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I – Resumo 

 

A paracoccidioidomicose é uma das mais importantes micoses sistêmicas da 

América Latina e a resistência ao agente é fortemente dependente da resposta 

imune do hospedeiro. Devido à rica composição nutricional e suas propriedades 

medicinais o cogumelo comestível Agaricus blazei é amplamente utilizado na 

medicina tradicional. Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar se a 

suplementação nutricional de camundongos infectados por P. brasiliensis, com o 

cogumelo A. blazei, contribui para a manutenção de seu estado nutricional e de sua 

competência imunológica. Para isso, camundongos BALB/c foram infectados por via 

intratraqueal com leveduras de Pb 18 e suplementados dieteticamente com  o 

cogumelo acrescentado à ração comercial. Os animais foram sacrificados aos 7 ou 

14 dias pós-infecção para avaliar o grau de infecção no pulmão, baço e fígado e do 

efeito do tratamento sobre a capacidade de resposta imune celular. Os animais 

infectados apresentaram perda de peso no início da infecção, com recuperação 

após duas semanas. Os animais infectados e suplementados com ração 15% 

tiveram maior perda de peso, bem como menor nível de recuperação em relação ao 

peso inicial. Os parâmetros bioquímicos indicam que as funções hepáticas e renais 

sofreram alterações decorrentes da infecção mas os efeitos da suplementação 

nutricional foram de pouca relevância. O tratamento provocou exacerbação da 

infecção na fase inicial (7 dias), acompanhada de intensa redução da atividade 

linfoproliferativa. A resistência dos animais parece restaurada aos 14 dias nos 

animais que receberam 5% de cogumelo na ração, observando-se redução de 

fungos viáveis nos pulmões, restauração da capacidade de resposta proliferativa dos 

esplenócitos, aumento nos níveis de TNF-α e redução de IL-4 nos pulmões e 
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discreto aumento de IFN-γ no baço. Em conjunto, nossos resultados  sustentam 

parcialmente nossa hipótese inicial, indicando que a suplementação ajuda os 

animais a restabelecerem sua resposta imune celular na segunda semana. 

Entretanto, o cogumelo, quando em excesso (15%) ou se administrado no início da 

fase aguda, pode facilitar a instalação do agente infeccioso e determinar o 

estabelecimento de uma doença mais grave. 
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II – Abstract  

Paracoccidioides is one of the main systemic mycosis in Latin America and 

the host resistance to the fungus Paracoccidioides brasiliensis, is strongly dependent 

on the immune responsiveness. Due to it rich nutritional composition and medicinal 

properties, the edible mushroom Agaricus blazei is widely used as traditional 

medicine. Then, our goal was to investigate whether the nutritional supplementation 

with A. blazei helps P. brasiliensis-infected mice to keep their nutritional status and 

immunocompetence. For this purpose, BALB/c mice were infected for intratracheal 

route with Pb 18 yeasts and fed with comercial chow supplemented with dried and 

powdered A. blazei fruiting bodies. Animals were evaluated at the 7th and 14th day 

on the infection levels, in lung, spleen and liver, and on cellular 

immunoresponsiveness. Infected mice showed weight loose in the beginning of the 

infection that was partially restored after 2 weeks. Infected animals, supplemented 

with 15% of A. blazei showed the higher weight loose, as well as lower restoring 

levels. Biochemical parameters indicate that the infection itself interfered in the liver 

and kidney functions but no relevant effect of nutritional supplementation was 

detected. The treatment induced infection exacerbation at the first week that was 

followed by intense decrease of lymphoproliferative activity of spleen cells. The 

resistance of mice against P. brasiliensis appears to be restored by the 14th day in 

those mice eating feed with 5% A. blazei. This view is supported by the observation 

that such animals have lower number of viable fungus inside the lungs than controls 

(group Pb), and also restored the lymphoproliferative activity. We also observed 

increased levels of TNF-α and decreased levels of IL-4 in the lungs and slight 

increase of INF-γ in the spleen. Altogether, our results partially supported our initial 

hypothesis, indicating that the nutritional supplementation helps restoring the cellular 
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immuneresponsiveness by the second week. However, the excessive 

supplementation (15%) or the administration during the early acute phase can 

enhance the infection and drive it to a severe disease. 
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III – Introdução 

 A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistêmica que se manifesta 

endemicamente na maioria dos países da América Latina, especialmente no Brasil, 

Argentina, Colômbia e Venezuela [1]. Seu agente etiológico, o Paracoccidioides 

brasiliensis, é um fungo imperfeito e dimórfico, que se apresenta sob a forma de 

micélio à temperatura ambiente e na forma de levedura in vivo e quando cultivado a 

37ºC em meios de cultura enriquecidos [2] [3] [4].  

A temperatura parece ser o fator determinante do dimorfismo desse fungo [5], 

embora fatores nutricionais do meio de crescimento possam estar envolvidos na 

regulação desse fenômeno [6]. 

A doença afeta principalmente trabalhadores rurais, que estão 

constantemente em contato com a vegetação e o solo. Na forma aguda da doença, 

jovens de ambos os sexos são afetados na mesma proporção, porém, na forma 

crônica do adulto há predominância de homens em relação às mulheres afetadas, 

sendo esse processo relacionado a um efeito protetor promovido pelos hormônios 

femininos. De fato, estudos in vitro demonstram que estrógenos inibem a 

transformação de micélios ou conídios em leveduras, interferindo na instalação da 

infecção [7] [8] . Paralelamente, foi demonstrada a presença de receptores para 

estrógeno tanto na fase micelial como na leveduriforme do fungo [9] [10].  

Evidências epidemiológicas e experimentais sugerem que a infecção natural 

se inicia após inalação dos conídios ou fragmentos do micélio presentes em água, 

plantas e solo, que penetrariam no hospedeiro pelas vias aéreas e, ao atingirem o 

pulmão, iniciam a transformação em leveduras com múltiplos brotamentos após 12-

18h, provocando o chamado complexo primário pulmonar [11] [12]. Desse modo, 
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lesões primárias ocorrem com maior freqüência nesse órgão, dando origem a uma 

infecção subclínica. Essa infecção pode manter-se latente, caracterizando a 

paracoccidiodomicose-infecção, identificada pela ausência de sinais ou sintomas 

clínicos, embora ocorra o desenvolvimento de uma resposta imune específica, que 

pode ser evidenciada pela reação de hipersensibilidade tardia no teste intradérmico 

com paracoccidiocodina (HT) [11] [13].   

A infecção pode progredir para a paracoccidiocomicose-doença com 

disseminação para outros órgãos por via linfohematogênica [14]. Clinicamente, 

podem ser diferenciadas duas formas de apresentação da doença, conhecidas como 

infecção aguda e crônica. A forma aguda da doença, também referida como forma 

juvenil, por afetar preferencialmente indivíduos jovens, é considerada a mais grave e 

de evolução rápida, caracterizando-se especialmente pelo envolvimento do sistema 

fagocítico-monocitário e podendo afetar baço, fígado, linfonodo e medula óssea. A 

forma crônica da doença corresponde a mais de 90% dos casos e atinge, com mais 

freqüência, indivíduos adultos que sofrem instalação lenta e gradual e duração 

prolongada, apresentando amplo espectro de manifestações. Observa-se alta 

freqüência de dano pulmonar e o microrganismo pode disseminar-se para outros 

órgãos e tecidos, formando lesões secundárias nas mucosas, pele, linfonodos e 

glândulas adrenais [15].  

Vários fatores podem contribuir para o estabelecimento da infecção, 

disseminação do agente infeccioso e gravidade da doença, destacando-se a 

virulência da amostra infectante, a carga de partículas infectantes e os fatores 

ligados ao hospedeiro, como idade, sexo, bagagem genética, estado nutricional e 

capacidade de desenvolver uma resposta imunológica eficiente [7] [16]. Em relação 

a este último fator, estudos clínicos e experimentais têm sugerido a interação entre 



 21 

mecanismos específicos e inespecíficos de defesa na determinação da resistência 

ao P. brasiliensis  [17] [18] [19] [20]. 

Tanto nas primeiras fases da infecção, durante o desenvolvimento de uma 

resposta imune inata, quanto durante a resposta imune especifica, monócitos e 

macrófagos desempenham um papel efetor essencial induzindo uma resposta 

inflamatória ou atuando diretamente contra o fungo. No entanto, os estudos deixam 

clara a importância de um processo de ativação para que essas células exerçam 

essas atividades. Trabalhos têm mostrado que esse processo depende do contato 

das células com citocinas como o IFN-γ e TNF-α. Nesse sentido, observou-se que 

macrófagos peritoneais e pulmonares de camundongos normais não ativados in 

vitro, são incapazes de limitar a multiplicação de leveduras do P. brasiliensis 

fagocitadas. No entanto, após o processo de ativação com IFN-γ, essa células 

adquirem capacidade de destruir os fungos [21].  Cano et al. [22]  verificaram que 

macrófagos cultivados em presença  de citocinas obtidas de células de baço de 

animais imunizados aumentaram a sua capacidade de destruir conídios, assim como 

inibiram a  transformação de conídios em leveduras [23]. 

No que se refere às células humanas, os resultados revelaram que monócitos 

e macrófagos de indivíduos normais quando ativados por IFN-γ inibem o crescimento 

intracelular do P. brasiliensis [24]. Outros  trabalhos mostraram que a pré-incubação 

de monócitos com IFN-γ não induz essas células a uma atividade fungicida eficiente 

contra cepa virulenta do P. brasiliensis. Essa atividade é adquirida somente após a 

pré-incubação com TNF-α ou TNF-α mais IFN-γ [25] ou GM-CSF [26].  

Quando as células são desafiadas com cepa de baixa virulência, a pré-

ativação apenas com IFN-γ é suficiente para aquisição de uma atividade fungicida 

eficiente, demonstrando que na dependência da cepa utilizada, o processo de 
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ativação das células fagocitárias pode necessitar de sinais dados por diferentes 

citocinas.   

Em relação aos mecanismos através dos quais os monócitos e macrófagos 

ativados exercem sua atividade, estudos demonstraram que a atividade fungicida de 

monócitos humanos ativados  com TNF envolve a geração de metabólitos do 

oxigênio como a H2O2  [27].  A atividade antifúngica de macrófagos murinos ativados 

com IFN-γ envolve a participação dos metabólitos do nitrogênio como o NO [28]. No 

entanto, trabalho mais recente demonstrou que tanto H2O2 como o NO  participam 

da atividade fungicida de macrófagos murinos ativados com TNF ou IFN [29]. 

 É importante destacar que o processo de ativação das células fagocitárias já deve 

ocorrer durante o desenvolvimento de uma resposta inata contra o fungo. As fontes 

das principais citocinas envolvidas, o IFN-γ e TNF-α, nesta fase, seriam as células 

NK para o IFN-γ  [30] [31] ou os próprios macrófagos alveolares  ativados pelo 

contato com o fungo, no caso do TNF. Segundo Figueiredo et al. [32], tanto cepas 

de P. brasiliensis quanto frações da parede celular, ricas em β-glucanas são 

capazes de induzir níveis elevados de TNF-α, sendo possível sua detecção em soro 

de camundongos inoculados por via intraperitoneal com o fungo. As frações e a β-

glucana purificada estimularam a secreção in vitro de TNF-α por macrófagos 

murinos, sugerindo que essa citocina é produzida em resposta ao P. brasiliensis e 

regulada por vários constituintes da parede celular do fungo.  Calvi et al. [25], 

verificaram que a produção de TNF-α por monócitos humanos, infectados in vitro 

com a cepa de menor virulência (Pb 265), induziu níveis mais elevados de TNF-α 

em comparação à cepa virulenta (Pb 18). Além disso, níveis mais elevados dessa 

citocina apresentaram correlação com a maior atividade fungicida dos monócitos, 

demonstrando a importância do TNF-α nesse mecanismo. Assim, os níveis dessa 



 23 

citocina poderiam variar na dependência da virulência ou da composição da parede 

celular da cepa com a qual o indivíduo entra em contato, e consequentemente 

interferir na evolução da doença.  A incubação de monócitos humanos com IFN-γ 

mais fração de parede do P.brasiliensis rica em β-glucana, induziu essas células a 

uma maior produção de TNF-α  com consequente aumento da atividade fungicida  

[33]. 

  Durante a evolução da infecção, as citocinas ativadoras devem ser geradas 

por elementos da resposta imune adaptativa , como os linfócitos CD4 Th1.  No 

entanto, estudos em pacientes e modelos experimentais têm demonstrado que essa 

resposta encontra-se muito deficiente. Neste contexto, os primeiros estudos 

referentes à avaliação da resposta imune celular e humoral na doença mostraram de 

uma forma bastante clara que os pacientes apresentam diferentes graus de 

comprometimento da resposta imune celular, variando desde a total anergia até 

respostas aparentemente preservadas [34] [35] [36] [37] [38] [39]. O maior grau de 

anergia é geralmente observado por ocasião do diagnóstico, com tendência à 

normalização da resposta com a evolução do tratamento [36]. Em relação às formas 

clínicas demonstrou-se que o comprometimento da resposta imune celular  é mais 

intenso na forma aguda do que na forma crônica da doença [35]. De forma 

semelhante, uma acentuada depressão da resposta imune celular é detectada em 

camundongos suscetíveis à infecção [40] [41]. Ao contrário da resposta imune 

celular, observa-se exacerbação da resposta humoral, justamente nas formas mais 

graves da doença humana [42] e em camundongos suscetíveis à infecção [17] [43] 

[44]. Trabalhos posteriores aprofundando os estudos sobre esse desequilíbrio da 

resposta imune na paracoccidioidomicose mostraram que pacientes com a forma 

juvenil apresentam produção aumentada de IgG4, enquanto  pacientes com a forma 
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crônica apresentam níveis mais altos de IgG1. Na foram juvenil, além de IgG4, ocorre 

produção aumentada de IgE, IgA, eosinofilia periférica e baixos níveis de IL-8, [45] 

[46], sugerindo que na paracoccidioidomicose existe  predominância de uma 

resposta do tipo TH2, resultando nas formas mais graves e disseminadas da doença.  

Confirmando esses dados, animais sensíveis à infecção apresentam altos níveis de 

anticorpos IgA, IgM, IgG1 e IgG2b específicos  para o fungo [17] [43] [44]. Reforçando 

os dados de sublasse de anticorpos, estudos sobre o padrão de citocinas 

caracterizaram que o grupo de indivíduos com parococcidiodomicose–infecção 

apresenta resposta imune associada ao padrão TH1, com elevada resposta 

linfoproliferativa a antígenos do fungo, teste cutâneo de HT positivo, ausência de 

anticorpos e níveis indetectáveis de IL-4, IL-5 e IL-10, com maior produção de IFN-γ. 

No entanto, pacientes com a forma juvenil, apresentaram depressão da resposta 

linfoproliferativa e níveis mais altos de IL-4 e IL-5, citocinas representativas do 

padrão TH2, quando comparados aos indivíduos somente infectados e àqueles com 

a forma crônica da doença [13].  

Outros trabalhos reforçam esses achados demonstrando que pacientes com 

paracoccidiodomicose produzem baixos níveis de IL-2 e IFN-γ, mas altos níveis de 

IL-10, associados à depressão da resposta imune celular [47] assim como altos 

níveis de IL-4, IL-5 e IL-1β [48].  Outros estudos ainda mostraram que os pacientes 

liberam baixas concentrações de IL-12 [49]  assim como expressam baixos níveis 

dos receptores para essa citocina [50]. Os trabalhos com animais de 

experimentação, mais uma vez reforçam os achados humanos. Os suscetíveis 

liberam um padrão de citocinas do tipo TH2 e os resistentes TH1 [17]  [51] [52] [53] 

[54]. 
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Além de polarização para uma resposta do tipo TH2, outros mecanismos 

podem estar envolvidos na depressão da resposta imune celular na 

paracoccidioidomicose. Particularmente em pacientes com a forma crônica, essa 

depressão pode ser atribuída à presença de células T reguladoras CD4
+CD25

+ [55]. 

Outros estudos têm mostrado uma associação entre baixa capacidade de resposta 

de células T de pacientes com aumento na expressão de enzimas indutoras de 

apoptose [56], assim como alta expressão de moléculas de superfície celular 

relacionadas a esse processo como FAS-FASL. A expressão de moléculas 

coestimulatórias responsáveis pelo envio de sinais de desativação das células T 

como a CTLA-4 também tem sido associada à ausência de resposta de células T 

aos antígenos fúngicos [57].  

  Em conjunto, os resultados relatados acima, mostram a necessidade de se 

estudar agentes com potencial efeito modulador da resposta imune, que poderiam 

reverter o quadro de imunossupressão característico da paracoccidioidomicose, 

visando interferências futuras nos pacientes.  

Outro fator anteriormente citado, que pode interferir na evolução da infecção 

pelo P. brasiliensis é o estado nutricional do hospedeiro, possivelmente em 

decorrência do seu efeito sobre o funcionamento do sistema imune. Assim, uma 

variedade de nutrientes como oligoelementos (Zn, Cu, Se) e o equilíbrio protéico-

calórico [58] são considerados fundamentais para a manutenção da homeostase 

imunológica. Além disso, determinados alimentos ou suplementos nutricionais 

podem aumentar a capacidade de resposta imune do hospedeiro, facilitando sua 

resposta e resistência à agentes patogênicos encontrados no meio. Tais alimentos 

são referidos como funcionais ou nutricêuticos, devido a sua capacidade de modular 

a função de órgãos ou sistemas específicos. 
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 Entre os alimentos nutricêuticos podemos destacar os cogumelos comestíveis 

e medicinais, cujos componentes bioativos possuem propriedades 

imunomoduladoras com capacidade potencial de interferir no curso das doenças. O 

consumo de cogumelos com fins terapêuticos/profiláticos remonta a milhares de 

anos [59], sendo encontrados em sua composição proteínas, carboidratos, gorduras, 

fibras, minerais, vitaminas, compostos bioativos [59] e complexos polissacarídicos 

que apresentam efeitos antitumorais e imunomodulatórios [60]. Popularmente, são 

empregados no tratamento e prevenção de doenças de caráter crônico como o 

câncer, a aids, diabetes, hiperlipidemia, aterosclerose e hepatites crônicas [59] [61] 

[62]. 

Entre os cogumelos medicinais, destaca-se o Agaricus blazei, popularmente 

conhecido como cogumelo-do-sol, um basidiomiceto que apresenta excelente valor 

nutricional, contendo proteínas, ácidos graxos, fibras, açúcares, minerais como P, 

Fe, Ca, Zn, Cu, Mn e vitaminas (B1, B2, C, K, D, niancina entre outras) [63]. Este 

cogumelo foi descoberto no sul do Estado de São Paulo (Mata Atlântica) no final dos 

anos 60 e os primeiros estudos sobre suas propriedades medicinais foram 

realizados no Japão, no início da década de 70. Embora o Japão e a China figurem 

como os principais produtores de A. blazei, o Brasil continua a ser um dos principais 

fornecedores para o mercado mundial, com produção crescente em diversos 

Estados. 

Os estudos experimentais têm demonstrado a ação antimutagênica e 

imunomoduladora desse cogumelo [59] [63] [64] [65]. Suas propriedades foram 

estudadas em vários modelos experimentais [59], demonstrando-se que o cogumelo 

apresenta complexos protéico-polissacarídicos com cadeias simples de (1→6)-β-

glicopiranosil (43,3%) e de proteínas (50,2%), com propriedades  imunoestimulantes 
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[63]. Assim, produtos do cogumelo A. blazei, especialmente as β-glucanas, têm a 

capacidade de estimular mecanismos imunológicos como a atividade fagocítica de 

macrófagos [66], atividade “natural killer” [65] [66] e de células T citolíticas [67] em 

camundongos.  

Há relatos de que o A. blazei promove ativação e expansão clonal de 

linfócitos T [68] e de que animais tratados com frações extraídas em água quente 

mostram aumento nas percentagens de células T (CD3+), T auxiliares (CD4+) e 

células T citolíticas (CD8+) [69]. Nakajima et al. [70] demonstraram que o extrato 

solúvel induziu aumento na produção de anticorpos e nas populações de 

granulócitos, células NK, macrófagos e linfócitos T e B. Fujimiya et al., [71], sugerem 

que a inibição do desenvolvimento tumoral, atribuído ao cogumelo, deve-se à 

estimulação da atividade NK e a geração de células citotóxicas específicas. No plano 

clínico, observou-se que a fração ABMK exerce efeito positivo sobre a atividade 

citotóxica das células NK de pacientes com câncer ginecológico submetidas à 

quimioterapia, além de melhorar alguns parâmetros de qualidade de vida associados 

aos efeitos colaterais do tratamento convencional, como a perda de apetite, 

alopecia, náusea ou vômito, condições emocionais e perda de tônus muscular [72]. 

Desse modo, hipotetisamos que polissacarídeos de A. blazei podem ser agentes 

imunomoduladores efetivos, não apenas da resistência antitumoral, mas também da 

resposta a agentes infecciosos diversos. 

Apesar da existência de numerosas publicações sobre o efeito do cogumelo e 

seus produtos em modelos tumorais, o potencial de uso do cogumelo em doenças 

infecciosas é pouco explorado. Nesse aspecto, observou-se que frações do 

cogumelo apresentam atividade antiviral, induzindo a secreção de citocinas por 

macrófagos [69]. Em estudo prévio, observamos que o extrato polissacarídico de A. 
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blazei aumenta a atividade fungicida de macrófagos peritoniais murinos contra 

Candida albicans [73]. Observamos também que a administração de um extrato 

polissacarídico de A blazei a camundongos infectados com P. brasiliensis promove 

aumento na atividade fungicida de macrófagos peritoniais, aumento na produção de 

H2O2 e NO, e interferência na resposta de perfil Th2 induzida pela infecção, 

reduzindo o número de células produtoras de IL-4 e aumentando o número de 

células produtoras de IL-12, além de potencializar a produção de IFN-γ e TNF-α [74]. 

O cogumelo também é popularmente consumido para auxiliar no tratamento 

de várias doenças crônicas incluindo diabetes, hiperlipidemia, aterosclerose e câncer 

[75] [76] [77]. No entanto, não existem dados epidemiológicos e experimentais sobre 

os efeitos benéficos deste cogumelo sobre a atividade bioquímica de função renal, 

hepática, lipídios, glicose e proteínas. 

Os aminoácidos provenientes do catabolismo protéico são desaminados com 

a produção de amônia. Como esse composto é potencialmente tóxico, é convertido 

em uréia no fígado. O nível de uréia no plasma é afetado pela função renal, 

conteúdo protéico da dieta e teor do catabolismo protéico, estado de hidratação do 

paciente e presença de sangramento intestinal. Apesar destas limitações, entretanto, 

o nível de uréia ainda serve como índice preditivo da insuficiência renal sintomática e 

no estabelecimento de diagnóstico na distinção entre várias causas de insuficiência 

renal. A creatinina é produzida como resultado da desidratação não-enzimática da 

creatina muscular. A creatina por sua vez, é sintetizada no fígado, rim e pâncreas e 

é transportada para as células musculares e cérebro, onde é fosforilada à creatina-

fosfato. A creatina e a creatina-fosfato perdem ácido fosfórico e água e se 

transformam em creatinina, que não é reutilizada no metabolismo corporal, e esse 

resíduo de creatina é quase inteiramente eliminada por filtração glomerular. Como a 
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velocidade de excreção da creatinina é relativamente constante e a sua produção 

não é influenciada pelo metabolismo protéico ou outros fatores externos, a 

concentração da creatinina sérica é uma excelente medida para avaliar a função 

renal [78]. 

As enzimas aspartato aminotransferase, AST (TGO) e alanina 

aminotransferase, ALT (TGP) catalisam a transferência reversível dos grupos amino 

de um aminoácido para o α-cetoglutarato, formando cetoácido e ácido glutâmico. As 

aminotransferases estão amplamente distribuídas nos tecidos humanos e a atividade 

mais elevadas de AST encontram-se no miocárdio, fígado e músculo esquelético, 

com pequenas quantidades nos rins, pâncreas, baço, cérebro, pulmões e eritrócitos. 

A AST é encontrada principalmente no citoplasma do hepatócito, enquanto 80% da 

AST está presente na mitocôndria. O aumento do teor de AST pode indicar lesão 

muscular, dentre elas o infarto do miocárdio, enquanto o aumento da ALT indica 

lesão hepática [78].  

A bilirrubina é o principal produto do metabolismo do heme da hemoglobina. 

Cerca de 70% a 80% da bilirrubina são provenientes da destruição dos eritrócitos 

velhos, 15% de fontes hepáticas, e o restante é proveniente da destruição de 

hemácias defeituosas na medula ósse e nos citocromos. A hemoglobina é 

metabolizada no baço e no sistema reticuloendotelial, sendo degradadas em heme e 

globina, a anel heme é aberto, produzindo ferro livre e biliverdina, que é reduzida a 

bilirrubina pela enzima biliverdina redutase. Essa bilirrubina recém-formada circula 

no sangue ligada à albumina sérica e é transportada pelo sistema porta até o fígado, 

onde penetra no hepatócito. Uma vez dentro do hepatócito, a bilirrubina desliga-se 

da albumina e forma um complexo protéico com as chamadas proteínas Y e Z. Logo 
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depois, liga-se a um outro complexo  pelos ductos biliares. A bilirrubina eleva-se no 

soro na presença de lesões hepáticas, obstrução biliar ou quando a velocidade de 

destruição dos glóbulos vermelhos está aumentada. Assim, a bilirrubina direta está 

aumentada nas hepatites agudas e crônicas, nas reações tóxicas a várias drogas e 

nas obstruções do trato biliar [78]. 

O colesterol é o esterol componente das membranas celulares de mamíferos 

e precursor de 3 classes de compostos biologicamente ativos, os hormônios 

esteróides, ácidos biliares e vitamina D. É transportado no sangue principalmente 

pelas lipoproteínas  de densidade baixa (LDL)  e os distúrbios no metabolismo do 

colesterol exercem papel importante na etiologia da doença arterial coronária [78]. O 

LDL é a classe de lipoproteínas maléficas aos seres humanos, e transportam o 

colesterol do sítio de síntese, o fígado, até as células de vários outros tecidos. Outra 

classe de lipoproteína, as de alta densidade (HDL), podem transportar o excesso de 

colesterol dos tecidos de volta para o fígado, onde é utilizado para a síntese do 

ácido biliar. As LDL, quando em excesso, são responsáveis pelos depósitos 

arterioscleróticos nos vasos sanguíneos, formando placas que podem interromper o 

fluxo sanguíneo normal, favorecendo a ocorrência de doenças cardíacas [78].  

O triglicerídeo (triacilglicerol) é nome genérico de qualquer tri-éster oriundo da 

combinação do glicerol com ácidos, especialmente ácidos graxos, no qual as três 

hidroxilas sofreram condensação carboxílica com os ácidos. São reconhecidos como 

óleos ou gorduras, produzidos e armazenados no organismo para fins de reserva 

alimentar. Um triglicerídeo é formado pela união de três ácidos graxos a uma 

molécula de glicerol, cujas três hidroxilas ligam-se aos radicais carboxílicos dos 

ácidos graxos. São sintetizados no fígado intestino, sendo as formas mais 
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importantes de armazenamento e transporte de ácidos graxos. Os distúrbios nesta 

síntese promovem redução do catabolismo dessas partículas, aumentando os níveis 

de triglicerídeos plasmáticos. São ocasionados pela ingestão excessiva de alimentos 

ou, mais raramente, por mutação genética de enzimas da via metabólica dos 

lipídeos [78]. 

A glicose é a aldohexose mais importante para a manutenção energética do 

organismo.  Em condições normais, a glicose sanguínea (glicemia) é mantida em 

teores apropriados por meio de vários mecanismos regulatórios. A elevação da 

glicose circulante provoca a remoção pelo fígado de 70% da glicose que é então 

convertida em glicogênio para ser utilizada como fonte energética no jejum. A glicose 

é normalmente filtrada pelos rins sendo  quase totalmente reabsorvida pelos túbulos 

renais. Em todas as células, a glicose é metabolizada para produzir ATP e fornecer 

intermediários metabólicos necessários em vários processos biossintéticos [78]. 

As funções das proteínas plasmáticas incluem transporte, manutenção da 

pressão osmótica, tamponamento de alterações de pH, imunidade humoral, 

atividade enzimática, coagulação e resposta de fase aguda. A concentração das 

proteínas é determinada pela velocidade de síntese, velocidade de catabolismo e 

volume de líquido no qual as proteínas estão distribuídas. A maioria das proteínas 

são sintetizadas no fígado enquanto algumas são produzidas em outros locais, como 

imunoglobulinas pelos linfócitos. As proteínas são degradadas através do corpo e os 

aminoácidos liberados ficam disponíveis para a síntese de proteínas celulares [78]. 

Assim, considerando, por um lado, a rica composição nutricional e as 

propriedades imunoestimulantes do cogumelo A. blazei, e por outro lado a 

necessidade de uma resposta imune celular intacta para combater a infecção por P. 
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brasiliensis, o presente trabalho foi formulado para testar a hipótese de que a 

suplementação nutricional de animais com esse cogumelo pode melhorar a 

resistência à paracoccidioidomicose através da estimulação da resposta imune 

celular. 
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IV - Objetivos 

O objetivo geral do projeto foi avaliar o impacto da inclusão do cogumelo A. 

blazei na dieta, sobre a infecção experimental murina aguda com o P. brasiliensis, 

avaliando aspectos imunológicos, nutricionais e bioquímicos, tendo como objetivos 

específicos analisar: 

� O efeito da suplementação sobre o peso e sobrevida dos animais; 

� O grau da infecção nos órgãos-alvo através de ensaio de recuperação de 

fungos viáveis; 

� O efeito sobre os parâmetros bioquímicos de funções hepáticas, renais, 

lipídios e proteínas; 

� A produção de citocinas IL-6, TNF-α, IL-1O, IL-4 e IFN-γ no pulmão, baço e 

fígado; 

� O efeito do tratamento sobre a resposta linfoproliferativa de esplenócitos. 
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V – Delineamento do estudo  

Grupos de camundongos foram infectados com a cepa 18 de P. brasiliensis 

(Pb 18) por via intratraqueal, sendo em seguida submetidos à dieta suplementada 

com A. blazei (5 ou 15% do cogumelo acrescentado à mistura original). A mesma 

suplementação foi administrada a um segundo grupo de camundongos normais.  

Diferentes grupos de animais foram sacrificados aos 7 ou 14 dias pós-infecção para 

avaliação do grau de infecção no pulmão, baço e fígado e do efeito do tratamento 

sobre a capacidade de resposta imune celular. Por se tratar de um estudo de 

suplementação dietética, os animais foram também avaliados através de parâmetros 

que indicassem seu estado nutricional e suas funções hepáticas e renais.  

 

VI – Material e Métodos 

1 – Animais 

Foram utilizados camundongos machos de linhagens BALB/c, com idade 

entre 45 e 50 dias e peso médio de 20g, procedentes do Biotério do Laboratório de 

Pesquisa de Doenças Tropicais do Departamento de Doenças Tropicais, UNESP, 

Botucatu. Os animais foram mantidos no Biotério do Departamento de Microbiologia 

e Imunologia do Instituto de Biociências de Botucatu, UNESP, onde foi realizado o 

estudo, com suprimento de água e ração ad libitum. Todos os procedimentos 

envolvendo o manuseio dos animais seguiram as recomendações do Colégio 

Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA), após análise e aprovação pela 

Comissão de Ética em Experimentação Animal (CEEA) do Instituto de 

Biociências/UNESP (Proc 05/08). 

 

2 – Cultivo do P. brasiliensis 
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A infecção dos animais foi realizada com uso da cepa 18 de P. brasiliensis 

(Pb 18), mantida nos Laboratórios do Departamento de Microbiologia e Imunologia 

do Instituto de Biociências – UNESP – Botucatu, por subcultivos semanais à 37ºC no 

meio de cultura GPY contendo 1,5% de glicose, 1,0% de peptona e 0,5% de extrato 

de levedura. Para os experimentos de infecção foram obtidas leveduras das colônias 

com 6 dias de cultivo. 

 

3 – Preparo do inóculo e determinação da viabilidade do P. brasiliensis 

As células leveduriformes foram colhidas da superfície de meio de cultura com 

auxílio de alça de platina e transferidas para tubos estéreis contendo pérolas de 

vidro de 4mm de diâmetro e solução salina tamponada estéril (PBS), pH 7,2 e 

homogeneizadas em agitador de tubos tipo Vortex, por 3 ciclos de 10 segundos. A 

seguir, a suspensão de leveduras foi incubada à 37ºC por 5 minutos para sedimentar 

grumos não desfeitos durante a agitação. O sobrenadante, contendo células 

isoladas ou com poucos brotamentos foi colhido e alíquotas desta amostra utilizadas 

para contagem em câmara hemocitométrica tipo Neubauer, utilizando microscópio 

de contraste de fase. Foram consideradas como células viáveis, aquelas que 

apresentaram aspecto brilhante (refringente), enquanto as células mortas 

apresentaram-se com coloração escura. As amostras foram utilizadas somente 

quando a viabilidade do fungo foi superior a 80% [79], sendo a concentração de 

células fúngicas padronizada para 107leveduras viáveis/mL. 

 

 

4 – Infecção e tratamento 
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Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal (i.p.) com xilazina 

associado à quetamina, à concentração de 2,5% em PBS, à dose de 250mg/kg de 

peso corpóreo. Para a inoculação das leveduras de P. brasiliensis, os animais 

anestesiados tiveram suas traquéias expostas, sendo inoculados por via 

intratraqueal com 100µL de uma suspensão de 107leveduras/mL de Pb 18 (106 

leveduras/animal). Após infecção, os animais foram submetidos à dieta 

suplementada com 5 ou 15% de cogumelo (Grupos Pb/Ab 5 e Pb/Ab 15). O grupo 

controle de infecção foi constituído de animais infectados e alimentados apenas com 

a ração comercial (Grupo Pb). Animais normais também foram usados para 

constituição de grupos controle de ração (Ab 5, Ab 15 e Controle). Semanalmente os 

animais foram acompanhados para registro da sobrevida, peso corpóreo e consumo 

de água e ração. 

 

5 – Preparo da ração suplementada 

A base da alimentação dos camundongos foi a ração comercial Labina da 

marca Purina®, constituída por: proteína bruta (min) 23,00%; extrato etéreo (min) 

4,00%; matéria fibrosa (max) 5,00%; matéria mineral (max) 10,00%, cálcio 1,30% e 

fósforo (min) 0,85%. 

Esta ração foi reidratada, suplementada com 5 ou 15% de cogumelo A. blazei, 

seco e pulverizado. Entre os nutrientes encontrados no cogumelo incluem-se água 

(90%), proteína (2-40%), gordura (2-8%), hidratos de carbono (1-55%), fibra (3-32%) 

e minerais (8-10%) [80]. 

 

 

6 – Recuperação de fungos em órgãos-alvo 
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Os animais foram anestesiados e sangrados por punção cardíaca e o sangue 

depositado em tubos de ensaio para obtenção do soro. Fígado e pulmões dos 

animais foram removidos e pesados. Um fragmento de cada órgão foi macerado 

com 2mL de PBS estéril e 100µL dessa suspensão foram semeados em triplicata em 

placas de Petri contendo meio de cultura BHI-ágar (BIO-RAD), à 47g/L, acrescido de 

4% de soro de cavalo, 50µg/mL de gentamicina e 5% de extrato aquoso, preparado 

a partir de filtrado de cultura de leveduras do fungo cepa 192, cultivadas em meio 

GPY a  37ºC sob agitação  (120 rpm) por 7 dias [81]. A ocorrência de fungos viáveis 

nos órgãos-alvo foi demonstrada através da contagem das unidades formadoras de 

colônia e calculada por grama de peso de cada órgão (UFC/g). O sobrenadante da 

suspensão foi criopreservado para posterior quantificação de citocinas presentes nos 

tecidos. O baço foi dividido em 2 fragmentos, sendo um deles processado como 

descrito acima e o segundo utilizado para análise da atividade linfoproliferativa. 

 

7 – Parâmetros bioquímicos 

O soro obtido por punção cardíaca dos animais foi analisado quanto aos 

parâmetros bioquímicos de função hepática (AST, ALT e bilirrubinas), renal (uréia e 

creatinina), lipídios (colesterol e triglicerídeos), glicemia e proteínas. As amostras 

foram analisadas pelo método de química seca de forma quantitativa utilizando um 

autoanalisador de multicanais Vitros 950 (Johnson & Johnson – Wayne, PA – USA). 

Os valores de referência foram baseados no Guia de Referência Veterinária para 

camundongos fornecido pela Ortho-Clinical Diagnostics – Johnson & Johnson 

Company. 

 

8 – Dosagem de IL-6, TNF-αααα, IL-1O, IL-4 e IFN-γγγγ 
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A produção de IL-6, TNF-α, IFN-γ, IL-10 e IL-4 nos órgãos alvo foi 

determinadas pela reação de ELISA, em homogenatos de pulmão, baço e fígado. 

As placas de 96 alvéolos de fundo plano (Maxsorb-Nunc Life Tech Inc., MD, 

USA) foram sensibilizadas por 18h à 5°C com anticorpo monoclonal de camundongo 

específico para a citocina de interesse (R&D Systems), diluído em PBS, pH 7.2, à 

concentração de 2µg/mL (IL6 e IL10), 0.8 µg/mL (TNF-α) ou 0,5 µg/mL (IL4 e IFN-γ). 

Após esse período, os alvéolos  foram lavados 3 vezes com 300µL de PBS pH 7.2, 

com Tween 20 a 0,05% (PBST). O bloqueio da placa foi realizado com PBS 

contendo 5% de sacarose, 0,5% de Tween 20, 1% de soro albumina bovina (BSA) 

ou 10% de soro bovino fetal (SBF) e 0,005% de NaN3  (azida sódica) e incubada à 

temperatura ambiente, por 2 horas. A seguir, a placa foi lavada e foram adicionados 

100µL da citocina em diluição seriada para obtenção da curva padrão. Nos alvéolos 

restantes foram colocados 100µL dos sobrenadantes gerados conforme descrito no 

item 5.  

Após 2 horas de incubação à temperatura ambiente, as placas foram lavadas 

e adicionado o anticorpo policlonal biotinilado de cabra contra a citocina de interesse 

(R&D Systems), à concentração de 200 ng/mL (IL6), 400 ng/mL (IL10), 150 ng/mL 

(TNFα) e 0,5µg/mL (IL4 e IFN-γ), seguindo-se incubação por 2 horas à temperatura 

ambiente. A placa foi lavada novamente com PBST e adicionados 100µL de avidina 

conjugada com peroxidase (Sigma) diluída à 1:10.000 em PBS contendo 0,1% de 

BSA por 30 minutos à 37°C. Em seguida, adicionou-se 100µL do substrato 

enzimático, constituído por 12,5mL de tampão citrato-fosfato 0,1M, pH 5.0 contendo 

10µL de H2O2 a 30% (Sigma) e 1mg/mL de ortofenilenodiamina (Sigma). As placas 

foram incubadas à temperatura ambiente por 15 minutos, a reação foi bloqueada 

pela adição de 50µL de ácido sulfúrico 2M e a leitura da placa realizada em leitor de 
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ELISA (Multiskan EFLSB, Helsinki, Finland)  em comprimento de onda de 492nm. Os 

níveis de citocinas nos homogenatos de cultura foram calculados e expressos em 

pg/g de tecido do órgão analisado.  

 

9 – Atividade linfoproliferativa 

Para avaliar o efeito do tratamento sobre a resposta celular ao agente 

infeccioso, esplenócitos foram cultivados em presença de gp43 de Pb, antígeno 

imunodominante do fungo [82] ou Concanavalina A (Con A) Sigma, de acordo com 

Baida et al. [45]. Brevemente, um fragmento de baço foi macerado em meio de 

cultura RPMI 1640, suplementado com 10% de soro bovino fetal, gentamicina 

(40g/L), L-glutamina (25mM) e HEPES (22,5g/L) (meio completo). A suspensão de 

células totais foi lavada por centrifugação e após avaliação de viabilidade celular, a 

concentração de células foi ajustada para 4x106 células/mL. As células foram 

distribuídas em placas de microcultura de 96 escavações de fundo plano (100µL) e 

cultivadas por 5 dias em presença de 10µg/mL de gp43 ou por 3 dias em presença 

de 3,5µg/mL de Con A. Cerca de 24 horas antes do término da cultura, foram 

adicionados às culturas 30µL de MTT (5mg/mL) (3-(4,5-dimethylthiazolyl)-2,5-

diphenyl-tetrazolium bromide, Sigma) para marcação das células viáveis. Após 2 

horas adicionais, os sobrenadantes foram retirados e as células solubilizadas com 

dimetilsulfóxido (DMSO). A determinação da densidade óptica resultante da 

incorporação de MTT foi feita em espectrofotômetro com filtro de 540nm. 

O índice de estimulação foi calculado de acordo com a fórmula: 

IE = D.O. culturas estimuladas 
        D.O. culturas controles 
 

10 – Análise Estatística 
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Os dados foram submetidos à análise de variância – ANOVA e as análises de 

comparações múltiplas foram feitas pelo teste de Tukey. Os procedimentos 

estatísticos foram aplicados empregando-se o programa GraphPad Instat 3.05, 

GraphPad Software, San Diego, CA USA. Foram considerados significantes os dados 

cujas diferenças apresentaram probabilidade de erro inferior a 5% (p<0,05). 
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VII – Resultados 

 1 – Peso corpóreo e consumo de ração  

A avaliação do peso dos animais não-infectados mostra que  o ganho de peso 

foi similar nos 3 grupos (2,78g ± 0,34 no Controle normal, 3,195g ± 0,50 no grupo Ab 

5 e 2,916 ±  0,18 no grupo Ab 15), não se observando influência da suplementação 

dietética sobre esse parâmetro (Fig 1). Entre os animais infectados observou-se que 

todos os grupos apresentaram redução de peso corpóreo mediano no início da 

infecção, em relação ao Controle normal (Pb: 2,188 ± 1,48<; Pb/Ab 5: 1,07 ± 1,25< e 

Pb/Ab 15: 2,43 ± 1,66<). Após 2 semanas houve recuperação do peso todos esses 

animais (Pb 2,99 ± 1,09, Pb/Ab 5 3,33 ± 1,01 e Pb/Ab 15 2,59 ± 1,99). 

Camundongos infectados tratados com ração suplementada com 15% de A. blazei 

apresentaram redução do peso corpóreo mais acentuada que os demais grupos 

(2,43g ± 1,66), bem como menor nível de recuperação em relação ao peso inicial 

(2,59g ± 1,99).    

O consumo médio diário de ração entre os animais não infectados foi de 

17,65 ± 0,89 g/dia (Controle), 15,41 ± 0,95 g/dia (Ab 5) e 17,73 ± 0,56 g/dia (Ab 15). 

Entre os animais infectados o grupo Pb/Ab 5 foi o que mostrou maior média de 

consumo com 16,78 ± 0,83 g/dia, enquanto os demais tiveram consumo médio de 

14,79 ± 0,92 g/dia (Pb) e 14,12 ± 0,44 g/dia (Pb/Ab 15). De modo geral o consumo 

total de ração entre os animais infectados foi ligeiramente inferior ao dos animais 

não infectados (Fig 2).  
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Figura 1 – Variação de peso (g) de camundongos normais ou infectados com P. 
brasiliensis, tratados com ração convencional (Controle e Pb) ou suplementada com 
cogumelo A. blazei à 5%(Ab 5 e Pb/Ab 5) ou 15% (Ab 15 e Pb/Ab 15). Registros 
obtidos nos dias 0 (peso de referência), 7 e 14 (n=10). Resultados expressos em 
mediana. 
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Figura 2 – Consumo médio de ração (g) de camundongos normais ou infectados com 
P. brasiliensis, tratados com ração convencional (Controle e Pb) ou suplementada com 
cogumelo A. blazei à 5% (Ab 5 e Pb/Ab 5) ou 15% (Ab 15 e Pb/Ab 15). As avaliações 
foram realizadas após 7 e 14 dias de infecção (n=8). Resultados expressos em média ± 
erro padrão. 
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2- Efeito do A. blazei sobre a sobrevida dos animais infectados e 

recuperação de fungos viáveis de órgãos alvo   

A introdução de A. blazei na dieta dos animais infectados parece ser 

prejudicial ao hospedeiro, visto que, embora a sobrevida dos animais nos 3 grupos 

não mostre diferenças significantes, os únicos animais que foram a óbito pertenciam 

aos grupos que consumiram ração suplementada com 5% (1 óbito entre 10 animais) 

ou 15% (2/10 óbitos) do cogumelo. 

 Essa observação foi reforçada pelo ensaio de recuperação de fungos viáveis 

do pulmão (Fig 3), visto que no controle de infecção foram recuperadas 391,25 ± 

221.85 UFCs de P. brasiliensis, observou-se média de 876,13 ± 406,60 UFCs nos 

animais do grupo Pb/Abl 5 e 4185,33 ± 692,90 colônias nos animais do grupo Pb/Abl 

15, aos 7 dias de infecção. Na segunda semana de infecção, houve um aumento de 

aproximadamente 84 % na recuperação de fungos viáveis do pulmão de animais 

controle, em comparação com a primeira semana (719,00 ± 301,00 UFCs). No 

entanto, ao contrário do detectado no período de 7 dias,  a suplementação 

nutricional com A. blazei promoveu intensa redução no número de fungos viáveis 

(34,33 ± 18,49 UFCs no grupo Pb/Ab5 e 336,00 ± 198,68 UFCs no grupo Pb/ Ab15) . 
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Figura 3 – Número de leveduras viáveis (UFC) recuperadas a partir de tecido 
pulmonar 7 e 14 dias após a infecção com 106 células leveduriformes (Pb) e 
tratamento com ração suplementada com 5% (Pb/Ab 5) ou 15% (Pb/Ab 15) de A. 
blazei. Um fragmento de tecido pulmonar dos animais infectados foi macerado em 
PBS e semeado em triplicata em meio BHI-ágar. O desenvolvimento de colônias foi 
avaliado após 10 dias de cultivo. Dados são expressos como média ± erro padrão 
(n=8). (p<0,05) 
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3–  Parâmetros bioquímicos 

As concentrações séricas de proteínas totais foram significativamente maiores 

no grupo Pb/Ab 5 aos 7 dias de tratamento, em comparação com o grupo Controle, 

retornando aos níveis regulares aos 14 dias (Fig 4). Entretanto, não se observou 

influência isolada da dieta sobre a concentração de proteínas totais do soro no 

período avaliado, visto que os grupos Ab 5 e Ab 15 não sofreram alteração desse 

parâmetro. 

 Em relação aos níveis de glicose não se observaram diferenças entre os 

grupos, mas os dados estatísticos indicam tendência à redução nos animais 

infectados tratados com a ração suplementada (Pb/Ab 5 e Pb/Ab 15) no período 

mais precoce da avaliação, com recuperação na segunda semana (Fig 5). 

 A análise de metabólitos relacionados à função hepática mostra que durante 

a fase aguda da infecção, há aumento dos níveis de bilirrubinas (Pb – 2,0mg/dL) 

com aumento significativo nos animais alimentados com a dieta suplementada 

(Pb/Ab 5 – 4,52mg/dL e Pb/Ab 15 – 4,22mg/dL; p<0,05;Fig 6A). Esses níveis 

retornaram à faixa de normalidade aos 14 dias de infecção. Não se observou efeito 

isolado da suplementação. 

Os níveis de AST nos animais normais mostraram-se superiores aos valores 

de referência (Fig. 6B), nos dois períodos de avaliação. Animais que receberam 15% 

de A. blazei na dieta, mantiveram os níveis de AST mais elevados que os valores de 

referência, ao passo que a suplementação com 5% mostra tendência a normalização 

desse parâmetro.  Não se observou alteração significante nos níveis séricos de ALT 

(Fig 6C). 
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 Os parâmetros bioquímicos de funções renais indicaram que a infecção, 

associada à suplementação com 15% de A. blazei aumentou os níveis de uréia na 

primeira semana (p<0,05), sem influenciar a produção de creatinina (Fig 7). O 

processo infeccioso elevou discretamente os níveis de colesterol total, sem efeito 

relevante nos níveis de triglicerídeos (Fig.8). 
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Figura 4 – Níveis séricos de proteínas totais (g/dL) de camundongos normais ou infectados com P. 
brasiliensis, tratados com ração convencional (Controle e Pb) ou suplementada com cogumelo A. blazei à 5% 
(Ab 5 e Pb/Ab 5) ou 15% (Ab 15 e Pb/Ab 15). As avaliações foram realizadas após 7 e 14 dias da infecção 
pelo método quantitativo de química seca utilizando autoanalisador de multicanais Vitros 950 (Johnson & 
Johnson – Wayne, PA – USA) (n=8). Resultados expressos em média ± erro padrão. 
 

Figura 5 – Níveis séricos de glicose (mg/dL) de camundongos normais ou infectados com P. brasiliensis, 
tratados com ração convencional (Controle e Pb) ou suplementada com cogumelo A. blazei à 5% (Ab 5 e 
Pb/Ab 5) ou 15% (Ab 15 e Pb/Ab 15). As avaliações foram realizadas após 7 e 14 dias da infecção pelo 
método quantitativo de química seca utilizando autoanalisador de multicanais Vitros 950 (Johnson & 
Johnson – Wayne, PA – USA) (n=8). Resultados expressos em média ± erro padrão. 
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Figura 6 – (A) Níveis séricos de bilirrubinas (mg/dL), (B) AST (U/L)e (C) ALT (U/L) de camundongos 
normais ou infectados com P. brasiliensis, tratados com ração convencional (Controle e Pb) ou 
suplementada com cogumelo A. blazei à 5% (Ab 5 e Pb/Ab 5) ou 15% (Ab 15 e Pb/Ab 15). As avaliações 
foram realizadas após 7 e 14 dias da infecção pelo método quantitativo de química seca utilizando 
autoanalisador de multicanais Vitros 950 (Johnson & Johnson – Wayne, PA – USA) (n=8). Resultados 
expressos em média ± erro padrão. 
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Figura 7 – (A) Níveis séricos de uréia (mg/dL) e  (B) creatinina (mg/dL) de camundongos normais ou 
infectados com P. brasiliensis, tratados com ração convencional (Controle e Pb) ou suplementada com 
cogumelo A. blazei à 5% (Ab 5 e Pb/Ab 5) ou 15% (Ab 15 e Pb/Ab 15). As avaliações foram realizadas após 7 
e 14 dias da infecção pelo método quantitativo de química seca utilizando autoanalisador de multicanais 
Vitros 950 (Johnson & Johnson – Wayne, PA – USA) (n=8). Resultados expressos em média ± erro padrão. 
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Figura 8 – (A) Níveis séricos de colesterol (mg/dL) e  (B) triglicerides (mg/dL) de camundongos normais 
ou infectados com P. brasiliensis, tratados com ração convencional (Controle e Pb) ou suplementada com 
cogumelo A. blazei à 5% (Ab 5 e Pb/Ab 5) ou 15% (Ab 15 e Pb/Ab 15). As avaliações foram realizadas 
após 7 e 14 dias da infecção pelo método quantitativo de química seca utilizando autoanalisador de 
multicanais Vitros 950 (Johnson & Johnson – Wayne, PA – USA) (n=8). Resultados expressos em média 
± erro padrão. 
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4 – Atividade Linfoproliferativa  

 Com o objetivo de avaliar o efeito da suplementação dietética sobre o 

potencial de resposta imune do hospedeiro, avaliamos a atividade linfoproliferativa 

de esplenócitos frente ao antígeno de Pb189 (gp43) e ao mitógeno para linfócitos T 

(Con A). 

 Em relação à resposta específica nenhum dos grupos respondeu antígeno 

glicoprotéico gp43 (dados não mostrados). O ensaio realizado aos 7 dias com o 

mitógeno, por sua vez, demonstrou que a infecção pelo Pb18 induziu  intensa 

redução da atividade proliferativa celular, observando-se que os animais normais 

apresentaram índice de estimulação da ordem de 0,668 ± 0,045, enquanto o controle 

da infecção apresentou índice de proliferação médio de 0,205 ± 0,004 (Fig 9). Aos 

14 dias de infecção, observamos recuperação da atividade linfoproliferativa dos 

esplenócitos de animais infectados, especialmente daqueles que receberam ração 

suplementada com o cogumelo.  
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Figura 9 – Atividade linfoproliferativa de esplenócitos de camundongos BALB/c normais ou infectados 
com P. brasiliensis, tratados com ração convencional (Controle e Pb 18) ou suplementada com cogumelo 
A. blazei à 5%(Ab 5 e Pb/Ab 5) ou 15% (Ab 15 e Pb/Ab 15). As avaliações foram realizadas após 7 e 14 
dias da infecção. Esplenócitos à concentração de 4x106 cel/mL foram distribuídos em microplacas de 
cultivo celular e incubadas por 72h à 37°C em estufa de CO2 5% em presença de ConA. O índice de 
estimulação foi calculado com base na incorporação de MTT, medido por espectrofotometria em 
comprimento e onda de 540nm (n=8). Resultados expressos em média ± erro padrão. 
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5 – Efeito da infecção e tratamento dietético sobre o perfil de citocinas 

do pulmão 

 Visto que o pulmão foi o órgão alvo afetado pela infecção experimental e que 

apresentou leveduras viáveis até 14 dias após a infecção, investigamos o perfil de 

citocinas associado à infecção e aos tratamentos dietéticos empregados. Assim, na 

figura 10(A – E) podemos observar que a infecção determinou tendência de 

aumento nos níveis de TNFα aos 7 dias de infecção (0,05<p<0,1; Fig. 10B), 

enquanto a suplementação dos animais infectados induziu níveis significantemente 

elevados de TNF-α aos 14 dias (p<0,05 no grupo Pb/Ab 15). Em contraste com 

esses achados, essa ração induziu redução da capacidade de produção de IL-10 

(p<0,01; Fig. 10D). Na realidade, os resultados indicam que o cogumelo reduz a 

geração de IL10 nos pulmões tanto em animais infectados quanto em animais 

normais na primeira semana. O tratamento dos animais infectados com rações 

suplementadas mostram também uma tendência de aumento dos níveis de  INF-γ 

(0,05<p<0,1). Entretanto o efeito sobre a produção de IL4, não é conclusivo, com 

tendência a redução apenas nos animais tratados com ração suplementada à 5% 

(Fig 10E) 
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Figura 10 – Determinação de IL-6 (A), TNFα (B), IFN-γ (C), IL10 (D) e IL4 (E) nos sobrenadantes 
do pulmão de camundongos normais ou infectados com P. brasiliensis, tratados com ração 
convencional (Controle e Pb) ou suplementada com cogumelo A. blazei à 5% (Ab 5 e Pb/Ab 5) ou 
15% (Ab 15 e Pb/Ab 15). As avaliações foram realizadas após 7 e 14 dias de infecção pelo método 
de ELISA. Dados são expressos com média ± erro padrão (n=8). 
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7 – Efeito da infecção e tratamento dietético sobre o perfil de citocinas 

do baço e fígado 

Embora não tenham sido isolados fungos viáveis do baço e fígado de nenhum 

dos animais estudados, esses órgãos são importantes alvos da disseminação 

hematogênica do P. brasiliensis. Além disso, o baço é um dos órgãos linfóides 

secundários de fundamental importância para o estabelecimento da resposta imune 

adaptativa, concentrando parcela considerável das células imunocompetentes. 

Assim, esses dois órgãos também foram avaliados em relação à síntese in situ de 

citocinas. 

O processo infeccioso induziu elevação da produção de IFN-γ no baço na 

primeira semana de infecção e a administração de ração suplementada exacerbou 

esse efeito tanto aos 7 quanto aos 14 dias (Fig 11C e 11B). A suplementação 

também induziu tendência de aumento da produção de TNF-α nos animais 

infectados, enquanto a administração de 15% de A. blazei aos animais normais 

reduziu significantemente a produção dessa citocina. 

Diferentemente do que se observou no pulmão em que houve redução da 

produção de IL-10 em decorrência do tratamento, observamos que no baço, a 

infecção promoveu aumento na produção dessa citocina aos 7 dias de infecção. Aos 

14 dias, observa-se normalização dos níveis de IL-10 no grupo Pb, enquanto os 

animais infectados tratados com A. blazei continuaram com níveis mais elevados. 

Não observamos efeito significante do tratamento nem da infecção sobre a produção 

de IL-4 nesse órgão (Fig 12E). 

No fígado, observamos que a infecção induziu redução dos níveis de TNF-α 

(Fig 12B). Observamos que a administração do cogumelo aos animais infectados 
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(Pb/Ab5 e Pb/Ab15) induz aumento significante de IL-6 e IFN-γ, especialmente aos 

14 dias de infecção (Fig 12A e 12C). A produção de IL-10  foi ligeiramente reduzida 

pela infecção mas a administração de cogumelo a 15% aumentou significantemente 

sua produção no grupo Ab 15 aos 7 dias e no grupo Pb/Ab 15 aos 14 dias. 
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Figura 11 – Determinação de IL-6 (A), TNFα (B), IFN-γ (C), IL10 (D) e IL4 (E) nos sobrenadantes 
do baço de camundongos normais ou infectados com P. brasiliensis, tratados com ração 
convencional (Controle e Pb) ou suplementada com cogumelo A. blazei à 5% (Ab 5 e Pb/Ab 5) ou 
15% (Ab 15 e Pb/Ab 15). As avaliações foram realizadas após 7 e 14 dias de infecção pelo método 
de ELISA. Dados são expressos com média ± erro padrão (n=8). 
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Figura 12 – Determinação de IL-6 (A), TNFα (B), INF-γ (C), IL10 (D) e IL4 (E) nos 
sobrenadantes do fígado de camundongos normais ou infectados com P. brasiliensis, tratados 
com ração convencional (Controle e Pb) ou suplementada com cogumelo A. blazei à 5% (Ab 5 e 
Pb/Ab 5) ou 15% (Ab 15 e Pb/Ab 15). As avaliações foram realizadas após 7 e 14 dias de 
infecção pelo método de ELISA. Dados são expressos com média ± erro padrão (n=8). 
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VIII – Discussão 

  
O uso popular de cogumelos medicinais baseia-se na premissa de que alguns 

de seus compostos atuam como agentes imunoestimulantes, fortalecendo os 

mecanismos de defesa do hospedeiro. As evidências experimentais de que produtos 

isolados do cogumelo A. blazei conferem proteção contra o desenvolvimento de 

neoplasias através da estimulação de mecanismos celulares de defesa [64] [83] [84], 

levaram-nos a hipotetisar que essa atividade imunomoduladora poderia aumentar a 

imunidade contra agentes infecciosos que sejam combatidos por esses mecanismos 

de defesa. Assim, observamos previamente que polissacarídeos isolados de A. 

blazei são capazes de modular positivamente a atividade de macrófagos 

aumentando sua capacidade fungicida e a produção de H2O2 [73]. No presente 

estudo, utilizamos o modelo de infecção experimental murina com o P. brasiliensis 

para avaliar o potencial do A. blazei como adjuvante no tratamento dessa micose 

profunda. 

As concentrações de 5 e 15% de cogumelo acrescentadas a ração 

correspondem a um consumo aproximado de 1 a 3g de cogumelo/dia. A ausência de 

mudanças no consumo médio diário e consumo total de ração (Fig 2), indicam que a 

introdução do cogumelo na composição dietética, mesmo em concentração tão 

elevada quanto 15%, não interfere na palatabilidade do alimento. Como esperado, 

observamos redução do ganho de peso associado à infecção, porém para nossa 

surpresa, aqueles infectados e tratados com ração com 15% de A. blazei 

apresentaram o maior nível de perda de massa corpórea, ainda que o consumo 

tenha sido similar ao dos demais grupos. Visto que a concentração protéica da ração 

de base é de 23,00% e o cogumelo apresenta 13,46% de proteínas em sua 

constituição [67] [85], a substituição de 15% da mistura original da ração por 
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cogumelo bruto representaria perda de apenas 1,33% na ingestão de proteínas, 

indicando que a redução de massa corpórea não decorre de um desequilíbrio 

protéico-calórico. Esse ponto de vista é reforçado pela não redução nos níveis 

séricos de proteínas totais desses animais que, na  realidade, tenderam a ser 

superiores aos dos animais normais. Visto que esse pequeno aumento nos níveis de 

proteínas parece estar associado à infecção, deve ser considerada também a 

possibilidade de que reflitam a secreção de proteínas de fase aguda como a amilase 

plasmática aumentada na PCM aguda [86] ou a proteína reativa de fase aguda 

(PCR), comumente aumentada em processos infecciosos [87].  Descartamos a 

hipótese de que a suplementação nesse nível tivesse induzido aceleração do 

metabolismo dos animais, visto que as funções renais e hepáticas bem como os 

níveis de glicose dos animais não infectados e alimentados com rações 

suplementadas não sofreram alterações relevantes. 

Os níveis de colesterol e triglicerídeos mostram-se mais elevados animais 

infectados, com ligeira diminuição nos animais tratados com 5% de cogumelo, sendo 

que a suplementação com 15% não exerceu o mesmo efeito. O colesterol é 

essencial para que o sistema imune funcione adequadamente e experimentos com 

animais têm demonstrado que as células do sistema imune dependem de 

componente de membrana plasmática para combater infecções. Assim, o LDL liga-

se diretamente e desativa toxinas bacterianas, evitando que elas causem danos ao 

organismo.  Em resumo, a elevação dos níveis de colesterol indicam que o 

organismos está sob algum processo de agressão e esse esterol funciona como um 

agente reparador, retornando aos níveis de normalidade após a resolução do 

processo [88]. Deve ser ressaltado que diferentemente do que acreditam muitos 
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usuários, a suplementação dietética com A. blazei não foi capaz de reduzir os níveis 

séricos de glicose nem de colesterol ou triglicerídeos nos animais não infectados.  

Os parâmetros de função renal não foram alterados pela inclusão do 

cogumelo na dieta, dados estes que corroboram os achados de Barbisan et al.,  [89] 

de que a administração do cogumelo não provoca mudanças na diurese dos 

animais. Os parâmetros de função hepática mostram que houve um aumento nos 

níveis de bilirrubina mas não das transaminases (AST e ALT), o que é compatível 

com os achados prévios de que o cogumelo pode ter um efeito hepatoprotetor contra 

lesões provocadas por agentes carcinogênicos [89] [90] [91] [92]. Outros estudos 

indicam que o extrato aquoso de Agaricus sylvaticus não induz alterações 

bioquímicas ou histopatológicas significativas em ratos normais [93].  

Assim, os níveis elevados de bilirrubinas nos animais tratados com 15% de 

Agaricus blazei, podem estar relacionado com o aumento do TNF-α, cuja elevação é 

classicamente associada a quadros de caquexia, que por sua vez pode levar a um 

aumento nos parâmetros de função hepática.  

 

Em relação ao efeito da ração suplementada sobre a infecção propriamente 

dita, tivemos um resultado inesperado, particularmente na primeira semana de 

infecção em que se observou aumento da recuperação de fungos viáveis no pulmão. 

Em uma tentativa de explicar esse resultado, procuramos estabelecer associações 

com o padrão de citocinas liberado nesse órgão nesse período da infecção.   

Os resultados indicam que, nesse período, a infecção induziu discreto 

aumento dos níveis de TNF-α nos pulmões, em comparação com os controles 

normais, porém, sem efeito significante do tratamento. Esperávamos que a infecção 

per se, fosse capaz de estimular a produção de TNF-α, uma vez que essa citocina é 
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produzida em resposta à parede celular do fungo e sugere-se que as cepas de P. 

brasiliensis que apresentam maior quantidade de β-glucana na parede celular 

induzem esse processo com maior intensidade [32] [94]. De fato, monócitos 

humanos incubados in vitro com o fungo liberam TNF, cujos níveis dependem das 

concentrações de β-glucanas presentes na parede da cepa utilizada [95].  

Entretanto, nessa fase mais precoce, o tratamento com cogumelo não foi capaz de 

estimular a produção do TNF.  Tal resultado foi inesperado uma vez que estudos 

prévios relatam que a ingestão do cogumelo, rico em  β-glucana, estimula 

macrófagos e induz a secreção de TNFα, IL8 e NO [69].  Assim, não observamos 

um efeito sinérgico do efeito das β-glucanas provenientes do agente infecciosos e do 

cogumelo usado na suplementação, sobre a produção de TNF. 

O TNF é uma citocina essencial para o processo de ativação de macrófagos 

com consequente destruição do P. brasiliensis.  Camundongos resistentes à 

infecção pelo P. brasiliensis mostram produção elevada de TNF-α, que determina 

diminuição da carga fúngica [96] [97]. Em monócitos humanos e macrófagos murinos 

a estimulação com TNF resulta em aumento da  capacidade de destruir o fungo via 

liberação de  H2O2 ou NO  [29] [27].  Assim, embora a infecção tivesse induzido 

pequeno aumento nos níveis de TNF, essa produção não foram suficientes para 

promover ativação celular, visto que a produção de IFN-γ  também foi baixa nesse 

período.  

Chama a atenção o fato de que o tratamento, ao contrário do que 

esperávamos, exacerbou o nível de infecção dos animais, determinando a morte de 

três dos animais infectados (1 no grupo Pb/Ab 5 e 2 no grupo Pb/Ab 15). 

Observamos previamente que a fração polissacarídica de A. blazei estimula a 

expressão de receptores de manose (MR) na superfície de macrófagos periotoniais 
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murinos [73]. O MR é um dos receptores de reconhecimento de padrões (PRR) 

utilizado por fagócitos não-estimulados a promover a fagocitose de microrganismos 

[98] e sua expressão é gradualmente reduzida pela ativação celular por IFN-γ [99]. 

Observamos, mais recentemente, que a exposição in vitro de monócitos humanos a 

essa fração polissacarídica (rica em β-glucanas) aumenta a expressão de receptores 

Toll-símiles TLR-2 e TLR-4 [100].  O TLR-4 é o receptor chave de 

lipopolissacarídeos [101] e observa-se que animais que expressam esse receptor 

são mais suscetíveis a ação deletéria do LPS que aqueles deficientes de TRL-4 [43], 

provavelmente pela produção exacerbada de NO [20]. Estudos in vitro 

demonstraram que a interação de macrófagos com P. brasiliensis via TRL-4 resulta 

na ativação dessas células com aumento da fagocitose e produção de NO, IL-12 e 

MCP-1. Tal ativação, entretanto, mostra associação com maior número de fungos 

viáveis nos macrófagos infectados.  

O TRL-2, por sua vez é um receptor de peptideoglicanos e lipoproteínas [102] 

e poderiam servir de vias de ativação inespecífica dos macrófagos, uma vez que o 

cogumelo é rico também em peptideoglicanos [63]. Assim, é possível que a 

suplementação dietética, logo no início da infecção, tenha induzido aumento na 

expressão desses receptores, com consequente aumento na atividade fagocítica 

dos macrófagos alveolares. Visto que a produção de TNF-α e IFN-γ ainda era baixa 

nesse período, tais células não estavam adequadamente ativadas, permitindo a 

permanência de fungos vivos em seu interior. Ao mesmo tempo, a intensa redução 

nos níveis de IL-10 facilitaria a produção de NO e IL-12 por esses macrófagos. 

Assim, esse resultado corrobora a hipótese de que a exacerbação da atividade 

fagocítica por macrófagos por via independente de IFN-γ, facilita o escape do P. 
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brasiliensis da ação de neutrófilos,  favorecendo o estabelecimento da infecção e o  

desenvolvimento de uma forma mais grave da doença [20].  

A análise dos parâmetros de resposta imune e infecção aos 14 dias, mostra 

um perfil diferente do obtido na primeira semana. Enquanto os controles de infecção 

(grupo Pb) mostraram aumento significante da carga fúngica em relação ao período 

inicial, a inclusão de 5% do cogumelo na dieta reduziu drasticamente o número de 

fungos viáveis no pulmão.  Diferentemente do que se observou na fase mais precoce 

da infecção, aos 14 dias há aumento significante dos níveis de TNF nos pulmão, 

paralelamente à redução dos níveis de IL-4.  Além disso, embora o pulmão não 

apresente alterações significantes nos níveis de IFN, observa-se que o tratamento 

com cogumelo aumenta a produção dessa citocina no baço. Assim, é possível que 

nesse período, os macrófagos alveolares previamente ativados pelas TLR ou MR, ou 

macrófagos pré-ativados no baço e infiltrados no pulmão, estejam produzindo TNF-α 

em concentração suficiente para promover o combate ao fungo.   

Não detectamos fungos viáveis nos outros órgãos avaliados, o que não nos 

permite estabelecer associações com o padrão de citocinas liberado nesses locais.  

No entanto é interessante notar que  no baço, diferentemente do que ocorreu no 

pulmão, o tratamento com o cogumelo induziu  um aumento na produção de IFN e 

de TNF desde o início da infecção, mostrando uma compartimentalização da 

resposta imune durante a infecção com o Pb.  

A visão de que a suplementação dietética pode ter trazido algum benefício 

aos animais infectados é reforçada pela observação de seu efeito sobre a atividade 

linfoproliferativa.  Esse é um parâmetro clássico de avaliação do potencial de 

resposta imune celular e observamos que os animais infectados tem uma depressão 

da resposta ao mitógeno Con A. Essa depressão é tradicionalmente relatada e 
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discutida  na PCM [103] e pode ser explicada, entre outras razões, pela falha na 

apresentação antigênica. Assim, a incubação de linfócitos com P. brasiliensis  ou gp 

43 purificada leva à diminuição na expressão de moléculas MHC de classe II em 

células dendríticas imaturas ou ainda interfere na maturação dessas células induzida 

por LPS. Outros trabalhos relatam expressão inadequada de moléculas 

coestimuladoras, apoptose de células T, geração de citocinas supressoras como a 

IL-10, entre alguns outros processos [103]. No presente estudo, é possível pensar 

que o aumento nos níveis esplênicos de IL-10 no período de 7 dias, possa ter 

contribuído, pelo menos parcialmente, para a inibição da resposta proliferativa, a 

despeito da produção local de IFN-γ.    

Essa capacidade de resposta sofre discreta recuperação na segunda semana 

e, como esperado, observa-se que a suplementação nutricional facilita esse 

processo de recuperação.  Essa observação é compatível com estudos prévios 

relatando que polissacarídeos do cogumelo Coriolus versicolor são capazes de 

aumentar a resposta de esplenócitos a mitógenos tanto após o tratamento in vivo 

quanto por sua adição à cultura [104]. Polissacarídeos do cogumelo Flammulina 

velutipes administradas i.p. em camundongos, também foram capazes de induzir a 

proliferação de linfócitos esplênicos [105].  

Em resumo, nossos resultados  sustentam parcialmente nossa hipótese 

inicial, indicando que a suplementação ajuda os animais a restabelecerem sua 

resposta imune celular, como indicado pela restauração da atividade linfoproliferativa 

e pelo perfil de citocinas na segunda semana e pela redução no número de UFCs 

isoladas do pulmão na segunda semana. Entretanto, o cogumelo, quando em 

excesso (15%) ou se administrado no início da fase aguda, pode  facilitar a 

instalação do agente infeccioso e determinar o estabelecimento de uma doença 
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mais grave. Assim, sugerimos que o cogumelo estimula inicialmente os mecanismos 

inespecíficos de defesa, facilitando a fagocitose do fungo. Como essas células ainda 

não se encontram ativadas, há uma facilitação da permanência das leveduras nos 

pulmões, bem como o desenvolvimento de resposta aguda intensa  e morte de 

alguns dos animais. A continuidade do tratamento parece, então, favorecer o 

estabelecimento de uma resposta imune celular eficaz, tornando os animais 

sobreviventes em melhores condições de resistir à infecção.  Desse modo, é 

possível que a suplementação nutricional possa ser usada como adjuvante no 

tratamento da infecção crônica, hipótese que merece ser futuramente testada. 
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Valores de Referência – Parâmetros Bioquímicos 
 
 
 
 
 
 
 

Analito Intervalo de Referência 
ALT / TGP 28 – 132 U/L 

AST / TGO 59 – 247 U/L 

Uréia  38.61 – 62.21 mg/dL 

Colesterol 36 – 96 mg/dL 

Creatinina 0.2 – 0.8 mg/dL 

Glicose 90 – 192 mg/dL 

Bilirrubina 0.1 – 0.9 mg/dL 

Proteína Total 3.6 – 6.6g/dL 

Triglicérides 55 – 144 mg/dL 
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