas Células Esplénicas (B) dos animais
submetidos a inalacdo, porém, sem diferencas significativas entre os grupos.
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Tabelas 4 ¢ 5

UA Fas UA Fas-L UA Bcel-w

GC 0 46 £31 108 £5
GAf 70 £40 59 £14 104 £12
GSh 100 £31 S51£17 146 £38

Tabela 4: Niveis de mRNA de componentes apoptéticos expressos em pulmdes, apresentados como a
média de Unidades Arbitrarias (UA) com o respectivo erro padrao, dos Grupos Controle (GC), Aspergillus
Sfumigatus (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: Niveis de mRNA de componentes apoptéticos expressos em células esplénicas, apresentados
como a média de Unidades Arbitrarias (UA), com o respectivo erro padrdo, dos Grupos Controle (GC),
Aspergillus fumigatus (GAf) e Shiitake (GSh).
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Discussdo

A producgio e comercializagao do cogumelo Shiitake t€m aumentado em diversos paises,
principalmente no ocidente, uma vez que descri¢des sobre os beneficios a saide atribuidos a ele
sao extensamente divulgados. Como conseqiiéncia, relatos de exposi¢do ocupacional com
manifestacoes clinicas pulmonares e dermatite alérgica em produtores e consumidores sdo cada
vez mais freqlientes na literatura. Assim, o interesse pelas alteracdes imunoldgicas

potencialmente provocadas pelo Shiitake também tem crescido.

Nesse trabalho, investigamos a modulacdo imunoldégica em modelo experimental de
exposi¢do pulmonar aos esporos do cogumelo de forma semelhante a exposicdo ocupacional,
uma vez que os camundongos eram expostos aos esporos de shiitake puros. Para isso, estudamos
a expressdo de citocinas dos subtipos celulares Tyl e Ty2 e de componentes apoptdticos no
pulmao e células esplénicas, representando as respostas locais e sistémicas. Como 0s mecanismos
envolvidos nesses processos ainda ndo estdo claros, utilizamos como controle positivo de
modulagdo as respostas provocadas pelo fungo Aspergillus fumigatus, amplamente estudadas na
literatura.

O sucesso das respostas imunoldgicas para eliminag¢do de esporos fingicos presentes no
ambiente depende da relacdo entre resposta imune inata, incluindo células apresentadoras de
antigeno, neutréfilos e macréfagos (BOZZA, et al., 2002), e resposta imune adaptativa, onde o
subtipo celular recrutado e o padrio de citocinas liberado influenciam a resisténcia ou
susceptibilidade do hospedeiro (CENCI et al., 1997, KURUP et al., 1998, CENCI et al., 1998,
ROILIDES et al., 1998, CENCl et al., 2000, BOZZA, et al., 2002).

As respostas onde o subtipo Ty2 predomina favorecem o aparecimento de condig¢des
patoldgicas, principalmente em individuos asmaéticos, estando relacionada com a susceptibilidade

do hospedeiro a infeccdo. Por outro lado, respostas do tipo Tyl estdo relacionadas com a
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Discussdo

resisténcia a infec¢do, tanto em humanos quanto em modelos experimentais de exposi¢ao flingica
(CENClI et al., 1998, ROILIDES et al., 1998, CENCI et al., 2000).

A imunidade inata € a principal via de eliminacdo de fungos que invadem os pulmdes e
consiste nos macréfagos alveolares, que através de citocinas recrutam neutréfilos, para
eliminacdo de hifas (MEHRAD, et al., 1999). Além disso, células dendriticas (CD) pulmonares
também sdo responsdveis pela fagocitose e apresentacdo desses agentes para células da
imunidade especifica, como demonstrado em estudos com camundongos da linhagem BALB/c.

Ap6s administracdo intratraqueal de esporos e hifas de Aspergillus fumigatus, BOZZA
et al. (2002) demonstram que a fagocitose de esporos pelas células dendriticas induz a secrecao
de IL-12, com ativagdo de células do tipo Ty1, que secretam IFN-y para elimina¢@o dos conideos.
Por outro lado, a fagocitose de hifas pelas CD pulmonares resulta em respostas do tipo Ty2, com
secrecdo de IL-4 e IL-10, favorecendo a patogenicidade do fungo, entretanto, os mecanismos
exatos envolvidos nessa ativacdo ainda ndo sao totalmente conhecidos (BOZZA et al., 2002).

Quando macroéfagos sdo expostos aos conideos de Aspergillus fumigatus, in vitro e em
modelos de aspergilose pulmonar experimental secretam mediadores inflamatérios, como TNF-o
e IL-1, promovendo respostas do tipo Tyl, além de recrutamento de mais células para o pulmao,
como neutréfilos e células da imunidade especifica, através da inducdo de expressdo de
moléculas de adesdo nas células endoteliais, facilitando o influxo dessas células para o local de
injuria (MEHRAD et al., 1999).

O desenvolvimento de imunidade adquirida protetora contra os esporos de A. fumigatus
€ comprovado, ainda, por experimentos com imunizacdo de camundongos BALB/c através de
administracao intravenosa (iv) de dosagens subletais de conideos, resultando em producdo de

linfécitos TCD4" especificos, que pode ser observado apds subsegiiente administracdo de

80



Discussdo

conideos, com secrecdo de IFN-y pelos Tyl e IL-12 pelos macréfagos, impedindo a morte dos
animais. Nesse mesmo estudo, comprovou-se que dosagens elevadas (10 conideos iv)
administradas aos animais levam a respostas do tipo Ty2, com secrecdo de IL-4, seguida da morte
do animal 3 a 4 dias ap6s a infeccdo. Ainda foi detectado o mRNA de IFN-y e IL-10 nos
esplendcitos dos animais infectados, sendo que nos animais que adquiriram resisténcia a infeccao

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

Muitos polissacarideos e complexos polissacarideos de cogumelos tém sido
considerados como agentes antitumorais e imuno-modulatérios e tem sido proposto um
mecanismo de imuno-modulagdo celular.

O Lentinan'' tem sido empregado clinicamente no Japdo como imuno-potencializador
na terapia contra o cancer (LIU F et al., 1999) onde potencialmente age como adjuvante de
orientagdo para células T contra varios tipos de tumores (KEREKGYARTO et al., 1996).

Ap6s injecdo intraperitoneal (ip) de Lentinan em camundongos ICR, os esplendcitos e
células de exsudato peritoneal apresentaram aumento de expressdo de TNF-a e IL-1. A IL-1
geralmente ndo € expressa sem estimulo, e a deteccio de mRNA de IL-1 nos esplendcitos e
células de exsudato peritoneal dos animais que receberam Lentinan demonstra sua propriedade
imuno-estimulante. O aumento de IL-1 promove a maturacio de células T e mondcitos e induz a
producdo de outras citocinas, como TNF-a e IFN-y, que podem estar associados com a atividade
antitumoral do Lentinan (LIU F et al., 1999).

KEREKGYARTO et al. (1996) estudaram a ativagio de macréfagos e produgio de

TNF-o ap6s tratamento in vitro e in vivo com Lentinan e observaram a citotoxicidade antitumoral

' extrato aquoso do corpo de frutificacio do Shiitake
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de macréfagos peritoniais contra adenocarcinoma TA3/Ha tanto in vivo quanto in vitro, além do
aumento de secrecdo de TNF-a, sendo que essas respostas foram dose-dependentes, provando o
efeito direto do Lentinan sobre os macréfagos.

Outros dois complexos polissacarideos do Shiitake, LE e KS—212, também tém sido
estudados, e foi demonstrado o aumento de expressdo de mRNA de IL-2 e TNF-a em células
mononucleares de bacos de camundongos BALB/c e células mononucleares periféricas humanas
que foram submetidas a cultura com diferentes concentragdes de LE, sugerindo a capacidade
desse complexo polissacarideo de induzir respostas imunes. O polissacarideo 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 producio de IFN-y (LIU M, et al., 1998).

Nossos resultados mostraram aumento na expressao de mRNA das citocinas 1L.-12,
TNF-o e IFN-y nos pulmdes e células esplénicas dos animais expostos aos esporos de Shiitake e
Aspergillus fumigatus, caracterizando resposta do tipo Tyl, sugestivo de resisténcia a infecg¢ao,
observada pela auséncia de colonizagdao pulmonar e sobrevivéncia dos animais até 0 momento de
sacrificio (7 dias ap6s dltima inalagdo).

Em um estudo realizado com exposi¢do intratraqueal de esporos de Aspergillus
fumigatus, de forma semelhante aos nossos experimentos (2x/semana/5semanas), CENTERO-
LIMA et al. (2002) também detectaram IFN-y, TNF-a e IL-12 nos pulmdes e IFN-y, TNF-o e IL-
4 nos bacos dos camundongos CD1 expostos.

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

desses polissacarideos em estimular a producdo de TNF-o, IFN-y, 1L-1 e IL-2

2 extraidos do micélio do cogumelo Shiitake
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(KEREKGYARTO et al., 1996, LIU M, et al., 1998, LIU F et al., 1999). A detecgio desse
padrao de expressdao de citocinas apds exposicdo ao cogumelo Shiitake e seus produtos em
diferentes modelos experimentais corroboram seu efeito imuno-modulatério.

O recrutamento de células inflamatérias nas repostas pulmonares contra fungos é
dependente das citocinas pré-inflamatorias liberadas (CENCI et al., 1998; WILEY et al., 2001,
TANG et al., 2001), e o TNF-a tem papel critico na indu¢do e manuteng¢do dessa resposta em
modelos animais e em humanos (MEHRAD, et al., 1999).

MEHRAD et al. (1999) demonstraram que 2 dias apds administracdo it de conideos de
Aspergillus fumigatus inicialmente ocorre a infiltrac@o intra-alveolar e peri-bronquica de células
inflamatérias predominante em neutréfilos e em menor quantidade, de células mononucleares.
Entretanto, no 4°. dia apés a administra¢do, o infiltrado é caracteristicamente mononuclear. Os
conideos s6 sdo observados entre os dias 2 e 5, quando somem completamente. O TNF-o
aumenta rapidamente, atingindo um platd permanente em torno de 24hs, indicando sua relacdo
com as células recrutadas.

No presente trabalho, encontramos infiltrado inflamatério com predominio de células
mononucleares (linfécitos) nos pulmdes dos animais expostos tanto aos esporos de A. fumigatus
quanto aos esporos de Shiitake. Contudo, ndo detectamos diferencas estatisticas quanto a
presenca de neutréfilos e macréfagos. KURUP er al. (2001) também encontraram infiltrado
inflamatério de linfécitos em animais sensibilizados por via intratraqueal com antigenos de
Aspergillus fumigatus 2x/semana/4semanas. Esses achados foram associados a agdo do TNF-a no
recrutamento dessas células, através dos experimentos de MEHRAD, et al. (1999) com o fungo

A. fumigatus. Nao observamos aumento de eosinéfilos nos pulmdes dos animais expostos aos

83



Discussdo

esporos de Shiitake, mesmo tendo sido detectado IL-5. Entretanto, SCHUYLER et al. (1998)
sugerem que a liberacdo de TNF-a e IFN-a provoca a diminui¢@o de células Ty2-dependentes.
Comparando-se as expressdes das citocinas Tyl e dos componentes apoptdticos em
nossos experimentos, verificamos que existe relacdo entre o aumento da expressdao dessas
citocinas e a ocorréncia da apoptose, uma vez que no grupo controle, onde os niveis das citocinas
sdo baixos, ndo ocorreu a expressdo de Fas e ndo foi observado o processo apoptdtico nesses
animais. Por outro lado, nos pulmdes dos grupos Shiitake e A. fumigatus, cujas expressdes dessas
citocinas apresentaram-se aumentadas, detectamos a expressao génica de Fas, com observacao do

processo apoptotico através das coloragdes 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 peptidicos do proprio
Shiitake, além de apresentar o possivel envolvimento desses agentes na ocorréncia de apoptose.
Esses dados poderdo servir como base de estudo para posteriores investigacdes sobre a acdao dos
esporos de Shiitake em exposicdes ocupacionais, onde ocorre o desenvolvimento de respostas
Ty2 nos produtores, com manifestacdes de alveolite alérgica extrinseca, dermatite atdpica e
sintomas asmadticos (VAN LOON et al., 1992, NAKAMURA, 1992, SENTI et al., 2000).
Sugerimos que esse conjunto de manifestagdes esteja associado, além das caracteristicas do
antigeno, a sua concentracdo. No caso de exposicoes a concentracdes elevadas de esporos, a
resposta é direcionada para o subtipo celular Ty2, por outro lado, exposi¢cdes a baixas
concentracdes levam a respostas do tipo Tyl, com desenvolvimento de resisténcia a instalacao do

fungo.
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Se os dados experimentais apresentados no presente trabalho forem correspondentes
com a clinica, e considerando o fenétipo T2 dos individuos susceptiveis aos esporos de Shiitake,
€ possivel presumir que medidas preventivas e imuno-profildticas, através de imunoterapia
especifica com antigenos do cogumelo, equilibrem a resposta Tyl desses individuos, impedindo

as reacOes alérgicas ao Shiitake, além de proporcionar resisténcia a instalacdo dos esporos no

hospedeiro.
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Conclusoes

A partir dos dados obtidos, podemos concluir que:
& No modelo de exposi¢do fingica empregado no presente trabalho, a exposi¢ao aos
esporos do cogumelo Shiitake modula positivamente a expressao de citocinas TH1

(IL-12, TNF-a e IFN-y) no pulmao e bago.

@ A exposicdo aos esporos de Shiitake induz o aparecimento de infiltrado
inflamatério predominante em linfécitos, com presenca de neutréfilos e
macré6fagos, responsdveis pela protecdo do hospedeiro, impedindo a colonizagdo

do pulmao pelo fungo.

@ Os esporos de Shiitake promovem a expressio da molécula Fas nos dois
compartimentos estudados, que associado a deteccdo morfolégica através das
técnicas de Feulgen e TUNEL, sugerem a capacidade desses esporos em induzir

apoptose.

& Os resultados apresentados sugerem o mesmo padrao na expressio das citocinas

e componentes apoptéticos semelhantes aos encontrados para o fungo

Aspergillus fumigatus.

@ A utilizagdo de imuno-terapia profildtica, com antigenos especificos, em

produtores de Shiitake deve ser estudada.
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