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| - Resumo

A paracoccidioidomicose € uma das mais importantes micoses sistémicas da
América Latina e a resisténcia ao agente € fortemente dependente da resposta
imune do hospedeiro. Devido a rica composi¢cao nutricional e suas propriedades
medicinais o cogumelo comestivel Agaricus blazei € amplamente utilizado na
medicina tradicional. Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar se a
suplementacao nutricional de camundongos infectados por P. brasiliensis, com 0
cogumelo A. blazei, contribui para a manutencao de seu estado nutricional e de sua
competéncia imunoldgica. Para isso, camundongos BALB/c foram infectados por via
intratraqueal com leveduras de Pb 18 e suplementados dieteticamente com o
cogumelo acrescentado a racao comercial. Os animais foram sacrificados aos 7 ou
14 dias pos-infeccdo para avaliar o grau de infeccdo no pulmao, baco e figado e do
efeito do tratamento sobre a capacidade de resposta imune celular. Os animais
infectados apresentaram perda de peso no inicio da infeccdo, com recuperacao
apds duas semanas. Os animais infectados e suplementados com racdo 15%
tiveram maior perda de peso, bem como menor nivel de recuperacdo em relacao ao
peso inicial. Os parametros bioquimicos indicam que as funcdes hepaticas e renais
sofreram alteracbes decorrentes da infeccdo mas os efeitos da suplementacéao
nutricional foram de pouca relevancia. O tratamento provocou exacerbacdo da
infeccdo na fase inicial (7 dias), acompanhada de intensa reducdo da atividade
linfoproliferativa. A resisténcia dos animais parece restaurada aos 14 dias nos
animais que receberam 5% de cogumelo na racdo, observando-se reducdo de
fungos viaveis nos pulmodes, restauracao da capacidade de resposta proliferativa dos

esplenécitos, aumento nos niveis de TNF-a e reducao de IL-4 nos pulmdes e
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discreto aumento de IFN-y no baco. Em conjunto, nossos resultados sustentam
parcialmente nossa hipétese inicial, indicando que a suplementacdo ajuda os
animais a restabelecerem sua resposta imune celular na segunda semana.
Entretanto, o cogumelo, quando em excesso (15%) ou se administrado no inicio da
fase aguda, pode facilitar a instalacdo do agente infeccioso e determinar o

estabelecimento de uma doenga mais grave.
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Il — 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-o and decreased levels of IL-4 in the lungs and slight
increase of INF-y 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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lll — Introducao

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica que se manifesta
endemicamente na maioria dos paises da América Latina, especialmente no Brasil,
Argentina, Coldmbia e Venezuela [1]. Seu agente etioldgico, o Paracoccidioides
brasiliensis, € um fungo imperfeito e dimdrfico, que se apresenta sob a forma de
micélio a temperatura ambiente e na forma de levedura in vivo e quando cultivado a

37°C 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

regulacdo desse fenémeno [6].

A doenca afeta principalmente trabalhadores rurais, que estao
constantemente em contato com a vegetacao e o solo. Na forma aguda da doenca,
jovens de ambos os sexos sao afetados na mesma proporgcao, porém, na forma
cronica do adulto ha predominancia de homens em relagcdo as mulheres afetadas,
sendo esse processo relacionado a um efeito protetor promovido pelos horménios
femininos. De fato, estudos in vitro demonstram que estrogenos inibem a
transformacdo de micélios ou conidios em leveduras, interferindo na instalagéo da
infecgdo [7] [8] . Paralelamente, foi demonstrada a presenca de receptores para
estrégeno tanto na fase micelial como na leveduriforme do fungo [9] [10].

Evidéncias epidemiolégicas e experimentais sugerem que a infeccao natural
se inicia apos inalacao dos conidios ou fragmentos do micélio presentes em agua,
plantas e solo, que penetrariam no hospedeiro pelas vias aéreas e, ao atingirem o
pulmao, iniciam a transformacao em leveduras com multiplos brotamentos apés 12-

18h, provocando o chamado complexo primario pulmonar [11] [12]. Desse modo,
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lesbes primarias ocorrem com maior freqiiéncia nesse 6rgao, dando origem a uma
infeccdo subclinica. Essa infeccdo pode manter-se latente, caracterizando a
paracoccidiodomicose-infeccédo, identificada pela auséncia de sinais ou sintomas
clinicos, embora ocorra o desenvolvimento de uma resposta imune especifica, que
pode ser evidenciada pela reacao de hipersensibilidade tardia no teste intradérmico
com paracoccidiocodina (HT) [11] [13].

A infeccdo pode progredir para a paracoccidiocomicose-doenca com
disseminagao para outros 6rgaos por via linfohematogénica [14]. Clinicamente,
podem ser diferenciadas duas formas de apresentacdo da doenca, conhecidas como
infeccdo aguda e crénica. A forma aguda da doenca, também referida como forma
juvenil, por afetar preferencialmente individuos jovens, é considerada a mais grave e
de evolucao rapida, caracterizando-se especialmente pelo envolvimento do sistema
fagocitico-monocitario e podendo afetar bago, figado, linfonodo e medula éssea. A
forma crénica da doenca corresponde a mais de 90% dos casos e atinge, com mais
freqUéncia, individuos adultos que sofrem instalacdo lenta e gradual e duracéo
prolongada, apresentando amplo espectro de manifestacées. Observa-se alta
freqUéncia de dano pulmonar e o microrganismo pode disseminar-se para outros
orgdos e tecidos, formando lesdes secundarias nas mucosas, pele, linfonodos e
glandulas adrenais [15].

Varios fatores podem contribuir para o estabelecimento da infecgao,
disseminagcdo do agente infeccioso e gravidade da doenca, destacando-se a
viruléncia da amostra infectante, a carga de particulas infectantes e os fatores
ligados ao hospedeiro, como idade, sexo, bagagem genética, estado nutricional e
capacidade de desenvolver uma resposta imunoldgica eficiente [7] [16]. Em relacéo

a este ultimo fator, estudos clinicos e experimentais tém sugerido a interacao entre
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mecanismos especificos e inespecificos de defesa na determinacao da resisténcia
ao P. brasiliensis [17][18] [19] [20].

Tanto nas primeiras fases da infecgdo, durante o desenvolvimento de uma
resposta imune inata, quanto durante a resposta imune especifica, mondcitos e
macréfagos desempenham um papel efetor essencial induzindo uma resposta
inflamatéria ou atuando diretamente contra o fungo. No entanto, os estudos deixam
clara a importancia de um processo de ativagdao para que essas células exercam
essas atividades. Trabalhos tém mostrado que esse processo depende do contato
das células com citocinas como o IFN-y e TNF-a. Nesse sentido, observou-se que
macréfagos peritoneais e pulmonares de camundongos normais nao ativados in
vitro, sao incapazes de limitar a multiplicacdo de leveduras do P. brasiliensis
fagocitadas. No entanto, apds o processo de ativacdo com IFN-y, essa células
adquirem capacidade de destruir os fungos [21]. Cano et al. [22] verificaram que
macréfagos cultivados em presenca de citocinas obtidas de células de baco de
animais imunizados aumentaram a sua capacidade de destruir conidios, assim como
inibiram a transformacgao de conidios em leveduras [23].

No que se refere as células humanas, os resultados revelaram que monécitos
e macrofagos de individuos normais quando ativados por IFN-y inibem o crescimento
intracelular do P. brasiliensis [24]. Outros trabalhos mostraram que a pré-incubacao
de mondcitos com IFN-y ndo induz essas células a uma atividade fungicida eficiente
contra cepa virulenta do P. brasiliensis. Essa atividade é adquirida somente apos a
pré-incubacao com TNF-a ou TNF-a mais IFN-y [25] ou GM-CSF [26].

Quando as células sdo desafiadas com cepa de baixa viruléncia, a pré-
ativacao apenas com IFN-y é suficiente para aquisicdo de uma atividade fungicida

eficiente, demonstrando que na dependéncia da cepa utilizada, o processo de
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ativacao das células fagocitarias pode necessitar de sinais dados por diferentes
citocinas.

Em relacdo aos mecanismos através dos quais 0os monécitos e macrofagos
ativados exercem sua atividade, estudos demonstraram que a atividade fungicida de
mondcitos humanos ativados com TNF envolve a geracdo de metabdlitos do
oxigénio como a H.O, [27]. A atividade antifingica de macréfagos murinos ativados
com IFN-y envolve a participacdo dos metabdlitos do nitrogénio como o NO [28]. No
entanto, trabalho mais recente demonstrou que tanto H-O, como o NO participam
da atividade fungicida de macréfagos murinos ativados com TNF ou IFN [29].

E importante destacar que o processo de ativacdo das células fagocitarias ja deve
ocorrer durante o desenvolvimento de uma resposta inata contra o fungo. As fontes
das principais citocinas envolvidas, o IFN-y e TNF-a, nesta fase, seriam as células
NK para o IFN-y [30] [31] ou os préprios macrofagos alveolares ativados pelo
contato com o fungo, no caso do TNF. Segundo Figueiredo et al. [32], tanto cepas
de P. brasiliensis quanto fragbes da parede celular, ricas em B-glucanas sao
capazes de induzir niveis elevados de TNF-a, sendo possivel sua deteccao em soro
de camundongos inoculados por via intraperitoneal com o fungo. As fracbes e a -
glucana purificada estimularam a secrecao in vitro de TNF-o por macréfagos
murinos, sugerindo que essa citocina é produzida em resposta ao P. brasiliensis e
regulada por varios constituintes da parede celular do fungo. Calvi et al. [25],
verificaram que a produgédo de TNF-a por monécitos humanos, infectados in vitro
com a cepa de menor viruléncia (Pb 265), induziu niveis mais elevados de TNF-a
em comparacao a cepa virulenta (Pb 18). Além disso, niveis mais elevados dessa
citocina apresentaram correlagdo com a maior atividade fungicida dos mondcitos,

demonstrando a importancia do TNF-a nesse mecanismo. Assim, os niveis dessa
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citocina poderiam variar na dependéncia da viruléncia ou da composicao da parede
celular da cepa com a qual o individuo entra em contato, e consequentemente
interferir na evolucdo da doenca. A incubagdo de monécitos humanos com IFN-y
mais fragdo de parede do P.brasiliensis rica em B-glucana, induziu essas células a

uma maior producado de TNF-o« com consequente aumento da atividade fungicida
[33].

Durante a evolucao da infecgcéo, as citocinas ativadoras devem ser geradas
por elementos da resposta imune adaptativa , como os linfécitos CD4s Th1. No
entanto, estudos em pacientes e modelos experimentais tém demonstrado que essa
resposta encontra-se muito deficiente. Neste contexto, os primeiros estudos
referentes a avaliacdo da resposta imune celular e humoral na doengca 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 ocasido do diagnéstico, com tendéncia a
normalizacado da resposta com a evolucao do tratamento [36]. Em relacao as formas
clinicas demonstrou-se que o comprometimento da resposta imune celular é mais
intenso na forma aguda do que na forma cronica da doenca [35]. De forma
semelhante, uma acentuada depressao da resposta imune celular é detectada em
camundongos suscetiveis a infeccao [40] [41]. Ao contrario da resposta imune
celular, observa-se exacerbagcdo da resposta humoral, justamente nas formas mais
graves da doenca humana [42] e em camundongos suscetiveis a infeccao [17] [43]
[44]. Trabalhos posteriores aprofundando os estudos sobre esse desequilibrio da
resposta imune na paracoccidioidomicose mostraram que pacientes com a forma

juvenil apresentam produgao aumentada de 1gG4, enquanto pacientes com a forma
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crbnica apresentam niveis mais altos de IgG+. Na foram juvenil, além de IgG4, ocorre
producdo aumentada de IgE, IgA, eosinofilia periférica e baixos niveis de IL-8, [45]
[46], sugerindo que na paracoccidioidomicose existe predominadncia de uma
resposta do tipo TH», resultando nas formas mais graves e disseminadas da doenca.
Confirmando esses dados, animais sensiveis a infeccao apresentam altos niveis de
anticorpos IgA, IgM, IgG+ e IgGay, especificos para o fungo [17] [43] [44]. Reforcando
os dados de sublasse de anticorpos, estudos sobre o padrdo de citocinas
caracterizaram que o grupo de individuos com parococcidiodomicose—infeccao
apresenta resposta imune associada ao padrao TH; com elevada resposta
linfoproliferativa a antigenos do fungo, teste cutdneo de HT positivo, auséncia de
anticorpos e niveis indetectaveis de IL-4, IL-5 e IL-10, com maior produgéo de IFN-y.
No entanto, pacientes com a forma juvenil, apresentaram depressdo da resposta
linfoproliferativa e niveis mais altos de IL-4 e IL-5, citocinas representativas do
padrdao TH2, quando comparados aos individuos somente infectados e aqueles com
a forma crénica da doenga [13].

Outros trabalhos reforcam esses achados demonstrando que pacientes com
paracoccidiodomicose produzem baixos niveis de IL-2 e IFN-y, mas altos niveis de
IL-10, associados a depressdo da resposta imune celular [47] assim como altos
niveis de IL-4, IL-5 e IL-13 [48]. Outros estudos ainda mostraram que os pacientes
liberam baixas concentracdes de IL-12 [49] assim como expressam baixos niveis
dos receptores para essa citocina [50]. Os trabalhos com animais de
experimentagdo, mais uma vez reforcam os achados humanos. Os suscetiveis
liberam um padrao de citocinas do tipo TH. e os resistentes THy [17] [51] [52] [53]

[54].
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Além de polarizacdo para uma resposta do tipo TH», outros mecanismos
podem estar envolvidos na depressdo da resposta imune celular na
paracoccidioidomicose. Particularmente em pacientes com a forma cronica, essa
depressao pode ser atribuida a presenca de células T reguladoras CD4,"CDy5" [55].
Outros estudos tém mostrado uma associacao entre baixa capacidade de resposta
de células T de pacientes com aumento na expressao de enzimas indutoras de
apoptose [56], assim como alta expressdo de moléculas de superficie celular
relacionadas a esse processo como FAS-FASL. A expressdo de moléculas
coestimulatérias responsaveis pelo envio de sinais de desativacao das células T
como a CTLA-4 também tem sido associada a auséncia de resposta de células T
aos antigenos fungicos [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 imunossupressao caracteristico da paracoccidioidomicose,
visando interferéncias futuras nos pacientes.

Outro fator anteriormente citado, que pode interferir na evolugédo da infeccéao
pelo P. brasiliensis ¢ o estado nutricional do hospedeiro, possivelmente em
decorréncia do seu efeito sobre o funcionamento do sistema imune. Assim, uma
variedade de nutrientes como oligoelementos (Zn, Cu, Se) e o equilibrio protéico-
caldrico [58] sdo considerados fundamentais para a manutengcdo da homeostase
imunolégica. Além disso, determinados alimentos ou suplementos nutricionais
podem aumentar a capacidade de resposta imune do hospedeiro, facilitando sua
resposta e resisténcia a agentes patogénicos encontrados no meio. Tais alimentos
sao referidos como funcionais ou nutricéuticos, devido a sua capacidade de modular

a funcao de 6rgaos ou sistemas especificos.
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Entre os alimentos nutricéuticos podemos destacar os cogumelos comestiveis
e medicinais, cujos componentes bioativos possuem  propriedades
imunomoduladoras com capacidade potencial de interferir no curso das doencas. O
consumo de cogumelos com fins terapéuticos/profilaticos remonta a milhares de
anos [59], sendo encontrados em sua composicao proteinas, carboidratos, gorduras,
fibras, minerais, vitaminas, compostos bioativos [59] e complexos polissacaridicos
que apresentam efeitos antitumorais e imunomodulatérios [60]. Popularmente, sédo
empregados no tratamento e prevencao de doencas de carater crbnico como 0
cancer, a aids, diabetes, hiperlipidemia, aterosclerose e hepatites crénicas [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 proteinas, acidos graxos, fibras, acucares, minerais como P,
Fe, Ca, Zn, Cu, Mn e vitaminas (B4, B, C, K, D, niancina entre outras) [63]. Este
cogumelo foi descoberto no sul do Estado de Sao Paulo (Mata Atlantica) no final dos
anos 60 e os primeiros estudos sobre suas propriedades medicinais foram
realizados no Japao, no inicio da década de 70. Embora o Japao 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 producao crescente em diversos
Estados.

Os estudos experimentais tém demonstrado a acao antimutagénica e
imunomoduladora desse cogumelo [59] [63] [64] [65]. Suas propriedades foram
estudadas em varios modelos experimentais [59], demonstrando-se que o cogumelo
apresenta complexos protéico-polissacaridicos com cadeias simples de (1—6)-3-

glicopiranosil (43,3%) e de proteinas (50,2%), com propriedades imunoestimulantes
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[63]. Assim, produtos do cogumelo A. blazei, especialmente as B-glucanas, tém a
capacidade de estimular mecanismos imunolégicos como a atividade fagocitica de
macréfagos [66], atividade “natural killer” [65] [66] e de células T citoliticas [67] em
camundongos.

Ha relatos de que o A. blazei promove ativacdo e expansao clonal de
linfécitos T [68] e de que animais tratados com fracdes extraidas em agua quente
mostram aumento nas percentagens de células T (CDs+), T auxiliares (CD4+) €
células T citoliticas (CDg+) [69]. Nakajima et al. [70] demonstraram que o extrato
soluvel induziu aumento na producdo de anticorpos e nas populacoes de
granuldcitos, células NK, macréfagos e linfécitos T e B. Fujimiya et al., [71], sugerem
que a inibicdo do desenvolvimento tumoral, atribuido ao cogumelo, deve-se a
estimulacao da atividade NK e a geracao de células citotéxicas especificas. No plano
clinico, observou-se que a fracdo ABMK exerce efeito positivo sobre a atividade
citotoxica das células NK de pacientes com cancer ginecoloégico submetidas a
quimioterapia, além de melhorar alguns parametros de qualidade de vida associados
aos efeitos colaterais do tratamento convencional, como a perda de apetite,
alopecia, nadusea ou vémito, condi¢gdes emocionais e perda de tbnus muscular [72].
Desse modo, hipotetisamos que polissacarideos de A. blazei podem ser agentes
imunomoduladores efetivos, ndo apenas da resisténcia antitumoral, mas também da
resposta a agentes infecciosos diversos.

Apesar da existéncia de numerosas publicacdes sobre o efeito do cogumelo e
seus produtos em modelos tumorais, o potencial de uso do cogumelo em doencas
infecciosas é pouco explorado. Nesse aspecto, observou-se que fragdes do
cogumelo apresentam atividade antiviral, induzindo a secrecdo de citocinas por

macréfagos [69]. Em estudo prévio, observamos que o extrato polissacaridico de A.
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blazei aumenta a atividade fungicida de macréfagos peritoniais murinos contra
Candida albicans [73]. Observamos também que a administragdo de um extrato
polissacaridico de A blazei a camundongos infectados com P. brasiliensis promove
aumento na atividade fungicida de macroéfagos peritoniais, aumento na producgéo de
H.O. e NO, e interferéncia na resposta de perfil Th, induzida pela infecgao,
reduzindo o numero de células produtoras de IL-4 e aumentando o numero de
células produtoras de IL-12, além de potencializar a producéo de IFN-y e TNF-a [74].

O cogumelo também € popularmente consumido para auxiliar no tratamento
de varias doencas cronicas incluindo diabetes, hiperlipidemia, aterosclerose e cancer
[75] [76] [77]. No entanto, ndo existem dados epidemiol6gicos e experimentais sobre
os efeitos benéficos deste cogumelo sobre a atividade bioquimica de funcéo renal,
hepatica, lipidios, glicose e proteinas.

Os aminoéacidos provenientes do catabolismo protéico sdo desaminados com
a producédo de amoénia. Como esse composto é potencialmente tdxico, é convertido
em uréia no figado. O nivel de uréia no plasma é afetado pela funcdo renal,
conteudo protéico da dieta e teor do catabolismo protéico, estado de hidratacédo do
paciente e presenca de sangramento intestinal. Apesar destas limitacdes, entretanto,
o nivel de uréia ainda serve como indice preditivo da insuficiéncia renal sintomatica e
no estabelecimento de diagndstico na distincdo entre varias causas de insuficiéncia
renal. A creatinina é produzida como resultado da desidratacdo ndo-enzimatica da
creatina muscular. A creatina por sua vez, é sintetizada no figado, rim e pancreas e
€ transportada para as células musculares e cérebro, onde é fosforilada a creatina-
fosfato. A creatina e a creatina-fosfato perdem acido fosférico e agua e se
transformam em creatinina, que nao é reutilizada no metabolismo corporal, e esse

residuo de creatina € quase inteiramente eliminada por filtracao glomerular. Como a
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velocidade de excrecdo da creatinina é relativamente constante e a sua producéao
ndao é influenciada pelo metabolismo protéico ou outros fatores externos, a
concentracdo da creatinina sérica € uma excelente medida para avaliar a funcao

renal [78].

As enzimas aspartato aminotransferase, AST (TGO) e alanina
aminotransferase, ALT (TGP) catalisam a transferéncia reversivel dos grupos amino
de um aminoacido para o a-cetoglutarato, formando cetoacido e acido glutamico. As
aminotransferases estdo amplamente distribuidas nos tecidos humanos e a atividade
mais elevadas de AST encontram-se no miocardio, figado e musculo esquelético,
com pequenas quantidades nos rins, pancreas, bacgo, cérebro, pulmdes e eritrocitos.
A AST é encontrada principalmente no citoplasma do hepatdcito, enquanto 80% da
AST esta presente na mitocéndria. O aumento do teor de AST pode indicar lesao
muscular, dentre elas o infarto do miocardio, enquanto o aumento da ALT indica

lesédo hepatica [78].

A bilirrubina é o principal produto do metabolismo do heme da hemoglobina.
Cerca de 70% a 80% da bilirrubina sdo provenientes da destruicdo dos eritrocitos
velhos, 15% de fontes hepaticas, e o restante é proveniente da destruicdo de
hemacias defeituosas na medula 6sse e nos citocromos. A hemoglobina é
metabolizada no baco 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 a albumina sérica e é transportada pelo sistema porta até o figado,
onde penetra no hepatécito. Uma vez dentro do hepatdcito, a bilirrubina desliga-se

da albumina e forma um complexo protéico com as chamadas proteinas 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 presenca de lesGes hepaticas, obstrucao biliar ou quando a velocidade de
destruicdo dos glébulos vermelhos estd aumentada. Assim, a bilirrubina direta esta
aumentada nas hepatites agudas e cronicas, nas reacdes téxicas a varias drogas e

nas obstrugdes do trato biliar [78].

O colesterol é o esterol componente das membranas celulares de mamiferos
e precursor de 3 classes de compostos biologicamente ativos, os horménios
esterdides, acidos biliares e vitamina D. E transportado no sangue principalmente
pelas lipoproteinas de densidade baixa (LDL) e os disturbios no metabolismo do
colesterol exercem papel importante na etiologia da doenca arterial coronaria [78]. O
LDL é a classe de lipoproteinas maléficas aos seres humanos, e transportam o
colesterol do sitio de sintese, o figado, até as células de varios outros tecidos. Outra
classe de lipoproteina, as de alta densidade (HDL), podem transportar o excesso de
colesterol dos tecidos de volta para o figado, onde é utilizado para a sintese do
acido biliar. As LDL, quando em excesso, sdo responsaveis pelos depositos
arterioscleroéticos nos vasos sanguineos, formando placas que podem interromper o

fluxo sanguineo normal, favorecendo a ocorréncia de doengas cardiacas [78].

O triglicerideo (triacilglicerol) € nome genérico de qualquer tri-éster oriundo da
combinacao do glicerol com &acidos, especialmente acidos graxos, no qual as trés
hidroxilas sofreram condensacéao carboxilica com os acidos. Sdo reconhecidos como
6leos ou gorduras, produzidos e armazenados no organismo para fins de reserva
alimentar. Um triglicerideo é formado pela unido de trés acidos graxos a uma
molécula de glicerol, cujas trés hidroxilas ligam-se aos radicais carboxilicos dos

acidos graxos. Sao sintetizados no figado intestino, sendo as formas mais
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importantes de armazenamento e transporte de acidos graxos. Os distlrbios nesta
sintese promovem reducgao do catabolismo dessas particulas, aumentando os niveis
de triglicerideos plasmaticos. Sao ocasionados pela ingestao excessiva de alimentos
ou, mais raramente, por mutacdo genética de enzimas da via metabdlica dos

lipideos [78].

A glicose é a aldohexose mais importante para a manutengao energética do
organismo. Em condicbes normais, a glicose sanguinea (glicemia) é mantida em
teores apropriados por meio de varios mecanismos regulatorios. A elevagao da
glicose circulante provoca a remocao pelo figado de 70% da glicose que é entao
convertida em glicogénio para ser utilizada como fonte energética no jejum. A glicose
€ normalmente filtrada pelos rins sendo quase totalmente reabsorvida pelos tubulos
renais. Em todas as células, a glicose é metabolizada para produzir ATP e fornecer

intermediarios metabdlicos necessarios em varios processos biossintéticos [78].

As fungdes das proteinas plasmaticas incluem transporte, manutencao da
pressdo osmobtica, tamponamento de alteragbes de pH, imunidade humoral,
atividade enzimética, coagulacdo e resposta de fase aguda. A concentracdo das
proteinas é determinada pela velocidade de sintese, velocidade de catabolismo e
volume de liquido no qual as proteinas estao distribuidas. A maioria das proteinas
sao sintetizadas no figado enquanto algumas sao produzidas em outros locais, como
imunoglobulinas pelos linfécitos. As proteinas sdo degradadas através do corpo e 0s

aminodcidos liberados ficam disponiveis para a sintese de proteinas celulares [78].

Assim, considerando, por um lado, a rica composicdo nutricional e as
propriedades imunoestimulantes do cogumelo A. blazei, e por outro lado a

necessidade de uma resposta imune celular intacta para combater a infecgéo por P.
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brasiliensis, o presente trabalho foi formulado para testar a hipétese de que a
suplementacdo nutricional de animais com esse cogumelo pode melhorar a
resisténcia a paracoccidioidomicose através da estimulagdo da resposta imune

celular.
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IV - Objetivos
O objetivo geral do projeto foi avaliar o impacto da inclusdo do cogumelo A.
blazei na dieta, sobre a infecgdo experimental murina aguda com o P. brasiliensis,
avaliando aspectos imunol6gicos, nutricionais e bioquimicos, tendo como objetivos
especificos analisar:
T O efeito da suplementacao sobre o peso e sobrevida dos animais;
N O grau da infeccdo nos 6rgaos-alvo através de ensaio de recuperacao de
fungos viaveis;
T O efeito sobre os parametros bioquimicos de fungdes hepaticas, renais,
lipidios e proteinas;
N A producéo de citocinas IL-6, TNF-a, IL-10, IL-4 e IFN-y no pulméo, baco e
figado;

T O efeito do tratamento sobre a resposta linfoproliferativa de esplendcitos.
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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 a dieta suplementada
com A. blazei (5 ou 15% do cogumelo acrescentado a mistura original). A mesma
suplementacao foi administrada a um segundo grupo de camundongos normais.
Diferentes grupos de animais foram sacrificados aos 7 ou 14 dias pés-infecgao para
avaliacao do grau de infeccdo no pulmao, baco e figado e do efeito do tratamento
sobre a capacidade de resposta imune celular. Por se tratar de um estudo de
suplementacao dietética, os animais foram também avaliados através de parametros

que indicassem seu estado nutricional e suas funcdes hepaticas 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 Laboratério de
Pesquisa de Doencas Tropicais do Departamento de Doencas Tropicais, UNESP,
Botucatu. Os animais foram mantidos no Biotério do Departamento de Microbiologia
e Imunologia do Instituto de Biociéncias de Botucatu, UNESP, onde foi realizado o
estudo, com suprimento de agua e racao ad libitum. Todos os procedimentos
envolvendo o manuseio dos animais seguiram as recomendacdoes do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), apds andlise e aprovacdo pela
Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) do Instituto de

Biociéncias/UNESP (Proc 05/08).

2 — Cultivo do P. brasiliensis
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A infeccado dos animais foi realizada com uso da cepa 18 de P. brasiliensis
(Pb 18), mantida nos Laboratérios do Departamento de Microbiologia e Imunologia
do Instituto de Biociéncias — UNESP — Botucatu, por subcultivos semanais a 37°C 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 infeccao foram obtidas leveduras das colénias

com 6 dias de cultivo.

3 — Preparo do inéculo e determinacao da viabilidade do P. brasiliensis

As células leveduriformes foram colhidas da superficie de meio de cultura com
auxilio de alca de platina e transferidas para tubos estéreis contendo pérolas de
vidro de 4mm de diametro e solugao salina tamponada estéril (PBS), pH 7,2 e
homogeneizadas em agitador de tubos tipo Vortex, por 3 ciclos de 10 segundos. A
sequir, a suspensao de leveduras foi incubada a 37°C por 5 minutos para sedimentar
grumos nao desfeitos durante a agitacdo. O sobrenadante, contendo células
isoladas ou com poucos brotamentos foi colhido e aliquotas desta amostra utilizadas
para contagem em camara hemocitométrica tipo Neubauer, utilizando microscépio
de contraste de fase. Foram consideradas como células viaveis, aquelas que
apresentaram aspecto brilhante (refringente), enquanto as células mortas
apresentaram-se com coloracdo escura. As amostras foram utilizadas somente
quando a viabilidade do fungo foi superior a 80% [79], sendo a concentracdo de

células flngicas padronizada para 10’leveduras viaveis/mL.

4 - Infeccao e tratamento
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Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal (i.p.) com xilazina
associado a quetamina, a concentragao de 2,5% em PBS, a dose de 250mg/kg de
peso corporeo. Para a inoculagdo das leveduras de P. brasiliensis, os animais
anestesiados tiveram suas traguéias expostas, sendo inoculados por via
intratraqueal com 100uL de uma suspensdo de 10’leveduras/mL de Pb 18 (10°
leveduras/animal). Apds infecgdo, os animais foram submetidos a dieta
suplementada com 5 ou 15% de cogumelo (Grupos Pb/Ab 5 e Pb/Ab 15). O grupo
controle de infeccao foi constituido de animais infectados e alimentados apenas com
a racao comercial (Grupo Pb). Animais normais também foram usados para
constituicdo de grupos controle de ragcéo (Ab 5, Ab 15 e Controle). Semanalmente os
animais foram acompanhados para registro da sobrevida, peso corpéreo e consumo

de agua e ragao.

5 — Preparo da racao suplementada

A base da alimentacdo dos camundongos foi a ragdo comercial Labina da
marca Purina®, constituida por: proteina bruta (min) 23,00%; extrato etéreo (min)
4,00%; matéria fibrosa (max) 5,00%; matéria mineral (max) 10,00%, calcio 1,30% e
fésforo (min) 0,85%.

Esta racao foi reidratada, suplementada com 5 ou 15% de cogumelo A. blazei,
seco e pulverizado. Entre os nutrientes encontrados no cogumelo incluem-se agua
(90%), proteina (2-40%), gordura (2-8%), hidratos de carbono (1-55%), fibra (3-32%)

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

6 — Recuperacao de fungos em érgaos-alvo
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Os animais foram anestesiados e sangrados por punc¢ao cardiaca e o sangue
depositado em tubos de ensaio para obtencdo do soro. Figado e pulmdes dos
animais foram removidos e pesados. Um fragmento de cada érgao foi macerado
com 2mL de PBS estéril e 100uL dessa suspensao foram semeados em triplicata em
placas de Petri contendo meio de cultura BHI-agar (BIO-RAD), a 47g/L, acrescido de
4% de soro de cavalo, 50ug/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 37°C sob agitacdo (120 rpm) por 7 dias [81]. A ocorréncia de fungos viaveis
nos 6rgaos-alvo foi demonstrada através da contagem das unidades formadoras de
colénia e calculada por grama de peso de cada érgao (UFC/g). O sobrenadante da
suspensao foi criopreservado para posterior quantificacdo de citocinas presentes nos
tecidos. O baco foi dividido em 2 fragmentos, sendo um deles processado como

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

7 — Parametros bioquimicos

O soro obtido por puncédo cardiaca dos animais foi analisado quanto aos
parametros bioquimicos de fungcédo hepatica (AST, ALT e bilirrubinas), renal (uréia e
creatinina), lipidios (colesterol e triglicerideos), glicemia e proteinas. As amostras
foram analisadas pelo método de quimica seca de forma quantitativa utilizando um
autoanalisador de multicanais Vitros 950 (Johnson & Johnson — Wayne, PA — USA).
Os valores de referéncia foram baseados no Guia de Referéncia Veterindria para
camundongos fornecido pela Ortho-Clinical Diagnostics — Johnson & Johnson

Company.

8 — Dosagem de IL-6, TNF-q, IL-10, IL-4 e IFN-y
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A producdo de IL-6, TNF-a, IFN-y, IL-10 e IL-4 nos 6rgaos alvo foi
determinadas pela reacao de ELISA, em homogenatos de pulmao, baco e figado.

As placas de 96 alvéolos de fundo plano (Maxsorb-Nunc Life Tech Inc., MD,
USA) foram sensibilizadas por 18h a 5°C com anticorpo monoclonal de camundongo
especifico para a citocina de interesse (R&D Systems), diluido em PBS, pH 7.2, a
concentracao de 2ug/mL (IL6 e IL10), 0.8 uyg/mL (TNF-a) ou 0,5 ug/mL (IL4 e IFN-y).
Apébs esse periodo, os alvéolos foram lavados 3 vezes com 300uL 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 NaN;3; (azida sodica) e incubada a
temperatura ambiente, por 2 horas. A seguir, a placa foi lavada e foram adicionados
100uL da citocina em diluicdo seriada para obtencao da curva padrao. Nos alvéolos
restantes foram colocados 100uL dos sobrenadantes gerados conforme descrito no
item 5.

Apés 2 horas de incubacao a temperatura ambiente, as placas foram lavadas
e adicionado o anticorpo policlonal biotinilado de cabra contra a citocina de interesse
(R&D Systems), a concentracdo de 200 ng/mL (IL6), 400 ng/mL (IL10), 150 ng/mL
(TNFa) e 0,5ug/mL (IL4 e IFN-y), seguindo-se incubagao por 2 horas a temperatura
ambiente. A placa foi lavada novamente com PBST e adicionados 100uL de avidina
conjugada com peroxidase (Sigma) diluida a 1:10.000 em PBS contendo 0,1% de
BSA por 30 minutos a 37°C. Em seguida, adicionou-se 100uL do substrato
enzimatico, constituido por 12,5mL de tampao citrato-fosfato 0,1M, pH 5.0 contendo
10uL de H>O2 a 30% (Sigma) e 1mg/mL de ortofenilenodiamina (Sigma). As placas
foram incubadas a temperatura ambiente por 15 minutos, a reacao foi bloqueada

pela adicdo de 50uL de acido sulfarico 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
niveis de citocinas nos homogenatos de cultura foram calculados e expressos em

pg/g de tecido do 6rgao analisado.

9 — Atividade linfoproliferativa

Para avaliar o efeito do tratamento sobre a resposta celular ao agente
infeccioso, esplendcitos foram cultivados em presenca de gp43 de Pb, antigeno
imunodominante do fungo [82] ou Concanavalina A (Con A) Sigma, de acordo com
Baida et al. [45]. Brevemente, um fragmento de bago 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 suspensao de
células totais foi lavada por centrifugacao e apds avaliacao de viabilidade celular, a
concentracdo de células foi ajustada para 4x10° células/mL. As células foram
distribuidas em placas de microcultura de 96 escavacgdes de fundo plano (100uL) e
cultivadas por 5 dias em presenca de 10ug/mL de gp43 ou por 3 dias em presenca
de 3,5ug/mL de Con A. Cerca de 24 horas antes do término da cultura, foram
adicionados as culturas 30uL de MTT (5mg/mL) (3-(4,5-dimethylthiazolyl)-2,5-
diphenyl-tetrazolium bromide, Sigma) para marcagdo das células viaveis. Apés 2
horas adicionais, os sobrenadantes foram retirados e as células solubilizadas com
dimetilsulféxido (DMSQO). A determinacdo da densidade o6ptica resultante da
incorporacao de MTT foi feita em espectrofotdmetro com filtro de 540nm.

O indice de estimulacao foi calculado de acordo com a férmula:

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

10 — Analise Estatistica
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Os dados foram submetidos a analise de variancia — ANOVA e as analises de
comparacées multiplas foram feitas pelo teste de Tukey. Os procedimentos
estatisticos foram aplicados empregando-se o programa GraphPad Instat 3.05,
GraphPad Software, San Diego, CA USA. Foram considerados significantes os dados

cujas diferencas apresentaram probabilidade de erro inferior a 5% (p<0,05).
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Resultados
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VIl — Resultados

1 — Peso corpdéreo e consumo de racao

A avaliacado do peso dos animais ndo-infectados mostra que o ganho de peso
foi similar nos 3 grupos (2,789 + 0,34 no Controle normal, 3,195g + 0,50 no grupo Ab
5e 2,916 £ 0,18 no grupo Ab 15), ndo se observando influéncia da suplementacao
dietética sobre esse parametro (Fig 1). Entre os animais infectados observou-se que
todos 0s grupos apresentaram reducdo de peso corpéreo mediano no inicio da
infeccao, em relacao ao Controle normal (Pb: 2,188 + 1,48<; Pb/Ab 5: 1,07 £ 1,25< e
Pb/Ab 15: 2,43 + 1,66<). Apds 2 semanas houve recuperacado 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 racao suplementada com 15% de A. blazei
apresentaram reducdo do peso corpéreo mais acentuada que os demais grupos
(2,439 + 1,66), bem como menor nivel de recuperacdo em relacdo ao peso inicial

(2,599 * 1,99).

O consumo médio diario de racao entre os animais nao 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 ragdo entre os animais infectados foi ligeiramente inferior ao dos animais

nao infectados (Fig 2).
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Figura 1 — Variacdo de peso (g) de camundongos normais ou infectados com P.
brasiliensis, tratados com racédo convencional (Controle e Pb) ou suplementada com
cogumelo A. blazei a 5%(Ab 5 e Pb/Ab 5) ou 15% (Ab 15 e Pb/Ab 15). Registros
obtidos nos dias 0 (peso de referéncia), 7 e 14 (n=10). Resultados expressos em
mediana.
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7dias 14 dias

Figura 2 — Consumo médio de racao (g) de camundongos normais ou infectados com
P. brasiliensis, tratados com racao convencional (Controle e Pb) ou suplementada com
cogumelo A. blazei a 5% (Ab 5 e Pb/Ab 5) ou 15% (Ab 15 e Pb/Ab 15). As avaliagdes
foram realizadas ap6s 7 e 14 dias de infeccdo (n=8). Resultados expressos em média +
erro padrao.
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2- Efeito do A. blazei sobre a sobrevida dos animais infectados e

recuperacao de fungos viaveis de o6rgaos alvo

A introducdo de A. blazei na dieta dos animais infectados parece ser
prejudicial ao hospedeiro, visto que, embora a sobrevida dos animais nos 3 grupos
nao mostre diferencas significantes, os Unicos animais que foram a 6bito pertenciam
ao0s grupos que consumiram racao suplementada com 5% (1 6bito entre 10 animais)

ou 15% (2/10 6bitos) do cogumelo.

Essa observacao foi reforcada pelo ensaio de recuperacao de fungos viaveis
do pulméao (Fig 3), visto que no controle de infeccdo 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 colénias nos animais do grupo Pb/Abl
15, aos 7 dias de infec¢cdo. Na segunda semana de infeccdo, houve um aumento de
aproximadamente 84 % na recuperacdo de fungos viaveis do pulmao de animais
controle, em comparagcdo com a primeira semana (719,00 + 301,00 UFCs). No
entanto, ao contrario do detectado no periodo de 7 dias, a suplementacéo
nutricional com A. blazei promoveu intensa reducdo no numero de fungos viaveis

(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 — Numero de leveduras viaveis (UFC) recuperadas a partir de tecido
pulmonar 7 e 14 dias apdés a infeccdo com 106 células leveduriformes (Pb) e
tratamento com racdo 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-agar. O desenvolvimento de colbnias foi
avaliado apés 10 dias de cultivo. Dados sdo expressos como média * erro padrao
(n=8). (p<0,05)
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3— Parametros bioquimicos

As concentracoes séricas de proteinas totais foram significativamente maiores
no grupo Pb/Ab 5 aos 7 dias de tratamento, em comparacdo com o grupo Controle,
retornando aos niveis regulares aos 14 dias (Fig 4). Entretanto, ndo se observou
influéncia isolada da dieta sobre a concentracdo de proteinas totais do soro no
periodo avaliado, visto que os grupos Ab 5 e Ab 15 nao sofreram alteracdo desse

parametro.

Em relacdo aos niveis de glicose nao se observaram diferencas entre os
grupos, mas os dados estatisticos indicam tendéncia a reducdo nos animais
infectados tratados com a racdo suplementada (Pb/Ab 5 e Pb/Ab 15) no periodo

mais precoce da avaliagdo, com recuperacao na segunda semana (Fig 5).

A analise de metabdlitos relacionados a funcao hepatica mostra que durante
a fase aguda da infecgdo, hd aumento dos niveis 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 niveis
retornaram a faixa de normalidade aos 14 dias de infec¢do. Nao se observou efeito

isolado da suplementacao.

Os niveis de AST nos animais normais mostraram-se superiores aos valores
de referéncia (Fig. 6B), nos dois periodos de avaliagdo. Animais que receberam 15%
de A. blazei na dieta, mantiveram os niveis de AST mais elevados que os valores de
referéncia, ao passo que a suplementacdo com 5% mostra tendéncia a normalizagcao
desse parametro. Nao se observou alteracao significante nos niveis séricos de ALT

(Fig 6C).
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Os parametros bioquimicos de funcbes renais indicaram que a infeccao,
associada a suplementacdo com 15% de A. blazei aumentou os niveis de uréia na
primeira semana (p<0,05), sem influenciar a produgcdo de creatinina (Fig 7). O
processo infeccioso elevou discretamente os niveis de colesterol total, sem efeito

relevante nos niveis de triglicerideos (Fig.8).
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Figura 4 — Niveis séricos de proteinas totais (g/dL) de camundongos normais ou infectados com P.
brasiliensis, tratados com ragéao convencional (Controle e Pb) ou suplementada com cogumelo A. blazei a 5%
(Ab 5 e Pb/Ab 5) ou 15% (Ab 15 e Pb/Ab 15). As avaliagbes foram realizadas apds 7 e 14 dias da infeccao
pelo método quantitativo de quimica seca utilizando autoanalisador de multicanais Vitros 950 (Johnson &
Johnson — Wayne, PA — USA) (n=8). Resultados expressos em média * erro padrao.
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Figura 5 — Niveis séricos de glicose (mg/dL) de camundongos normais ou infectados com P. brasiliensis,
tratados com ragé@o convencional (Controle e Pb) ou suplementada com cogumelo A. blazei a 5% (Ab 5 e
Pb/Ab 5) ou 15% (Ab 15 e Pb/Ab 15). As avaliagbes foram realizadas apds 7 e 14 dias da infecgdo pelo
método quantitativo de quimica seca utilizando autoanalisador de multicanais Vitros 950 (Johnson &
Johnson — Wavne. PA — USA) (n=8). Resultados expressos em média t erro padrao.
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Figura 6 — (A) Niveis séricos de bilirrubinas (mg/dL), (B) AST (U/L)e (C) ALT (U/L) de camundongos
normais ou infectados com P. brasiliensis, tratados com ragdo convencional (Controle e Pb) ou
suplementada com cogumelo A. blazei a 5% (Ab 5 e Pb/Ab 5) ou 15% (Ab 15 e Pb/Ab 15). As avaliagbes
foram realizadas apés 7 e 14 dias da infeccdo pelo método quantitativo de quimica seca utilizando
autoanalisador de multicanais Vitros 950 (Johnson & Johnson — Wayne, PA — USA) (n=8). Resultados
expressos em média * erro padrio.
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Figura 7 — (A) Niveis séricos de uréia (mg/dL) e (B) creatinina (mg/dL) de camundongos normais ou
infectados com P. brasiliensis, tratados com rag¢do convencional (Controle e Pb) ou suplementada com
cogumelo A. blazei a 5% (Ab 5 e Pb/Ab 5) ou 15% (Ab 15 e Pb/Ab 15). As avaliagbes foram realizadas apés 7
e 14 dias da infeccado pelo método quantitativo de quimica seca utilizando autoanalisador de multicanais

Vitros 950 (Johnson & Johnson — Wayne, PA — USA) (n=8). Resultados expressos em média * erro padrao.
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Figura 8 — (A) Niveis séricos de colesterol (mg/dL) e (B) triglicerides (mg/dL) de camundongos normais
ou infectados com P. brasiliensis, tratados com ragéo convencional (Controle e Pb) ou suplementada com
cogumelo A. blazei a 5% (Ab 5 e Pb/Ab 5) ou 15% (Ab 15 e Pb/Ab 15). As avaliagbes foram realizadas
apbés 7 e 14 dias da infecgao pelo método quantitativo de quimica seca utilizando autoanalisador de
multicanais Vitros 950 (Johnson & Johnson — Wayne, PA — USA) (n=8). Resultados expressos em média
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4 — Atividade Linfoproliferativa

Com o objetivo de avaliar o efeito da suplementacao dietética sobre o
potencial de resposta imune do hospedeiro, avaliamos a atividade linfoproliferativa
de esplendcitos frente ao antigeno de Pb189 (gp43) e ao mitbgeno para linfocitos T

(Con A).

Em relacdo a resposta especifica nenhum dos grupos respondeu antigeno
glicoprotéico gp43 (dados ndo mostrados). O ensaio realizado aos 7 dias com o
mitdégeno, por sua vez, demonstrou que a infeccdo pelo Pb18 induziu intensa
reducdo da atividade proliferativa celular, observando-se que os animais normais
apresentaram indice de estimulacao da ordem de 0,668 + 0,045, enquanto o controle
da infeccao apresentou indice de proliferacdo médio de 0,205 + 0,004 (Fig 9). Aos
14 dias de infeccdo, observamos recuperacdo da atividade linfoproliferativa dos
esplenécitos de animais infectados, especialmente daqueles que receberam racao

suplementada com o cogumelo.
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Figura 9 — Atividade linfoproliferativa de esplendcitos de camundongos BALB/c normais ou infectados
com P. brasiliensis, tratados com ragao convencional (Controle e Pb 18) ou suplementada com cogumelo
A. blazei a 5%(Ab 5 e Pb/Ab 5) ou 15% (Ab 15 e Pb/Ab 15). As avaliagdes foram realizadas ap6s 7 e 14
dias da infecgdo. Esplendcitos a concentragdao de 4x106 cel/mL foram distribuidos em microplacas de
cultivo celular e incubadas por 72h a 37°C em estufa de CO2 5% em presenca de ConA. O indice de
estimulacado foi calculado com base na incorporagdo de MTT, medido por espectrofotometria em
comprimento e onda de 540nm (n=8). Resultados expressos em média + erro padréo.
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5 — Efeito da infeccao e tratamento dietético sobre o perfil de citocinas

do pulmao

Visto que o pulméao foi o 6rgao alvo afetado pela infecgao experimental e que
apresentou leveduras viaveis até 14 dias ap6s a infeccao, investigamos o perfil de
citocinas associado a infeccdo e aos tratamentos dietéticos empregados. Assim, na
figura 10(A — E) podemos observar que a infeccdo determinou tendéncia de
aumento nos niveis de TNFa aos 7 dias de infeccao (0,05<p<0,1; Fig. 10B),
enquanto a suplementacdo dos animais infectados induziu niveis significantemente
elevados de TNF-a aos 14 dias (p<0,05 no grupo Pb/Ab 15). Em contraste com
esses achados, essa racao induziu reducado da capacidade de producgédo de IL-10
(p<0,01; Fig. 10D). Na realidade, os resultados indicam que o cogumelo reduz a
geracao de IL10 nos pulmbes tanto em animais infectados quanto em animais
normais na primeira semana. O tratamento dos animais infectados com ragdes
suplementadas mostram também uma tendéncia de aumento dos niveis de INF-y
(0,05<p<0,1). Entretanto o efeito sobre a produgédo de IL4, ndo é conclusivo, com
tendéncia a redugcdo apenas nos animais tratados com racao suplementada a 5%

(Fig 10E)
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Figura 10 — Determinacéo de IL-6 (A), TNFa (B), IFN-y (C), IL10 (D) e IL4 (E) nos sobrenadantes
do pulmdo de camundongos normais ou infectados com P. brasiliensis, tratados com ragao
convencional (Controle e Pb) ou suplementada com cogumelo A. blazei a 5% (Ab 5 e Pb/Ab 5) ou
15% (Ab 15 e Pb/Ab 15). As avaliagdes foram realizadas apos 7 € 14 dias de infecgao pelo método
de ELISA. Dados sao expressos com média * erro padrdo (n=8).
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7 — Efeito da infeccao e tratamento dietético sobre o perfil de citocinas

do baco e figado

Embora ndo tenham sido isolados fungos viaveis do baco e figado de nenhum
dos animais estudados, esses 6rgaos sao importantes alvos da disseminacao
hematogénica do P. brasiliensis. Além disso, 0 baco € um dos 6rgaos linféides
secundarios de fundamental importancia para o estabelecimento da resposta imune
adaptativa, concentrando parcela consideravel das células imunocompetentes.
Assim, esses dois érgaos também foram avaliados em relacédo a sintese in situ de

citocinas.

O processo infeccioso induziu elevagdo da producao de IFN-y no baco na
primeira semana de infeccdo e a administracdo de racdo suplementada exacerbou
esse efeito tanto aos 7 quanto aos 14 dias (Fig 11C e 11B). A suplementacao
também induziu tendéncia de aumento da producdo de TNF-a nos animais
infectados, enquanto a administragdo de 15% de A. blazei aos animais normais

reduziu significantemente a produgao dessa citocina.

Diferentemente do que se observou no pulmdo em que houve reducao da
producdo de IL-10 em decorréncia do tratamento, observamos que no baco, a
infeccdo promoveu aumento na producao dessa citocina aos 7 dias de infeccdo. Aos
14 dias, observa-se normalizacdo dos niveis de IL-10 no grupo Pb, enquanto os
animais infectados tratados com A. blazei continuaram com niveis mais elevados.
Nao observamos efeito significante do tratamento nem da infeccéo sobre a producao

de IL-4 nesse 6rgao (Fig 12E).

No figado, observamos que a infec¢ao induziu redugédo dos niveis de TNF-o

(Fig 12B). Observamos que a administragdo do cogumelo aos animais infectados
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(Pb/Ab5 e Pb/Ab15) induz aumento significante de IL-6 e IFN-y, especialmente aos
14 dias de infeccéo (Fig 12A e 12C). A producao de IL-10 foi ligeiramente reduzida
pela infeccdo mas a administracdo de cogumelo a 15% aumentou significantemente

sua producao no grupo Ab 15 aos 7 dias e no grupo Pb/Ab 15 aos 14 dias.
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Figura 11 — Determinacéo de IL-6 (A), TNFa (B), IFN-y (C), IL10 (D) e IL4 (E) nos sobrenadantes
do bago de camundongos normais ou infectados com P. brasiliensis, tratados com ragéo
convencional (Controle e Pb) ou suplementada com cogumelo A. blazei a 5% (Ab 5 e Pb/Ab 5) ou
15% (Ab 15 e Pb/Ab 15). As avaliagdes foram realizadas apos 7 € 14 dias de infecgédo pelo método
de ELISA. Dados sao expressos com média * erro padrao (n=8).



10000

9000

8000

5000

4000

3000

2000

1000

10000

9000

8000

IL6 (pg/mL)

25000

A 20000

p<0,05

p<0,01

15000

TNF-a (pg/mL)

10000

5000

7dias 14dias

10000

C 9000

8000

- -y
E 7000 g 7000
B >
6000 & 6000
e p<0,01 =
E‘ 5000 p<0,05 E 5000
Z q000 = 4000
3000 3000
2000 2000
1000 1000
0 0
7dias 14dias
5000
4500 E
4000
3500
_—
-
£ 3000
~
(=2}
o 2500
N
3 2000
1500
1000
500
o
7dias 14dias

62

p<0,05
14dias
p<0,05
14dias

B Controle
®Ab 15

B Pb/Ab 5
B Pp/Ab 15

Figura 12 — Determinagdo de IL-6 (A), TNFa (B), INF-y (C), IL10 (D) e IL4 (E) nos
sobrenadantes do figado de camundongos normais ou infectados com P. brasiliensis, tratados
com ragao convencional (Controle e Pb) ou suplementada com cogumelo A. blazeia 5% (Ab 5 e
Pb/Ab 5) ou 15% (Ab 15 e Pb/Ab 15). As avaliagbes foram realizadas apés 7 e 14 dias de
infeccao pelo método de ELISA. Dados sdo expressos com média + erro padrao (n=8).
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Discussao
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VIl - Discussao

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 evidéncias experimentais de que produtos
isolados do cogumelo A. blazei conferem protecdo contra o desenvolvimento de
neoplasias através da estimulacédo 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 polissacarideos isolados de A.
blazei sao capazes de modular positivamente a atividade de macrofagos
aumentando sua capacidade fungicida e a producdo de H>O. [73]. No presente
estudo, utilizamos o modelo de infeccdo experimental murina com o P. brasiliensis
para avaliar o potencial do A. blazei como adjuvante no tratamento dessa micose
profunda.

As concentragcdes de 5 e 15% de cogumelo acrescentadas a racdo
correspondem a um consumo aproximado de 1 a 3g de cogumelo/dia. A auséncia de
mudanc¢as no consumo meédio diario e consumo total de racéo (Fig 2), indicam que a
introducdo do cogumelo na composicao dietética, mesmo em concentragdo téao
elevada quanto 15%, nao interfere na palatabilidade do alimento. Como esperado,
observamos reducdo do ganho de peso associado a infeccdo, porém para nossa
surpresa, aqueles infectados e tratados com racdo com 15% de A. blazei
apresentaram o maior nivel de perda de massa corpérea, ainda que 0 consumo
tenha sido similar ao dos demais grupos. Visto que a concentracéo protéica da racéao
de base é de 23,00% e o cogumelo apresenta 13,46% de proteinas em sua

constituicdo [67] [85], a substituicdo de 15% da mistura original da racao por
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cogumelo bruto representaria perda de apenas 1,33% na ingestdao de proteinas,
indicando que a reducdo de massa corporea nao decorre de um desequilibrio
protéico-calérico. Esse ponto de vista & reforcado pela ndo reducdo nos niveis
séricos de proteinas totais desses animais que, na realidade, tenderam a ser
superiores aos dos animais normais. Visto que esse pequeno aumento nos niveis de
proteinas parece estar associado a infeccdo, deve ser considerada também a
possibilidade de que reflitam a secrecao de proteinas de fase aguda como a amilase
plasmatica aumentada na PCM aguda [86] ou a proteina reativa de fase aguda
(PCR), comumente aumentada em processos infecciosos [87]. Descartamos a
hipétese de que a suplementagdo nesse nivel tivesse induzido aceleracdo do
metabolismo dos animais, visto que as funcbes renais e hepaticas bem como os
niveis de glicose dos animais nao infectados e alimentados com ragdes
suplementadas néo sofreram alteracdes relevantes.

Os niveis de colesterol e triglicerideos mostram-se mais elevados animais
infectados, com ligeira diminuicdo nos animais tratados com 5% de cogumelo, sendo
que a suplementacdo com 15% nao exerceu o mesmo efeito. O colesterol é
essencial para que o sistema imune funcione adequadamente e experimentos com
animais tém demonstrado que as células do sistema imune dependem de
componente de membrana plasmatica para combater infeccées. Assim, o LDL liga-
se diretamente e desativa toxinas bacterianas, evitando que elas causem danos ao
organismo. Em resumo, a elevacdo dos niveis de colesterol indicam que o
organismos esta sob algum processo de agressao e esse esterol funciona como um
agente reparador, retornando aos niveis de normalidade ap6s a resolugdo do

processo [88]. Deve ser ressaltado que diferentemente do que acreditam muitos
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usuarios, a suplementacéao dietética com A. blazei ndo foi capaz de reduzir os niveis
séricos de glicose nem de colesterol ou triglicerideos nos animais nao infectados.

Os parametros de funcao renal ndao foram alterados pela inclusdo do
cogumelo na dieta, dados estes que corroboram os achados de Barbisan et al., [89]
de que a administracdo do cogumelo n&o provoca mudancgas na diurese dos
animais. Os parametros de funcao hepatica mostram que houve um aumento nos
niveis de bilirrubina mas nao das transaminases (AST e ALT), o que é compativel
com os achados prévios de que o cogumelo pode ter um efeito hepatoprotetor contra
lesbes provocadas por agentes carcinogénicos [89] [90] [91] [92]. QOutros estudos
indicam que o extrato aquoso de Agaricus sylvaticus nao induz alteracdes
bioquimicas ou histopatoldgicas significativas em ratos normais [93].

Assim, os niveis elevados de bilirrubinas nos animais tratados com 15% de
Agatricus blazei, podem estar relacionado com o aumento do TNF-a, cuja elevacao é
classicamente associada a quadros de caquexia, que por sua vez pode levar a um

aumento nos parametros de fungao hepatica.

Em relacdo ao efeito da racdo suplementada sobre a infeccdo propriamente
dita, tivemos um resultado inesperado, particularmente na primeira semana de
infeccdo em que se observou aumento da recuperagao de fungos viaveis no pulmao.
Em uma tentativa de explicar esse resultado, procuramos estabelecer associacoes
com o padrao de citocinas liberado nesse 6rgao nesse periodo da infecg¢ao.

Os resultados indicam que, nesse periodo, a infeccdo induziu discreto
aumento dos niveis de TNF-o nos pulmdes, em comparacdo com 0s controles
normais, porém, sem efeito significante do tratamento. Esperavamos que a infeccao

per se, fosse capaz de estimular a producao de TNF-a, uma vez que essa citocina é
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produzida em resposta a parede celular do fungo e sugere-se que as cepas de P.
brasiliensis que apresentam maior quantidade de [B-glucana na parede celular
induzem esse processo com maior intensidade [32] [94]. De fato, mondécitos
humanos incubados in vitro com o fungo liberam TNF, cujos niveis dependem das
concentragdes de [-glucanas presentes na parede da cepa utilizada [95].
Entretanto, nessa fase mais precoce, o tratamento com cogumelo nao foi capaz de
estimular a producdo do TNF. Tal resultado foi inesperado uma vez que estudos
prévios relatam que a ingestdo do cogumelo, rico em [-glucana, estimula
macréfagos e induz a secrecao de TNFa, IL8 e NO [69]. Assim, ndo observamos
um efeito sinérgico do efeito das B-glucanas provenientes do agente infecciosos e do
cogumelo usado na suplementacédo, sobre a producédo de TNF.

O TNF é uma citocina essencial para o processo de ativacdo de macréfagos
com consequente destruicdo do P. brasiliensis. Camundongos resistentes a
infeccdo pelo P. brasiliensis mostram producédo elevada de TNF-a, que determina
diminuicado da carga fungica [96] [97]. Em mondcitos humanos e macréfagos murinos
a estimulacdo com TNF resulta em aumento da capacidade de destruir o fungo via
liberacdo de HO, ou NO [29] [27]. Assim, embora a infeccao tivesse induzido
pequeno aumento nos niveis de TNF, essa producdo ndo foram suficientes para
promover ativacao celular, visto que a producao de IFN-y também foi baixa nesse
periodo.

Chama a atencdo o fato de que o tratamento, ao contrario do que
esperavamos, exacerbou o nivel de infec¢cdo dos animais, determinando a morte de
trés dos animais infectados (1 no grupo Pb/Ab 5 e 2 no grupo Pb/Ab 15).
Observamos previamente que a fragao polissacaridica de A. blazei estimula a

expressao de receptores de manose (MR) na superficie de macréfagos periotoniais
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murinos [73]. O MR é um dos receptores de reconhecimento de padrées (PRR)
utilizado por fagdcitos nao-estimulados a promover a fagocitose de microrganismos
[98] e sua expressao é gradualmente reduzida pela ativacdo celular por IFN-y[99].
Observamos, mais recentemente, que a exposi¢ao in vitro de mondcitos humanos a
essa fragdo polissacaridica (rica em B-glucanas) aumenta a expressao de receptores
Toll-similes TLR-2 e TLR-4 [100]. O TLR-4 é o receptor chave de
lipopolissacarideos [101] e observa-se que animais que expressam esse receptor
sao mais suscetiveis a acao deletéria do LPS que aqueles deficientes de TRL-4 [43],
provavelmente pela producdo exacerbada de NO [20]. Estudos in vitro
demonstraram que a interacao de macréfagos com P. brasiliensis via TRL-4 resulta
na ativacao dessas células com aumento da fagocitose e producao de NO, IL-12 e
MCP-1. Tal ativacao, entretanto, mostra associacdo com maior niumero de fungos
viaveis nos macrofagos infectados.

O TRL-2, por sua vez é um receptor de peptideoglicanos e lipoproteinas [102]
e poderiam servir de vias de ativacao inespecifica dos macréfagos, uma vez que o
cogumelo é rico também em peptideoglicanos [63]. Assim, é possivel que a
suplementacao dietética, logo no inicio da infeccdo, tenha induzido aumento na
expressdao desses receptores, com consequente aumento na atividade fagocitica
dos macréfagos alveolares. Visto que a producdo de TNF-a e IFN-y ainda era baixa
nesse periodo, tais células ndo estavam adequadamente ativadas, permitindo a
permanéncia de fungos vivos em seu interior. A0 mesmo tempo, a intensa reducao
nos niveis de IL-10 facilitaria a producdo de NO e IL-12 por esses macrédfagos.
Assim, esse resultado corrobora a hipbtese de que a exacerbacao da atividade

fagocitica por macréfagos por via independente de IFN-y, facilita o escape do P.
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brasiliensis da acao de neutréfilos, favorecendo o estabelecimento da infeccédo e o
desenvolvimento de uma forma mais grave da doenca [20].

A analise dos parametros de resposta imune e infeccdo aos 14 dias, mostra
um perfil diferente do obtido na primeira semana. Enquanto os controles de infeccao
(grupo Pb) mostraram aumento significante da carga fungica em relacéo ao periodo
inicial, a inclusdo de 5% do cogumelo na dieta reduziu drasticamente o niumero de
fungos viaveis no pulméao. Diferentemente do que se observou na fase mais precoce
da infecgao, aos 14 dias ha aumento significante dos niveis de TNF nos pulméao,
paralelamente a redugcdo dos niveis de IL-4. Além disso, embora o pulmao nao
apresente alteracdes significantes nos niveis de IFN, observa-se que o tratamento
com cogumelo aumenta a producdo dessa citocina no baco. Assim, é possivel que
nesse periodo, os macréfagos alveolares previamente ativados pelas TLR ou MR, ou
macréfagos pré-ativados no baco e infiltrados no pulmao, estejam produzindo TNF-o
em concentracao suficiente para promover o combate ao fungo.

Nao detectamos fungos viaveis nos outros 6rgaos avaliados, 0 que ndo nos
permite estabelecer associacdées com o padrao de citocinas liberado nesses locais.
No entanto é interessante notar que no baco, diferentemente do que ocorreu no
pulmao, o tratamento com o cogumelo induziu um aumento na producéo de IFN e
de TNF desde o inicio da infeccdo, mostrando uma compartimentalizacdo da
resposta imune durante a infeccdo com o Pb.

A visdao de que a suplementacao dietética pode ter trazido algum beneficio
aos animais infectados é reforcada pela observacao de seu efeito sobre a atividade
linfoproliferativa. Esse € um parametro classico de avaliagdo do potencial de
resposta imune celular e observamos que os animais infectados tem uma depressao

da resposta ao mitégeno Con A. Essa depressao é tradicionalmente relatada e
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discutida na PCM [103] e pode ser explicada, entre outras razdes, pela falha na
apresentacao antigénica. Assim, a incubacéao de linfécitos com P. brasiliensis ou gp
43 purificada leva a diminuicdo na expressao de moléculas MHC de classe Il em
células dendriticas imaturas ou ainda interfere na maturagdo dessas células induzida
por LPS. Outros trabalhos relatam expressdo inadequada de moléculas
coestimuladoras, apoptose de células T, geracao de citocinas supressoras como a
IL-10, entre alguns outros processos [103]. No presente estudo, € possivel pensar
que o aumento nos niveis esplénicos de IL-10 no periodo de 7 dias, possa ter
contribuido, pelo menos parcialmente, para a inibicdo da resposta proliferativa, a
despeito da producao local de IFN-y.

Essa capacidade de resposta sofre discreta recuperag¢ao na segunda semana
e, como esperado, observa-se que a suplementagdo nutricional facilita esse
processo de recuperacdo. Essa observacao € compativel com estudos prévios
relatando que polissacarideos do cogumelo Coriolus versicolor sao capazes de
aumentar a resposta de esplendcitos a mitégenos tanto ap6s o tratamento in vivo
quanto por sua adicdo a cultura [104]. Polissacarideos do cogumelo Flammulina
velutipes administradas i.p. em camundongos, também foram capazes de induzir a
proliferacao de linfécitos esplénicos [105].

Em resumo, nossos resultados sustentam parcialmente nossa hip6tese
inicial, indicando que a suplementacdo ajuda os animais a restabelecerem sua
resposta imune celular, como indicado pela restauracédo da atividade linfoproliferativa
e pelo perfil de citocinas na segunda semana e pela reducao no nimero de UFCs
isoladas do pulmdo na segunda semana. Entretanto, o cogumelo, quando em
excesso (15%) ou se administrado no inicio da fase aguda, pode facilitar a

instalacdo do agente infeccioso e determinar o estabelecimento de uma doenca
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mais grave. Assim, sugerimos que o cogumelo estimula inicialmente os mecanismos
inespecificos de defesa, facilitando a fagocitose do fungo. Como essas células ainda
nao se encontram ativadas, ha uma facilitagdo da permanéncia das leveduras nos
pulmdes, bem como o desenvolvimento de resposta aguda intensa e morte de
alguns dos animais. A continuidade do tratamento parece, entdo, favorecer o
estabelecimento de uma resposta imune celular eficaz, tornando os animais
sobreviventes em melhores condicoes de resistir a infeccdo. Desse modo, é
possivel que a suplementacdo nutricional possa ser usada como adjuvante no

tratamento da infeccao cronica, hipétese que merece ser futuramente testada.
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Anexos

X - Anexo 1



Valores de Referéncia — Parametros Bioquimicos

Analito Intervalo de Referéncia
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
Proteina Total 3.6 — 6.6g/dL
Triglicérides 55 — 144 mg/dL

81



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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