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RESUMO

NAVEGANTES, K.C. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA,
ANTIOXIDANTE E IMUNOMODULADORA DE AGARICUS BRASILIENSIS ILEX
PARAGUARIENSIS IN VITRO E EM MODELO DE SEPSE MURINO. f.143.Dissertacéo
(Mestrado), Programa de P6s-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal do
Pard, Belém, 2016.

A sepse é uma disfuncédo organica causada por uma resposta imune desregulada a uma infeccao.
Na abordagem terapéutica inicial da sepse séo utilizados antimicrobianos de amplo espectro,
que ndo é suficiente para o controle da infeccdo, sendo necessario associacbes com outras
terapias. Dessa forma, o llex paraguariensis por ser um potente antimicrobiano, antioxidante,
e Agaricus brasiliensis possui propriedades imunomoduladora poderiam ser uma nova fonte de
terapia. Assim, 0 presente estudo visou avaliar o efeito antimicrobiano, antioxidante e
imunomodulador in vitro e in vivo dos extratos. Para tanto, neste estudo, foi avaliada a acéo
antimicrobiana in vitro dos extratos aquosos de A.brasiliensis e I. paraguariensis frente a
Staphylococcus aureus e Escherichia coli pelo método da microdiluicdo e espectrofotmétrico
para determinacdo de concentragdo inibitoria Minima e técnica de cultivo em placa de petri para
a concentracdo bactericida minima. Foi também avaliada a citotoxicidade em macrofagos,
producdo de oxido nitrico (NO), proliferacédo, fagocitose, capacidade antioxidante equivalente
ao Trolox (TEAC) e determinacéo da atividade antioxidante total pela captura do radical livre
e producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO). In vivo, 0s camundongos swiss com sepse
induzida foram pré-tratados com os extratos aquosos de A.brasiliensis e I. paraguariensis e
apo6s 12 e 24 horas suas amostras coletadas,e avaliado a sobrevida, migracdo leucocitéria,
hemograma, carga bacteriana, producdo de NO, niveis de malonaldeido, TEAC em ex vivo
avaliou-se capacidade fagocitica e liberacdo de EROs. O A.brasiliensis ndo apresentou
atividade antimicrobiana in vitro, manteve as células viaveis, reduziu a capacidade fagocitica,
aumentou NO, mas na presenca de LPS reduziu o NO, apresentou efeito proliferativo, mas na
presenca do mitdgeno teve efeito antiproliferativo e possui uma forte atividade antioxidante e
capacidade de sequestro de radicais in vitro. O l.paraguariensis apresentou atividade
antimicrobiana assim como efeito citotdxico, induziu a capacidade fagocitica dos leucécitos,
aumentou NO, mas na presenca de LPS reduziu, teve efeito proliferativo e atividade
antioxidante com capacidade de sequestro de radicais in vitro. Em modelo de sepse in vivo,
ambos aumentaram da sobrevida dos animais. O A.brasiliensis reduziu o influxo de leucdcitos
enquanto que o |. paraguariensis aumentou. Somente A.brasiliensis teve o hemograma
semelhante ao sham, ambos extratos reduziram a carga bacteriana e diminuiram os niveis de
NO, MDA e aumentaram os niveis de antioxidante nos tecidos, alem disso, ambos diminuiram
a producdo de ERO. Apesar de ambos extratos apresentarem excelente resultados in vitro, o
extrato aquoso de A.brasiliensis mostrou ser mais promissor que o extrato de l.paraguariensis
como uma terapia adjuvante na sepse, devido sua elevada atividade antimicrobiana,
antioxidante e anti-inflamatdria in vivo.

Palavra-chave: Sepse, Agaricus brasiliensis, llex paraguariensis.



ABSTRACT

NAVEGANTES, K.C. EVALUATION ANTIMICROBIAL ACTIVITY, ANTIOXIDANT,
AND IMMUNOMODULATORY OF AGARICUS BRASILIENSIS AND ILEX
PARAGUARIENSIS IN VITRO AND MURINE MODEL OF SEPSIS. f.143.Masters
Dissertation, Post Graduation Program in Pharmaceutical Sciences, Federal University of Para,
Belém, 2016.

Sepsis is an organ dysfunction caused by a dysregulated immune response to an infection, the
initial therapeutic approach to sepsis are broad spectrum antimicrobials, which is not sufficient
for control of infection, requiring association with other therapies. Thus, llex paraguariensis
where to be a potent antimicrobial, antioxidant and Agaricus brasiliensis has
immunomodulatory properties could be a new source of therapy. Thus, this study aimed to
evaluate the antimicrobial effect, antioxidant and immunomodulatory in vitro and in vivo of the
extracts. Therefore, in this study, we evaluated the in vitro antimicrobial activity of aqueous
extracts from A.brasiliensis and 1. paraguariensis against Staphylococcus aureus and
Escherichia coli by the method of microdilution and by spectophotometry for determination of
minimum inhibitory concentration and cultivation technique on petri dish for minimum
bactericidal concentration, cytotoxicity in macrophages was evaluated, nitric oxide (NO)
production, proliferation, phagocytosis, equivalent antioxidant capacity to Trolox (TEAC) and
determination of the total antioxidant activity by capturing the free radical and reactive species
production oxygen (ROS). In the swiss mice with induced sepsis were pretreated with aqueous
extracts of A.brasiliensis and I. paraguariensis, after 12 and 24 hours collected their samples
and evaluated the survival, leukocyte migration, hemogram, bacterial load, NO production,
malondialdehyde (MDA), TEAC and ex vivo we evaluated phagocytic capacity and release of
ROS. The A.brasiliensis showed no antimicrobial activity in vitro, remained viable cells
reduced the phagocytic capacity, increased NO, but in the presence of LPS reduced, showed
proliferative effect, but in the presence of mitogen had antiproliferative effect and has a strong
antioxidant activity and capacity to sequester radicals in vitro. l.paraguariensis presented
antimicrobial activity as well as cytotoxic effect induced phagocytic capacity increased NO,
but in the presence of LPS reduced, had proliferative effect, antioxidant activity and capacity
to sequester radicals in vitro. In vivo model of sepsis, both increased the survival of animals,
A.brasiliensis reduced leukocyte influx while llex increased, only A.brasiliensis had hemogram
similar to sham, both extracts reduced bacterial load and levels decreased NO, MDA and
increased antioxidant levels in the tissues, in addition, both reduced the production of both
extracts present ERO. Although excellent in vitro results, the aqueous extract from
A.brasiliensis was found to be most promising as an adjuvant therapy in sepsis that 1.
paraguariensis due to its high antimicrobial activity, antioxidant and anti-inflammatory in vivo.

Keyword: Sepsis; Agaricus brasiliensis; llex paraguariensis.
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1. INTRODUCAO

Sepse é uma disfuncdo orgénica potencialmente fatal causada por uma resposta imune
desregulada a uma infeccdo (SEYMOUR et al. 2016). E uma das principais causas de morte
entre os pacientes de Unidade de Terapia Intensiva (UTI) (HOTCHKISS, 2001). Na América
Latina em geral, dados consistentes sobre a incidéncia séo escassos, no entanto segundo o
Instituto Latino Americano de Sepse (ILAS), em 2014, 59% dos pacientes dos 112 hospitais
publicos e privados apresentaram sepse grave com a taxa de mortalidade de 31,6% (ILAS,
2014). Estudos adicionais colocam o Brasil entre 0s paises que apresentam a maior incidéncia
e mortalidade por sepse em UTI’s (KAUSS et al. 2010).

O desenvolvimento da sepse depende das relagdes estabelecidas entre micro-organismo
com o hospedeiro (BOECHAT e BOECHAT, 2010). Primeiramente ocorre o reconhecimento
dos padrGes moleculares relacionados aos patogenos (PAMPS), pelos receptores de
reconhecimento padrdo (PRR), das células do sistema imune, estas por sua vez liberam
mediadores inflamatdrios como citocinas, éxido nitrico (NO), proteinas de fase aguda e fator
tissular (TF) (SRISKANDAN e ALTMANN, 2008; SIQUEIRA-BATISTA et al. 2011;
PETERS e COHEN, 2013) resultando na vasodilatacdo, hipoperfusdo tecidual, choque e
faléncia de 6rgdos (TUPCHONG et al. 2015). Durante a sepse, também ocorrem alteracGes
bioquimicas que conduzem a um desequilibrio no sistema redox com redugdo dos niveis
plasmaticos de glutationa (GSH), tiorredoxinas e selénio (BERGER e CHIOLERO, 2007;
ANDRADE et al. 2011).

Fatores como o quadro clinico instavel do paciente, tempo de duracdo da hospitalizacao
e internacdo prévia (TACCONELLLI, et al. 2008; CHEN, et al. 2008), falta do planejamento
quanto ao uso de antimicrobianos (GANDHI et al. 2010; SALOMAO et al. 2011) associada a
presenca de patdgenos potencialmente multirresistentes, (VOGELAERS et al. 2010;
PRADIPTA et al. 2013), torna necesséria a associa¢do dos antibiéticos com outras medidas
terapéuticas, tais como terapia nutricional, imunoterapia e uso de antioxidante (PEREIRA
JUNIOR et al. 1998; GROENEVELD et al. 2001; WILSON, 2013). Desta forma, a busca por
novas substancias a partir de produtos naturais oriundo de plantas medicinais e cogumelos
podem vir a ser utilizados como possiveis terapias.

O uso de plantas medicinais no passado era adotada pela populacao carente da area rural
ou urbana, devido a facil disponibilidade e menores custos (SHALE et al. 1999). Dentre as
plantas medicinais, a llex paraguariensis A.St.Hill conhecida popularmente como erva-mate

(LORENZI e MATOQOS, 2002), que apresenta propriedades antimicrobianas e antioxidante, quais
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j& foram associadas a compostos como: derivados do acido caféico, o linalol, a-ionona, -
ionona, a-terpineol, acido octandico, geraniol, 1-octanol, nerolidol, geranilactona e eugenol
(KUBO et al. 1993; SCHINELLA et al. 2000; BURRIS et al. 2012).

Outra terapia alternativa a partir de produtos naturais € o uso de cogumelos, como o
Agaricus brasiliensis, conhecido popularmente como “cogumelo do sol” (MOURAO, 2008).
Este macrofungo tem propriedade imunomoduladora (NAVEGANTES, 2013), antitumoral
(MORI et al. 1987, DALLA-SANTA et al. 2013), antioxidante (SOARES et al. 2009),
antidiabética (KIM et al. 2005) entre outras. Além disso, 0 Agaricus brasiliensis é rico em
proteinas, vitaminas, sais minerais (REIS et al. 2012), polissacarideos, especialmente B-D-
glucanas (MIZUNO e NISHITANI, 2013).

Desta forma, estudos que avaliem o efeito antimicrobiano, anti-inflamatério e
antioxidante dos extratos de llex paraguariensis e Agaricus brasiliensis in vitro e em modelo
murino de sepse seriam de grande importancia ao surgimento de possiveis terapias eficientes,

de baixo custo e menor resisténcia bacteriana.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Sepse

A Society of Critical Care Medicine e a European Society of Intensive Care Medicine,
recentemente realizaram o terceiro consenso para a definicdo de sepse e choque séptico
(“Sepsis-3”). Com base em evidencias cientificas ¢ devido a inadequada especificidade e
sensibilidade dos critérios deixa de existir o termo SIRS e a sepse grave por se tratar de um
termo redundante. Foi mantido apenas as nomenclaturas sepse e choque séptico, porém com
maior especificidade na descri¢do, no diagndstico, no relato e no tratamento (SINGER et al.
2016).

Portanto, fica definido que a sepse é uma disfuncdo organica potencialmente fatal
causada por uma resposta imune desregulada a uma infeccéo, obedecendo ao critério clinico da
suspeita ou certeza de infecgdo com aumento agudo de > 2 ou mais pontos “Sequential Organ
Failure Assessment” (SOFA) em resposta a uma infeccdo, que estd associada a uma
mortalidade hospitalar superior a 10% (SEYMOUR et al. 2016).

O choque séptico trata-se de uma sepse acompanhada por profundas anormalidade
circulatérias e celulares/metabdlicas capazes de aumentar a mortalidade substancialmente. Seu
critério clinico consiste na presenca da sepse confirmada, mais a necessidade de vasopressor
para elevar a PAM acima de 65mmHg e lactato > 2 mmol/L (18 mg/dL) apds a reanimacdo
volémica adequada. Esta combinacéo estd associada com taxa maiores que 40% da mortalidade
hospitalar (SHANKAR-HARI et al. 2016).

Para a triagem de pacientes propensos a ter sepse, € utilizado um modelo clinico
chamado de “quick Sequential Organ Failure Assessment” (QSOFA), que pode avaliar o
paciente sem exigir testes laboratoriais e de forma rapida diferente do SOFA (Tabela 01) que
necessita de testes laboratoriais. Os critérios usados no q SOFA sdo: PA sistolica menor que
100mmHg, frequéncia respiratoria igual ou maior que 22/min e alteragcdo do estado mental
(GCS < 15). Cada variavel conta um ponto no score, em que uma pontuacdo igual ou maior a 2

indica maior risco de mortalidade ou permanéncia prolongada na UTI (SEYMOUR et al. 2016).
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Tabela 01. Escore do SOFA relacionado a Sepse. Adaptado de Singer et al. (2016)

Escore
Sistema 0 1 2 3 4
Respiratério PaO2/FiO: >400 <400 <300(40) <200 (26,7) com <100 (13,3) com
mmHg (kPa) (53,3) (53,3) suporte suporte respiratorio
respiratorio
Coagulacéo Plaquetas, >150 <150 <100 <50 <20
x10%/uL
Hepatico <1,2 1,2-19 2-59 6-119 >12 (204)
Bilirrubina:mg/dL (20-30) (33-101) (102-204)
(umol/L)
Dopamina <5; Dopamina5-15; Dopamina5-15;
PAM PAM< dobutamina epinefrina<0,1; epinefrina>0,1;
Cardiovascular > 70mmHg Norepinefrina<0, Norepinefrina>0,1
70m 1
mHg
Nervoso Central Escala 15 13-14 10-12 6-9 <6
de Glasgow (coma)
Renal Creatinina: mg/dL. <12 1,2-19 2-34 35-4,9 >5 (440)
(umol/L) Débito (110) (110-170) (171-299) (300-440) <200
Urinario (mL/d) <500

Legenda: F1O,:Fracéo inspirada de Oxigénio; PAM: Pressdo Arterial Média; PaO,: Pressdo de oxigénio arterial

Apesar dos avan¢os nos cuidados de saude, a sepse ainda representa a principal causa
de morte nas UTIs em todo o mundo, no qual um quarto dos pacientes que desenvolvem sepse
morrem durante a internacdo e o choque séptico é associado com a mortalidade de 50%
(MAYR; YENDE e ANGUS et al. 2014). Nos Estados Unidos da América a sepse é a principal
causa de morte entre os pacientes na UTI (HOTCHKISS, 2001) e na Europa 35% dos pacientes
internados em UTI’s apresentam quadro séptico em algum momento de sua estada, sendo que
27% morrem de sepse (VICENT et al. 2006). Na América Latina em geral, dados consistentes
sobre a incidéncia sdo escassos, no entanto um estudo realizado por Sales Junior (2006),
analisou 75 UTI’s de 65 hospitais, observou que 19,60% dos pacientes apresentavam sepse €
50,80% choque séptico. Estudos adicionais colocam o Brasil entre 0s paises que apresentam a
maior incidéncia e mortalidade por sepse em UTI’s, cerca de 64% dos pacientes morrem por
choque séptico (KAUSS et al. 2010; ILAS, 2014).

A anélise do hemograma e testes de esfregago sanguineo sdo geralmente 0s
primeiros resultados a serem obtidos, e irdo auxiliar a equipe de salde a diagnosticar a sepse.
O paciente séptico pode apresentar leucocitose ou leucopenia e ainda a pancitopenia pode ser
encontrada. Além destes, ha neutrofilia com desvio a esquerda e a presenca de granuldcitos
imaturos com granulagdes toxicas (JACOB, 2002). Somado ao hemograma faz-se a analise
bioquimica, haja vista que o paciente tera uma grande variacao de eletrdlitos e niveis séricos de
enzimas do figado, devido a hipoxia (CARVALHO, 2003).
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Além do uso de resultados laboratoriais indiretos e exames bacterioldgicos, ja existem
alguns diagnosticos por biomarcadores que sdo mais especificos, mostrados no quadro 01,
entretanto estes muitas vezes ndo sdo usados na pratica clinica (HOBSON e WONG, 2011,
REINHART et al. 2012). Atualmente os estudos concentram-se na protebmica seguido pela
gendmica e transcritbmicos, com o objetivo de definir as proteinas nas células, tecidos ou
organismos, e sua relagcdo com o processo séptico (CAO e ROBINSON, 2014). Sabe-se que 0
gendtipo afeta a gravidade da doenca infecciosa e muitos estudos tém demonstrado a associacdo

entre a variabilidade genémica de um individuo com o desfecho de doencas inflamatorias e

infecciosas (PRUCHA et al. 2015).

MARCADOR

MOTIVO

REFERENCIA

Proteina C-reativa

Presente na fase aguda da inflamacéo e ajuda
a distinguir infeccdo viral de bacteriana.

ARNAUD et al. 2005; HARAN
et al. 2013.

Procalcitonina

Peptideo precursor da calcitonina. Atua como
um quimiocina, modula a indugdo de
citocinas anti-inflamatérias e induz a
producdo da isoforma induzivel da oxido
nitrico sintase (iNOS).

NYLEN et al.1998; SIMON et
al. 2008; HENRIQUEZ-
CAMACHO e LOSA, 2014

Interleucinas (IL) IL-6,IL-

Mediadores envolvidos em todo processo da | EICHACKER et al. 2002;
8,1L-10, fator de necrose sepse, capazes de quantificar a severidade SHULTE et al. 2013
tumoral (TNF-a) e IL-1p pse, tap g : P E0LS
, - L PRUCHA et al. 2003;
Proteina de ligacdo de | ResPonsavel por facilitar a ligacao do CD14 | )\ eosopin) A et al. 2011

Lipopolissacarideo (LBP)

a endotoxina. Capaz de distinguir a etiologia
infecciosa da néo infecciosa.

HENRIQUEZ-CAMACHO e
LOSA, 2014.

Marcadores de superficie

celular  de leUCHCitos Presente em neutro6filos ativados com uma | BHANDARI et al. 2008;

(CD64) excelente sensibilidade e especificidade. ICARDI et al. 2009.

o e e e e roorter | BACKES ot ol _ 201z
L . N R . | HENRIQUEZ-CAMACHO e

plasminogénio tipo | adesdo, angiogénese entre outros. Esta

uroguinase (SUPAR)

relacionado com a mortalidade do paciente.

LOSA, 2014

D-dimer

Produto da degradacdo da fibrina, associado
a trombose nos pacientes com sepse.

DEITCHER et al. 1993.

(sCD14-ST)-Presepsina

Fragmento solivel de CD14 (Glicoproteina
expressa na superficie de mondcitos e
macréfagos, receptor de LPS). Apresenta em
niveis elados em pacientes septicos.

NOVELI et al. 2013; MASSON
et al. 2014; HENRIQUEZ-
CAMACHO e LOSA, 2014.

Receptor de superficie
expresso  em  células
mieldides (TREM-1)

Receptor expresso em fagocitos pela
exposicao de bactérias e fungos. Tem como
finalidade distinguir etiologia infecciosa da
ndo infecciosa.

FERAT-OSORIO et al. 2008;
HENRIQUEZ-CAMACHO e
LOSA, 2014

CD73

Proteina de superficie celular com papel
fundamental na geracdo de adenosina
extracelular. Medeia os efeitos anti-
inflamatérios.

VOLMER;THOMPSON;BLAC
KBURN, 2006; BELLINGAN et
al,2014.

Quadro 01: Biomarcadores da sepse.
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2.2 Fisiopatologia da sepse

Os microrganismos em geral (virus, bactéria, fungos, protozoarios) podem iniciar o
processo infeccioso de sepse. Segundo Sales Junior (2006), um estudo epidemioldgico
realizado com 65 hospitais no Brasil, mostrou a incidéncia de gram-negativos foi de 40,1% e
gram-positivos 32,8%, enquanto que de fungos foi de 5% em pacientes com sepse. Estudos
recentes realizado pela “European Prevalence of Infection in Intensive Care” mostraram que a
incidéncia de bactérias gram-positivas (46,8% dos casos) e gram-negativas (62,2%), no que
Staphylococcus aureus € predominante (20,5%) seguido de Pseudomonas (19,9%),
Enterobacteriacae (16,0%) (MAYR;YENDE;ANGUS, 2014).

As bactérias se classificam de acordo com a caracteristica de sua estrutura da parede
celular (gram-positivas e gram-negativas) e morfologia (Figura 01). As gram-positivas possuem
uma camada espessa de peptidoglicano e sdo desprovidas de lipideos na parede celular,
juntamente com acido teicoico e acido lipoteicdico (LTA), que é ancorado a membrana celular
(MAGRO, 2014; BROWN et al. 2015). As bactérias gram-positivas produzem exotoxinas
potentes que sdo proteinas secretadas, onde a porcdo A, € responsavel por modificar a célula
alvo levando a morte celular ou a outros efeitos patoldgicos, enquanto que a por¢do B se liga
aos receptores de superficie celular e transloca a porcéo A para o citosol. Normalmente a toxina
AB é sintetizada e segregada a partir do agente como uma forma inativa, sendo ativada através

de uma clivagem proteolitica (SUN, 2012).

A) Bactéria gram-postiva B) Bactéria gram-negativa

Lipopolissacarideo

Acido teicéico

Acido lipoteicéico

Membrana
externa

Espaco . ! ) )
periplasmético Lipoproteina Peptideoglicano

ROCOQOQOGOR0
XOLOOXOOOOOO

Peptideoglicano

Espaco
periplasmatico

Membrana

celular Membrana

celular

Figura 01: Estrutura da parede celular de bactérias gram-negativa e gram-positiva. A) Bactérias gram-positivas
tém uma Unica membrana lipidica rodeado por uma parede celular constituida por uma camada
espessa de peptidoglicano e &cido lipoteicdico, que é ancorado a membrana celular. B) A parede
celular de bactérias gram-negativas, consiste de uma fina camada de peptidoglicano no espago
periplasmatico entre as membranas lipidicas, interior e exterior. Fonte: adaptado de Brown, et al.
(2015).
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As bactérias gram-negativas, por sua vez possuem uma fina camada de peptideoglicano
no espago periplasmatico entre as membranas lipidicas, interior e exterior, em que fica
incorporada a molécula de lipopolissacarideo (LPS) (COHEN, 2002; BROWN et al. 2015),
composta por polissacarideo ligado covalentemente ao lipidio A e cadeia O, que € Unica para
cada sorotipo bacteriano, e importante fator de viruléncia (KABANOV et al. 2010) (Figura 02).
O LPS é liberado na corrente circulatéria ap6s a morte ou a lise destas, ativando mondcitos,
macrofagos e leucocitos polimorfonucleares (PMNSs) além de estimular as células hospedeiras

a produzir diversas citocinas pro-inflamatérias, tais como TNF-a, IL-1 e I1L-6.
outer

inner
core

lipid A

Figura 02: (A) modelo de LPS; (B) bicamada fosfolipidica normal (C) membrana externa com LPS de gram-
negativas. Fonte: http://simbac.gatech.edu/outer-membrane-proteins/

2.2.1 A SEPSE E A RESPOSTA IMUNOLOGICA

O organismo possui duas linhas de defesa: a imunidade celular e a humoral. A defesa
celular compreende no reconhecimento de constituintes da parede celular da bactéria apés a
ligagdo do complemento e anticorpo, ou ap6s serem apresentadas por células fagocitarias
(mondcitos, macrofagos e neutrofilos). A defesa humoral compreende no sistema

complemento, anticorpos e proteinas de fase aguda (AMERSFOORT, 2003).

2.2.1.1 Imunidade Celular

Células do sistema imunolégico expressam um conjunto de receptores conhecidos como
receptores de reconhecimento de padrdo os que iniciam rapidamente a resposta apés a detec¢do
do dano tecidual ou infeccdo microbiana. A infeccdo microbiana é detectada através do PAMP
(BIANCHI, 2007). Esses PAMP irdo ativar células do sistema imune inato, tais como 0s
monacitos, macrofagos, PMN e células endoteliais (OPAL, 2007; NIJLAND, 2014).

Os receptores Toll-Like (TLR) funcionam como receptores de reconhecimento padréo

presentes nos macrofagos, nas células dendriticas e nos PMN. Os TLR-4 irdo reconhecer o LPS


http://simbac.gatech.edu/outer-membrane-proteins/
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enquanto que, o TLR-2 irdo reconhecer os PAMP de bactérias gram-positivas, incluindo
lipoproteinas, lipopeptideos, peptideoglicanos e LTA. Quando  algum PAMP €
reconhecido por algum receptor TLR, a proteina MyD88 recruta cinases associadas ao receptor
da IL-1 para ativar o fator 6 associado ao receptor do fator de necrose tumoral. Esse ativa 0
fator de crescimento beta associado a cinase 1, que por sua vez, promove ativacdo do complexo
IKK. O complexo promove a fosforilacdo do IkB e a sua degradacdo resulta no NF-kB, que
sera translocado para ao nucleo para induzir a expressao das citocinas inflamatdrias tais como
TNF-a e IL-1, e das moléculas de adesdo (AMERSFOORT, 2003; PARK et al. 2009; FERRAZ
etal. 2011; NIJLAND, 2014).

O TNF-a e IL-1 sdo as primeiras citocinas a serem liberadas pelos macréfagos
ativados, e podem atuar em diferentes células, tais como os macrofagos, células endoteliais e
neutréfilos (SCHULTE, 2013). O TNF-a, atua em macrofagos promovendo a ativagdo e
diferenciacdo além de aumentar a sobrevida destas células e assim como a IL-1, induz a
secrecdo de outras citocinas pro-inflamatorias [(IL-6, IL-8 e fator de inibicdo da migracdo
(MIF)], mediadores lipidicos e espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN). Nas
células endoteliais, 0 TNF-o. aumenta a expressao das moléculas de adesdo, tais como a
molécula de ades&o intracelular (ICAM)-1 e a molécula de adesédo vascular (VCAM)-1 além de
quimiocinas (NAKAE et al. 1996; SHIMAOKA e PARK, 2008). Nos neutréfilos, 0 TNF-a
promove o recrutamento para o sitio de inflamacdo (LOKUTA e HUTTENLOCHER, 2005;
SCHULTE, 2011).

As citocinas IL-1 e IL-6 também sdo importantes na inducéo dos efeitos pro-coagulantes
na sepse, onde o LPS e/ou outros componentes microbianos, induzem a expressao do TF e
aumento da sintese do inibidor do ativador do plasminogénio 1 (PAI-1) em células endoteliais
(COHEN, 2002; AIRD, 2003; RUSSEL, 2006).

Além dessas citocinas, a proteina de alta mobilidade Box-1 (HMGBL1), uma proteina
cromossdmica ndo histona abundantemente distribuida e existente na forma nuclear,
citoplasmatica e ligada a membrana. Esta proteina medeia respostas inflamatorias na
endotoxemia, artrite e sepse (MENDES, 2014).

2.2.1.2 Imunidade Humoral

O sistema complemento (SC) é um dos principais mecanismos efetores da imunidade

humoral. Existem trés vias de ativacdo do complemento: a via cléssica, que € ativada por certos
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isotipos de anticorpos ligados aos antigenos; a via alternativa, que € ativada sobre as superficies
das células microbianas, na auséncia de anticorpos; e a via das lectinas, que é ativada por uma
lectina plasmatica. Todas as vias de ativacdo do complemento irdo resultar na protedlise da
proteina do complemento C3 para gerar produtos biologicamente ativos e a subsequente ligacéo
covalente do produto de C3 (JANEWAY et al. 2001; ABBAS, 2012).

A ativacgdo da via classica do SC ¢é iniciada pela ligacdo C1qg de uma imunoglobulina. A
via alternativa € ativada continuamente na fase fluida em pouca intensidade, na presenca de um
ativador exogeno. Isso inicia uma cascata de eventos proteoliticos resultando na formacéo de
C5 convertase da via classica e alternativa que cliva a molécula de C5 em C5b e C5a. As duas
anafilotoxinas geradas, C3a e Cb5a, induzem mudancas que sdo caracteristicas da resposta
inflamatdria aguda. A C5a € um potente agonista para células mieldides e ndo-mieldides,
enquanto que C3a tem habilidade de causar a desgranulacdo de baséfilos e mastdcitos,
resultando na liberagéo de aminas vasoativas (histamina) (WARD, 2004).

Na sepse, estudos demonstram que a molécula de complemento C5a aparece no plasma
de roedores apds o modelo de perfuracdo-ligacdo do ceco (PETER e WARD, 2010). Tal
molécula interage com os receptores C5aR, C5L2 em fagocitos como neutréfilos e macréfagos,
resultando na paralisia da via de sinalizagdo quinase regulada por sinal extracelular (ERK 1/2)
e MAPK. A interagdo de C5 com receptores em polimorfonucleares resultam no
comprometimento da resposta imune inata com intensa supressao de fagocitose, quimiotaxia e
explosao respiratoria (MENDES, 2014).

O fragmento C5b liga-se por sua vez, a C6, C7 e C8 para formar o complexo C5b-8. A
ligagdo de C9 forma o C5b-9 ou o complexo litico de membrana (CLM) este complexo, também
conhecido como complexo de ataque a membrana (MAC) ou complexo terminal do
complemento (TCC), quando formado na superficie de bactérias, leva a formagao de “poros”,
que permitem um influxo descontrolado de agua e ions, com turgéncia e lise celular
subsequentes (VOGOT et al. 1992). Este complexo também ativa as células endoteliais,
resultando no aumento da producéo de IL-8 e proteina quimiotatica de mondcitos 1 (MCP1)
(KILGORE et al. 1996).

A sepse reflete uma complexa interacdo entre mecanismos pré-inflamatdrios e anti-
inflamatdrios, resumidas na figura 03, que em conjunto, contribuem para a disfungéo organica

e morte.
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Figura 03: Diagrama esquematico da sepse e o sistema imunoldgico. Apds a infeccdo por micro-organismos,
ocorre a resposta celular por macréfagos/mondcitos, células endoteliais e neutréfilos, com a
producdo de citocinas (ex. TNF-a e IL-1), espécies reativas e mediadores lipidicos, com a ativacéo
das células endoteliais h4 aumento de fator tecidual e da sintese do inibidor do ativador do
plasminogénio (PAI-1), resultando na oclusdo microvascular e instabilidade vascular. Além disso,
na resposta humoral, ocorre a ativacdo do sistema complemento com objetivo de formar o complexo
de ataque a membrana (MAC), e ha a geracdo de C3a que tem como fun¢do a desgranulagdo de
basofilos e mastdcitos, e a geracdo de C5a, que leva a ativacao de células mieldides e ndo-mieldides,
com consequente aumento da producdo de citocinas e quimiocinas. O excesso de Cba leva a
disfuncdo dos neutréfilos, com a supressdo da fagocitose, quimiotaxia e queima respiratoria,
resultando na faléncia de maltiplos 6rgdos e consequentemente a morte do individuo. Fonte: Autor
e adaptado de Albrecht et al. (2005).
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2.2.2 A SEPSE E O ESTRESSE OXIDATIVO

Durante um processo infeccioso, os neutrofilos e mondcitos/macrofagos, liberam
mediadores inflamatorios, incluindo IL-1, IL-6 e TNF (WANG et al. 2014), assim como
produzem espécies reativas de oxigénio (ERO), por meio da explosdo oxidativa. Tais células
consomem a molécula de oxigénio (O) durante seu metabolismo, com transferéncia de elétron,
mediado pelo NADPH oxidase (NOX), levando a producdo do anion superoxido (O2) e, em
seguida dismutagdo em peroxido de hidrogénio (H202) (YESILKAYA et al. 2013). Durante a
reacdo de Fenton o H>O2 produzido, sofre reducdo para formar radicais hidroxil (OH") altamente
reativo, ou serd metabolizado pela enzima mieloperoxidase (MPO) resultando na formacéo de
acidos (REPETTO et al. 2012; KEHRER e KLOTZ, 2015) (Figura 04).

Ex. bactéria

a ®
H202 .\

NADPH

Figura 04: A producdo de espécies reativas por fagacitos. Os fagocitos sdo capazes de gerar espécies reativas por
meio do “oxidative burst”, mediado por NADPH oxidase (NOX). Peroxido de hidrogénio produzido
durante a reacdo, pode sofrer reducdo para a forma do radical hidroxil, ou ser metabolizado pelo
mieloperoxidase (MPQO) com formacéo de cidos. A éxido nitrico sintase (NOS) ird produzir 6xido
nitrico, outro radical que pode originar outras espécies reativas, como o peroxinitrito. Fonte:
Adaptado de Kehrer e Klotz (2015).

Além das ERO, durante a fagocitose ocorre a producdo de espécies reativas de
nitrogénio (ERN) (SIKORA, 2002; FIALKOW et al. 2007; GALLEY et al. 2001; KAYMAK
et al. 2011), tais como, o éxido nitrico (NO), e peroxido nitrito (ONOO) (KAYMAK et al.
2011). O NO ¢é um dos principais mediadores inflamatorios na sepse, desempenhando papel de
vasodilatador. Existem trés isoformas de NO sintase (NOS): NOS neuronal (nNOS), NOS
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endotelial (eNOS) e NOS induzida (McKINNON et al. 2006; SINGER et al. 2013). O NO
mantém a homeostase vascular, incluindo a modulagéo do ténus vascular, a regulacao local de
crescimento celular, entre outras (TOUSOULIS, 2012).

Nos pacientes com sepse, 0s niveis de espécies reativas estdo elevados e os sistemas
antioxidantes apresentam-se reduzidos, com a diminuicao da superdxido dismutase, glutationa
peroxidase e deplecdo da glutationa (SULIMAN et al. 2004; ZANG et al. 2007; MUHL et al.
2011). Como consequéncia desse desequilibrio, as espécies reativas causam uma série de
modificacdes reversiveis e irreversiveis toxicas nas biomoléculas, tais como carbonilacdo de
proteinas e peroxidacdo lipidica levando a danos em células préprias, inclusive no endotélio
(CIMOLAI et al. 2015; YU et al. 2015).

2.2.3 ALTERACOES HEMODINAMICAS NA SEPSE

Durante a sepse, diversos componentes da microcirculacdo sdo afetados causando uma
disfuncgdo na sua funcéo reguladora (EDUL et al. 2010). Primeiramente, as células endoteliais,
se tornam menos sensiveis aos agentes vasoativos. Apos a deformabilidade das hemacias torna-
se reduzida, o que pode causar a obstrucdo vascular. Na Terceira etapa, a ativacao sistémica da
resposta inflamatodria leva a um estado pré-coagulante, com formacdo de microtrombos e
diminuicdo do fluxo tissular. Finalmente, a ativacdo leucocitaria leva ao extravasamento do
contetido nuclear, com formagdo de “neutrophil extracellular traps”, também relacionada a
reducdo do fluxo sanguineo e disfuncdo organica (MENDES, 2014).

A extensdo da ativacdo da cascata de coagulacdo durante a sepse pode variar de
propor¢oes insignificantes para a ocorréncia de coagulagéo intravascular disseminada (CIVD)
(RITTIRSCH, FLIERL e WARD, 2008). A desregulacdo do sistema hemostatico resulta em
maiores complicacBes como trombose microvascular, hipoperfuséo, e por fim em sindrome de
disfuncdo organica maltipla e morte (HARDAWAY; WILLIAMS; VASQUEZ, 2001).

Na sepse a cascata de coagulacéo, tem lugar quando o fator tecidual (FT) € exposto, ap0s
indug&o, por LPS, citocinas inflamatorias ou endotoxinas (BURDON et al. 2000; RIEWALD e
RUF, 2003). O FT se liga ao fator Vlla, ativando-o e o complexo fator Vlla/tromboplastina
ativa o Fator X em Xa. O fator Xa converte a protrombina em trombina, 0 que por sua vez

resulta na clivagem do fibrinogénio em fibrina (HENKIN, 2009) como mostrado na figura 05.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ward%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18802444
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ward%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18802444
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Figura 05: Cascata de coagulagdo na sepse. O fator tecidual é exposto, ap6s inducdo, por padres moleculares
associados a agentes patogénicos, tais como lipopolissacarideo (LPS), citocinas inflamatérias ou
endotoxinas. O FT se liga ao fator Vlla, ativando-o e o complexo fator VIla/tromboplastina ativa o
Fator X em Xa. O fator Xa converte a protrombina em trombina, o que por sua vez resulta na
clivagem do fibrinogénio em fibrina. Apesar da acdo do inibidor da fibrindlise trombina-ativavel
(TAF-1), durante a sepse h& aumento da sintese do inibidor do ativador do plasminogénio 1 (PAI-
1), com supresséo da fibrinélise resultando no aumento de coagulo de fibrina. Fonte: Adaptado de
Bernad et al. (2001)

Na sepse 0 LPS e 0 TNF-a diminuem a sintese de trombomodulina e o receptor
endotelial da proteina C, impedindo a ativacdo da proteina C e aumentando a sintese do inibidor
do ativador do plasminogénio 1 (PAI-1), interrompendo a fibrindlise (RUSSEL, 2006).

2.3 Terapia

Em pacientes com sepse, as primeiras horas séo de valiosa importancia para a evolugéo
da sepse. Terapias de suporte como corticosteroides, terapia nutricional, imunomoduladores e
antioxidantes na UTI sdo essenciais para trazer beneficios necessarios na mudanca do desfecho
da sepse (PEREIRA JUNIOR et al. 1998; MENDES, 2014).

A abordagem inicial é a terapia com antimicrobianos empirica, apos a realiza¢do de uma
hemocultura, independente do agente agressor. Os mais indicados s&o 0s antimicrobianos de

amplo espectro, como os desenvolvidos nas Gltimas décadas: carbapenem, cefalosporinas de 3°
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e 4° geracdo, substituindo associagdes utilizadas de aminoglicosideo com B-lactamico. Apesar
de ser o tratamento inicial, a literatura mostra que os antimicrobianos podem aumentar a
resposta inflamatoria devido a lise dos microrganismos, com liberacdo de endotoxinas e
consequentemente producdo de mediadores enddgenos, por isso ha necessidade de verificar o
risco e beneficio do uso de antimicrobianos (PEREIRA JUNIOR et al. 1998; CARVALHO et
al. 2003).

Como medida de suporte na sepse é utilizado a reposicao volémica, pois ocorre uma
grande perda de fluidos que gera hipovolemia na sepse (BONE, 1991; HANNA, 2003;
CORREA et al. 2007). Além deste, o uso de drogas vasoativas € indicado caso a reposicio
volémica seja insuficiente. Deve ser observada, durante 30 minutos, a reposi¢do volémica. Apds
esse prazo, se a pressdo arterial sistélica ndo atingir 90 mmHg, devem ser administradas
catecolaminas. A droga de escolha nesses casos tem sido a dopamina em altas doses (maiores
que 20mg/kg/min), a fim de atingir os objetivos terapéuticos. Caso ndo haja resposta,
descontinua-se a dopamina e administra-se noradrenalina (HANNA, 2003).

Atualmente, existem alguns farmacos em pesquisa com base na fisiopatologia molecular

da sepse como mostrados no quadro 02.

AGENTE

MECANISMO DE ACAO

Sequestrante de LPS

Neutraliza a atividade do LPS

Inibidores do HMGB-1

Blogueia a atividade do HMGB-1

Inibidores do MIF

Atua frente ao MIF

Peptideos antimicrobianos

Antibacteriano e neutraliza a atividade o LPS

Curcumina

Inibe a atividade transcriptora de NF-kB

Diacereina

Reduz a sintese e a atividade das citocinas pré-inflamatorias

Proteina C recombinante ativada

Bloqueia os fatores Va e Vllla, inibe a producgéo de citocinas

Antagonista dos TLR4

Blogueia o TLR 4

Antagonista do receptor C5a e
inibidor do C1

Previne a ativacdo do sistema complemento

Dispositivos removedores de

endotoxinas

Se liga e neutraliza a atividade do LPS

Inibidores de caspases

Atividade anti-apoptotica

Agonistas dos receptores beta do
estrogénio

Suprime a transcrigdo de genes pro-inflamatérios

Estatinas

Inibem a ativacdo induziada por LPS de NF-kB e tem acédo

antioxidante

Quadro 02. Abordagens de intervencgdes terapéuticas na sepse. Fonte: Adaptado de Shukla et al. (2014)
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2.3.1 PRODUTOS NATURAIS COMO TERAPIA DA SEPSE

No Brasil, 0 uso de plantas medicinais e a automedicacdo sdo praticas comuns, devido
a fatores como crencas, caréncias econémicas, dificuldade de acesso a assisténcia médica ou
ainda por influéncia da midia que promove os produtos naturais (ARRAIS et al. 1997;
LOYOLA-FILHO et al. 2002).

Poucos estudos sdo voltados para o uso de plantas medicinais como adjuvante no
tratamento da sepse. Um estudo realizado por Yang et al. (2009), administrou por via oral Alpini
katsumadai Hayata em diferentes concentracGes, uma hora antes e duas horas apés a indugdo
da sepse por CLP e observou que elevou significativamente a taxa de sobrevida e a presséo
arterial média dos animais. Além disso, no mesmo estudo, 0s animais tratados foram protegidos
de lesdes e disfuncgdes nos tecidos do pulméo e figado.

Maria-Ferreira et al. (2013), mostraram que a fracdo soltvel com polissacarideo de llex
paraguariensis impediu a letalidade causada por sepse polimicrobiana em ratos,
significativamente comparado a dexametasona, um anti-inflamatorio esteroidal. Estes autores
observaram a reducdo na migracdo de neutrdfilos, e a inibicdo também das enzimas pro-
inflamatorias, tais como a iNOS e Ciclo-oxigenase -2 (COX-2). Estudos anteriores de Popov et
al. (2011), mostraram que a acdo de Capsicum spp no modelo de sepse inibiu a producédo de
citocinas pré-inflamatorias, aumentando a sobrevida dos animais.

Assim como nas plantas medicinais, o estudo acerca de cogumelos medicinais como
uma possivel terapia adjuvante é reduzida. Bernardshaw e colaboradores (2006), através do
modelo de peritonite experimental (inducdo por meio da administracdo oral de fezes de ratos),
mostraram que 0 extrato de Agaricus blazei Murril, foi capaz de reduzir a septicemia nos
camundongos que consumiram o cogumelo por via oral antes da inducdo da peritonite

experimental além do aumento da sobrevida destes animais.



33

2.4 llex paraguariensis —- ERVA-MATE

2.4.1 CLASSIFICACAO TAXONOMICA DA ESPECIE

A origem da planta llex paraguariensis St. Hil. esta localizada em uma regido que se
estende do leste do Paraguai, através de MissGes do Norte da Argentina para os estados do
Parana e Santa Catarina no Brasil. Antes da chegada dos europeus na América, a erva era
consumida pelos nativos como uma infusdo de folhas secas e esmagadas. A secagem era feita
usando uma lampada rudimentar feita a partir de uma vara de bambu e fibras vegetais. Existem
indicacdes do comércio entre os Guaranis e 0s habitantes do Império Inca, porém nao se sabe a
magnitude (BURTNIK, 2006).

A éarvore de erva-mate é uma espécie da América do Sul, nativa das florestas
paranaenses, 80% de sua ocorréncia € no Brasil, mas também existe naturalmente na Argentina
e no Paraguai (Figura 06). De acordo com a classificacdo botéanica oficial seu nome cientifico
é llex paraguariensis A.St.-Hil. (SAINT-HILAIRE, 1995). Sua classificacdo cientifica €
descrita de acordo com o Sistema de Classificacdo de Cronquist (BURTNIK, 2006) (Quadro
03).
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Figura 06: Areas de ocorréncia de erva-mate. Fonte: http://www.ufrgs.br/alimentusl/objetos/erva-
mate/agri_regioes.html
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CLASSIFICACAO TAXONOMICA
Divisao Magnoliophyta (Angiospermae)
Classe: Dicotiledonae
Ordem: Celastrales
Familia: Aquifoliaceae
Espécie llex paraguariensis Saint-Hilaires; Mém. Must.d’ Hist. Nat. Paris
9: 351, 1822
Sinonimia boténica: Ilex domestica Reissek; ilex mate Sainte- Hilaire
Nomes populares: Erva-mate, carrasqueira-mansa, erva-do-paraguai

Quadro 03- Classificacdo taxondmica de llex paraguariensis. Fonte: autor

2.4.2 DESCRICAO BOTANICA

Ilex paraguariensis € uma arvore perene, que pode crescer a uma elevacao de até 8-15
metros, as folhas possuem de 5- 8 cm de comprimento, sdo verdes, duradouras e com bordas
serrilhadas. O florescimento ocorre durante a primavera, predominantemente no més de outubro
produzindo flores pequenas, unissexuais, que tém em torno de quatro ou cinco pétalas brancas,
agrupadas em cimeiras fasciculadas nas axilas das folhas (Figura 07). As bagas sdo de cor
vermelha contendo 4-5 sementes que sdo dispersas por aves. Ha certa dificuldade na
polimerizacdo natural, pois muitas sementes que parecem ser maduras ndo tém mais do que
uma fracdo de um embrido, 0 que ocorre por que embora em todas elas se encontrem estames
e pistilos, nas femininas, os estames nao funcionam e, nas masculinas, o pistilo aborta
(ZANON, 1988; HECK e MEJIA, 2007; BRACESCO et al. 2011).

Figura 07: llex pagaguariensis. Fonte: http://www.gazetadopovo.com.br/vidacidadania/especiais/erva-
mate/origens.jpp

De acordo com Bittencourt Filho (1983), a erva-mate diferencia-se em quatro tipos:

- Erva-mate com folhas pequenas, coriéceas e talo branco;
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- Erva-mate com folhas pequenas, coriéceas e talo roxo;
- Erva-mate com folhas grandes, membranaceas e talo branco;

- Erva-mate com folhas grandes, membranaceas e talo roxo.

243 COMPOSTOS QUIMICOS DE llex paraguariensis E SUAS ATIVIDADES
BIOLOGICAS.

2.4.3.1 Compostos quimicos.

Fatores como o uso de folhas secas ou frescas (BASTOS et al. 2006), intensidade de
luz, idade, componentes do solo, condi¢des agronémicas e fatores genéticos (JACQUES et al.
2007) podem influenciar na composicao e na concentracdo de polifendis, xantinas, derivados
de cafeoil, saponinas minerais no produto final (BASTOS et al. 2006; ISOLABELLA et al.
2010).

A composicdo de llex paraguariensis inclui polifendis, que sdo a classe de compostos
gue possuem anel benzeno com um ou mais grupos hidroxil. A concentracdo de polifenol no
cha de erva-mate esta associado a capacidade antioxidante (CHANDRA e De MEJIA, 2004;
HECK e De MEJIA, 2007). Outra classe presente sdo as xantinas entre elas estéo a teofilina,
teobromina e a cafeina (ATHAYDE et al. 2000). No mate também foram encontrados os
derivados do cafeoil, que incluem acido cafeico, acido clorogénico, 4-dicaffeoilquinico, taninos
(HEINRICHS e MALAVOLTA, 2001; BIXBY et al. 2005; BASTOS et al. 2007; HECK e
MEJIA, 2007; MENINI et al. 2007; de MORAIS et al. 2009; SUGIMOTO, 2009; BRACESCO
et al. 2010; BURRIS et al. 2012; BOJIC et al. 2013), além das vitaminas (A, B1, B2, C e E)
(BORILLE et al. 2005; BORTOLUZZI et al. 2006; KASPARY e VALDUGA, 2008).

2.4.3.2 Atividades bioldgicas

Nos ultimos anos, tem aumentado o nimero de pesquisas com llex paraguariensis
devido as suas propriedades farmacol6gicas onde tais compostos seriam responsaveis por sua
atividade antioxidante, antimicrobiana, antidiabética e analgésica (FILIP et al. 2001; HECK e
DE MEJIA, 2007; FILIP et al. 2010), inibidor da lipo-oxigenase, anticancerigeno, anti-ulcera
(ARBISER et al. 2005; HECK e DE MEIJIA, 2007); atividade anti-inflamatéria (RAUHA et
al., 2000; PUANGPRAPHANT e DEMEIJIA, 2009); antiobesidade, diurética, vasodilatadora
(ITO et al. 1997; HECK e DE MEJIA, 2007) (Tabela 02).
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Tabela 02: Atividade bioldgica dos compostos encontrados em llex paraguariensis. Fonte: BURRIS, et al. (2012).

COMPOSTO ATIVIDADE BIOLOGICA
Cafeina Anticarcinogénico, antiobesidade, antioxidante, antitumoral, diurético,
estimulante.

Acido Clorogénico Antioxidante, analgésico, antiarterioesclerético, antimicrobiano, antidiabético,
antitumor, clorético.

Clorofila Antibacteriano, anticancer.
Colina Antidiabético, colinérgico e lipotropico.
Acido Nicotinico Clorético, hipoclolesteromico.
Acido Pantoténico Antialérgico, antiarritmico.
Rutina Antioxidante, antitumoral, antiulcera, inibidor AMPc-fofosdiesterase, inibidor
da topoisomerase-I11 e vasodilatador.
Taninos Antioxidante, antitumoral, inibidor da lipoxigenase e inibidor da MAO.
Theobromina Inibidor da AMPc, AMPc-fosfodiasterase, diurético, estimulante e
miorrelaxante.
Teofilina Inibidor da AMPc, AMPc-fosfodiasterase, diurético, clorético, estimulante,
vasodilatador, miorrelaxante.
Acido ursolico Analgésico, antioxidante, inibidor protease, inibidor da topoisomerase-II,

antiarritmico, anticancer, antialzheimer.
AMPc: adenosina monofosfato ciclico, MAO: monoamina oxidase.

Apesar de inimeras atividades descritas pela literatura, trés sdo consideradas principais:
a antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatoria. A atividade bacteriostatica ou bactericida de
extratos de erva-mate frente a cepas padrdes ATCC de bactérias gram-positivas e negativas e
de fungos (De BIASI et al. 2009) assim como de isolados de focos infecciosos (GONCALVES
et al.2005; GIROLOMETTO, et al. 2009; BONA et al. 2010), foram relatadas diversas vezes

na literatura como mostrado no quadro 04

ESPECIE REFERENCIA
Bactérias Escherichia coli SCHENKEL et al. 1996
BURRIS et al 2012
Helicobacter pilory BONIFACIO et al. 2014
Staphylococcus aureus De BIASI et al. 2007,
CARELLI etal. 2011; MARTIN
et al. 2013
Listeria monocytogenes MARTIN et al. 2013
Pseudomonas aeruginosa De BIASI et al. 2007,
CARELLI etal. 2011
Salmonella enteritidis MARTIN et al. 2013
Streptococcus mutans KUBO et al. 1993
ESPECIE REFERENCIA
Fungos Camdoda utilis KUBO et al. 1993
Malassezia furfur FILIP et al. 2010
Penicillium chrysogenum KUBO et al. 1993
Pityrosporum ovale KUBO et al. 1993
Saccharomyces cerevisae KUBO et al. 1993
Trichophyton metagrophytes KUBO et al. 1993

Quadro 04 — Estudos que mostram a atividade antimicrobiana de llex paraguariensis.
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Devido aos seus compostos, como os fendlicos, a ingestdo dos extratos de llex
paraguariensis, pode contribuir para aumento das defesas antioxidantes no organismo
(SCHINELLA et al. 2000; DE MEJIA, 2010). Schinella, Fantinelli e Mosca (2005),
demonstraram que o extrato de llex paraguariensis (30ug /ml) administrado nos ratos 10
minutos antes da isquemia foi capaz de atenuar as disfun¢es miocérdicas provocadas por

isquemia, além da diminuicdo do dano oxidativo através do mecanismo dependente de NO.

Os efeitos anti-inflamatorios, de Ilex paraguariensis vem sendo demonstrado por ser
capaz de inibir a COX-2, prostaglandina, e INOS/NO (PUANGPRANPHANT E MEJIA, 2009;
BRACESCO et al. 2010). Em um estudo realizado por Argari (2011), o extrato de erva-mate,
foi capaz de reduzir ao nivel basal 0 TNF-a, IL-6 e 0 iINOS, ap6s os animais serem submetidos

a dietas ricas em gordura, atuando como um potencial anti-inflamatério.

2.5 Agaricus brasiliensis — Cogumelo do Sol

2.5.1 CLASSIFICACAO TAXONOMICA DA ESPECIE

Em 1960, em Piedade interior do Estado de Séo Paulo (Brasil), foi encontrado um
cogumelo diferente. Amostras do fungo foram enviadas ao Japdo, em 1965 para estudo no
Institute lwaide. Em 1967, Dr. Heinemann, cientista belga, identificou o fungo e o denominou
de Agaricus blazei Murill, espécie natural na América do Norte, mas ja descrita por W.A.
Murill, em 1945. Wasser et al. (2002) propuseram para esta espécie nativa do Brasil uma nova
denominacdo, Agaricus brasiliensis (WASSER et al. 2002; COLAUTO et al. 2012).

O nome A. blazei cogumelo brasileiro € atribuida por Heinemann. Porém, estudos
realizados por Kerrigan (2005) indicaram que esta espécie, descrito em 1893, ¢é bioldgica e
genéticamente identificada como Agaricus subrufescens Peck 25 (KERRIGAN, 2005;
LAVITSCHKA, 2007). Este cogumelo € referido (incorretamente) como A. blazei Murill’, A,

blazei sensu Heinemann (Quadro 05).
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CLASSIFICACAO TAXONOMICA
HEINEMANN (1967) WASSER (2002) KERRIGAN (2005)

Reino: Fungi Fungi Fungi

Divisdo: Basidiomycota Basidiomycota Basidiomycota
Subdivisdo: Homobasidiomycetidade Homobasidiomycetidae -

Ordem: Agaricales Agaricales Agaricales

Familia: Agaricaceae Agaricaceae Agaricaceae

Género Agaricus Agaricus Agaricus

Espécie: Agaricus blazei Murill Agaricus brasiliensis Agaricus subrufescens

Nomes Cogumelo do sol, Cogumelo da vida, Agaricus junl7, Agaricus sylvaticus
populares:

Quadro 05: Classificacdo Taxon6mica de Agaricus brasiliensis.

No Japéo este cogumelo é conhecido como cogumelo Himematsutake e nos Estados

Unidos, como cogumelo Royal Agaricus, Royal Sun Agaricus ou Almond Portobello. Nos dias

de hoje na Inglaterra, Florida, Bélgica, é identificado como cogumelo Himematsutake. No

Brasil como cogumelo Piedade, cogumelo do Sol, cogumelo de Deus, cogumelo princesa,

Agaricus brasiliensis, (Figura 08) Agaricus blazei Murill (sensu Heinemann) e, mais
recentemente, Champignon do Brasil (AMAZONAS, 2005).

Figura 08- Agaricus brasiliensis Fonte: www.medicalmushrooms.net



http://www.medicalmushrooms.net/
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2.5.2 COMPOSTOS BIOATIVOS DE Agaricus brasiliensis E SUAS PROPRIEDADES
FARMACOLOGICAS.

2.5.2.1 Compostos bioativos.

O cogumelo do sol tem em sua composi¢do proteinas, carboidratos e minerais
(LARGETEAU et al. 2011). O corpo de frutificacdo contém 38-45% de proteina, 38-45% de
carboidratos, 3-4% de gordura e 5-7% minerais (MIZUNO, 1995; AMAZONAS, 2005). Mas
0s (1->6)-(1->3)-B-D-glucano e (1->4)-a-glucano, encontrados nos corpos de frutificacdo do
cogumelo do sol que é responsavel pela sua atividade bioldgica, sdo responsaveis pela sua

capacidade antitumoral e imunomoduladora (MOURAO et al. 2011) (Figura 09).

Peptideo-glicano Outra membrana *CH,OH
O,
: (1-6)-p
o
OH |
*CH, ° CH,OH
o o
(o) O [
HO & - HO &
OH
(1-3)-p —1

Citoplasma Membrana citoplasmatica

Figura 09: Localizacdo da p-D-glucana na parede celular. A) Estrutura da parede celular; B) p-D-glucana (1—3)
com ramificacéo p -(1—6).Fonte: Adaptado de Mantovani (2008) e Park et al. (2003).

2.5.2.2 Propriedades farmacologicas

Nossos estudos anteriores mostraram que A. brasiliensis tem propriedade
imunomoduladora onde o micélio de A. brasiliensis (LPB), foi capaz de inibir a proliferacéo de
esplendcitos e reduzir os niveis de NO por macrofagos peritoneais de camundongos swiss,
enquanto que o seu exopolissacarideo teve o efeito oposto, aumentou a proliferacdo assim como
a producdo de NO (NAVEGANTES et al. 2013). Dalla-Santa et al. 2013, também demonstrou
0 aumento de células TCD4+ e subconjuntos CD25+CD4+ em Orgdos periféricos de

camundongos apds a administracdo de A. brasiliensis.
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Estudos in vitro mostram que o A. brasiliensis em mondcitos e células endoteliais é
capaz de aumentar os niveis de citocinas como IL-1B ¢ IL-6 (BERNARDSHAW et al. 2005a).
Além dessas citocinas também aumenta os niveis de TNF-a, IL-8 e IL-12 (SORIMACHI et al.
2001; KASAI et al. 2004). In vivo, também foi capaz de aumentar os niveis de IL-8 e TNF-a
(BERNARDSHAW et al. 2005b). Outra atividade no sistema imune foi demonstrada por
Nakajima et al. (2002), em que o A. brasiliensis aumentou a producdo de anticorpos em
esplendcitos, os niveis de IgG e o nimero de linfocitos T, além da capacidade fagociticas dos
polimorfonucleares.

A atividade antitumoral, também foi demonstrada por nosso grupo, em os camundongos
swiss que foram inoculados com o sarcoma 180 e receberam uma suplementacao dietética com
100 e 50% de micélio de A. brasiliensis na racdo comum, apresentaram crescimento tumoral
inibido, prevenindo também a perda de peso corporal (DALLA-SANTA et al. 2013).

Em relacéo a atividade anti-inflamatoria, foi demonstrada por Padilha e colaboradores
(2009), este estudo em que administrou o extrato alcalino do cogumelo por via oral e
constataram a inibicdo do edema induzido por nistatina. Além disso, ainda no mesmo estudo o
cogumelo inibiu a migracdo de neutréfilos para a cavidade peritoneal ap6s a injecdo de
carragenina. Song (2012), observou em mastdcitos de murinos, houve a inibicéo da producéo

de IL-6, a producéo de prostanglandina D e de leucotrienos.
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3. OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antimicrobiana, antioxidante e imunomoduladora de Agaricus

brasiliensis e llex paraguariensis in vitro e em modelo de sepse murino.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 TESTES IN VITRO

e Avaliar atividade antibacteriana contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, dos
extratos aquosos de llex paraguariensis e Agaricus brasiliensis por obtencdo da
Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM);

e Avaliar a citotoxicidade das diferentes concentracfes dos extratos aquosos de A.
brasiliensis e |. paraguariensis em macrofagos peritoneais de camundongos swiss, pelo
método direto MTT;

e Auvaliar capacidade fagocitica dos extratos aquosos de A. brasiliensis e |. paraguariensis
em macréfagos peritoneais de camundongos swiss;

e Verificar a concentracdo de nitrito em macréfagos peritoneais de camundongos swiss
apos os estimulos dos extratos aquosos A. brasiliensis e I. paraguariensis;

e Avaliar a proliferacdo celular de esplendcitos provenientes de camundongos swiss apos
a incubacdo com diferentes concentracBes dos extratos aquosos A. brasiliensis e 1.
paraguariensis na presenca ou ndao do mitogeno Concavalina A (ConA);

e Avaliar a capacidade antioxidante total pelo método do TEAC e DPPH dos extratos
aquosos de A. brasiliensis e I. paraguariensis;

e Auvaliar a liberacdo de ERO por leucdcitos proveniente do sangue periférico humano na
presenca de diferentes concentracfes dos extratos de A. brasiliensis e I. paraguariensis

com ou sem o oxidante tBHP.
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3.2.2 TESTES IN VIVO:

Avaliar a sobrevida dos animais pré-tratados ou ndo com extratos aquosos de A.
brasiliensis e I. paraguariensis e submetidos CLP;

Avaliar pardmetros hematoldgicos dos animais pré-tratados ou ndo com extratos
aquosos de A. brasiliensis e I. paraguariensis 12 e 24 horas ap6s CLP;

Avaliar a migracdo leucocitaria no lavado peritoneal de animais pré-tratados com os
extratos de A. brasiliensis e I. paraguariensis com 12 e 24 horas apés CLP.
Verificar a carga bacteriana no baco, coragdo, pulmdo, figado, exsudato peritoneal
e sangue nos animais com sepse pre-tratados ou ndo com extratos aquosos de A.
brasiliensis e I. paraguariensis;

Verificar a concentracdo de nitrito no sangue e no exsudato peritoneal em animais
com sepse tratados ou ndo com o extrato de A. brasiliensis e |. paraguariensis;
Avaliar a peroxidacdo lipidica, no bago, coracdo, pulmdo, figado, exsudato
peritoneal e sangue dos animais sépticos pré-tratados ou ndo com extratos aquosos
de A. brasiliensis e I. paraguariensis;

Avaliar a capacidade antioxidante total no baco, coracao, pulméo, figado, exsudato
peritoneal e sangue nos animais com sepse pré-tratados ou ndo com extratos aquosos
de A. brasiliensis e I. paraguariensis;

Avaliar a producdo de ERO pelos macréfagos peritoneais dos animais com sepse

tratados ou ndo com o extrato de A. brasiliensis e I. paraguariensis.

3.2.3 TESTE EX VIVO:

Avaliar a producdo de ERO pelos macréfagos peritoneais dos animais com sepse
tratados ou ndo com o extrato de A. brasiliensis e I. paraguariensis na presenca ou
ndo do oxidante tBHP;

Avaliar a capacidade fagocitica dos leucécitos provenientes dos animais septicos

pré-tratados ou ndo com extratos aquosos de A. brasiliensis e |. paraguariensis.



43

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais de experimentacao

O projeto foi previamente submetido a Comisséo de Etica no Uso de Animais do Setor
de Ciéncias Biologicas da UFPa, obedecendo-se aos critérios, de acordo com as normas
estabelecidas por Guias de Cuidado e Uso de Animais Laboratoriais, sob o parecer de nimero
02/15. (ANEXO 1)

Para isso, foram utilizados camundongos (Mus musculus) da linhagem Swiss machos e
fémeas (n=60), pesando em torno de 20 a 30 gramas, oriundos do Biotério Central do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Para (UFPA). Todos os animais foram
mantidos sob condig¢des controladas de temperatura (25 + 1°C) e submetidos a um ciclo claro-
escuro de 12 horas (6-18 horas), tendo livre acesso a alimentacdo e 4gua. O nimero de animais
que foram utilizados se restringiu a0 minimo necessario para 0s ensaios pré-clinicos. Para os
experimentos in vivo foram utilizados no projeto aproximadamente 60 animais distribuidos em
5 grupos. Para os experimentos in vitro foram utilizados 2 por experimento, com a utilizagéo
de 10 animais durante o projeto.

Todos os animais experimentais foram submetidos a eutandsia pelo método
recomendado para a Ordem Rodentia - Roedores e pequenos mamifERO - que é o da
exsanguinacao por puncdo cardiaca apds anestesia geral de acordo com a Resolucdo Normativa
n° 6, de 10 de julho de 2012 do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA). Os animais 24 horas ap0s a realizacdo do modelo experimental da sepse foram
anestesiados para a eutanasia com cetamina (75mg/kg) e xilazina (15mg/kg) intraperitoneal por
meio do aprofundamento da anestesia (dobro do valor) seguido de exsanguinagdo por puncao
cardiaca. Todos os animais experimentais eutanasiados foram mantidos em freezer até o

momento do descarte pela empresa responsavel, sequindo normas internacionais.

4.2 Amostras bioldgicas

Os leucocitos foram obtidos a partir de amostras do sangue venoso de voluntarios sadios,
do sexo masculino e feminino com idade entre 18 e 30 anos e de diferentes tipos sanguineos,
mediante a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO 2). O

projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Setor
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de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Para (CEP-ICS/UFPa), sob parecer nimero:
1.090.857 e CAAE: 42985315.0.0000.0018 (ANEXO 3).

4.3 Reagentes

Neste estudo foram utilizados Azul de trypan 0,4% (SIGMA), A&cido
etilenodiaminotetracetato (EDTA) 5% (BIOLAB), Agar Muller Hinton(X), taméo fosfato
salina (PBS) 10x (800 g de NaCl, 20 g de KCl, 144 g de Na2HPO4 e 24 g de KH2PO4 em 8 L
de agua destilada), reagente de griess (Sulfanilamida 1% (w/v) em H3PO4 10% e o segundo
reagente que é formado por alfa-naftil-etilenodiamina 0,1% em agua), concavalina A (SIGMA),
meio RPMI 1640 ( 10.44 gramas em 900mL de agua destilada com agitacdo suave e constante
até o meio ser completamente dissolvido, posteriormente adicionaram-se 2.00 gramas de

Bicarbonato de S6dio em pd ou 26.67mL de solucédo Bicarbonato de Sodio 7,5%).

4.4. Indculo de Escherichia coli e Staphylococcus aureus

4.4.1 PREPARACAO DO INOCULO DE Escherichia coli E Staphylococcus aureus

Para o preparo dos in6culos bacterianos foram utilizadas cepas de S. aureus (ATCC
6538) e E. coli ATCC (8739). A obtencdo dos indculos seguiu a norma M7-A9 vol. 32 n° 2 da
“Metodologia dos testes de Sensibilidade a Agentes Antimicrobianos por Diluicdo para

Bactéria de crescimento Aerdbico”.

Apbs o periodo de incubacdo, 3 a 4 coldnias dessas bactérias foram selecionadas e
transferidas para tubo estéril contendo 1 ml de meio caldo Mueller-Hinton. Quando necessario,
realizou-se ajustes para o alcance da concentracio desejada de aproximadamente 1x108
UFC/ml, sendo compativel com a escala 0,5 de Mc Farland (CLSI, 2009). Em seguida, realizou-
se a incubagc&o dos tubos, cada um contendo a concentragdo do indculo 1x108 UFC/ml por 1
hora para alcancar o crescimento exponencial das bactérias. Apos esse tempo, dilui¢Ges seriadas

foram realizadas até a obtencdo do indculo 1x108 UFC/ml.
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4.5. Fornecimento e preparo do extrato aquoso de Agaricus brasiliensis

O cogumelo Agaricus brasiliensis seco e pulverizado foi fornecido gentilmente pela
professora Herta Stuz Dalla Santa da Universidade Estadual do Centro-Oeste (UNICENTRO),
Paran4, Brasil.

Para a obtencdo do decocto de A. brasieliensis, 2 g do cogumelo seco e pulverizado
foram fervidos com 20 ml de agua destilada estéril. Apos a extracdo, o decocto foi filtrado e
submetido a liofilizacdo para eliminacdo da agua. Posteriormente foi preparada uma solucao
mde de 100mg/mL em &gua destilada estéril, para a realizacdo dos testes foram utilizadas as
concentragOes de 1,40; 2,81; 5,62; 11,25 e 22,50 mg/mL a partir da solugdo mée.

Para os experimentos in vivo, foi escolhida a melhor concentracdo dos testes in vitro e
calculada a dose para os testes in vivo. Dessa forma o volume correto de extrato a ser
administrado no camundongo para a dose final de 135mg/Kg de peso de camundongo, foram
realizados célculos dos pesos dos animais. Cada animal foi pesado antes da administragdo da

dose correspondente.

4.6 Fornecimento e preparo do extrato aquoso de llex paraguariensis A.ST.-HILL

As folhas liofilizadas de 1. paraguariensis A.ST.-HILL foram fornecidos pela
professora Herta Stuz Dalla Santa da Universidade Estadual do Centro-Oeste (UNICENTRO),
Paran4, Brasil.

Para a obtencdo do decocto de I. paraguariensis, 2 g das folhas liofilizadas foram
fervidas com 20 ml de &gua destilada estéril. Apds a extracdo, o decocto foi filtrado e submetido
a secagem em estufa a 40°C para eliminacédo da agua. Posteriormente foi preparada uma solucao
mée de 100mg/mL em agua destilada estéril, para a realizacdo dos testes foram utilizadas as
concentragdes de 0,92; 1,85; 3,70; 7,41; 14,83 mg/mL a partir da solugdo méae.

Para os experimentos in vivo, foi escolhida a melhor concentragdo dos testes in vitro e
calculada a dose para os testes in vivo. Dessa forma o volume correto de extrato a ser
administrado no camundongo para a dose final de 22,5mg/Kg de peso de camundongo, foram
realizados céalculos dos pesos dos animais. Cada animal foi pesado antes da administragdo da

dose correspondente.
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4.7 Testes in vitro

Os testes in vitro, consistiu em avaliar atividade antimicrobiana dos extratos aquosos de
A. brasiliensis e I. paraguariensis frente a E.coli e S.aureus e verificar capacidade antioxidante
total dos extratos. Neste estudo foram utilizados macréfagos recrutados de camundongos swiss
para a realizag&o do teste de citotoxicidade (CCsxo) e avalicdo da capacidade fagocitica e com o
sobrenadante foi realizado a dosagem de nitritos. Os esplendcitos dos camundongos foram
obtidos para o teste de proliferacdo celular. Por dltimo foi avaliado a liberacdo de ERO por

leucdcitos do sangue periférico de humanos. (Figura 10)

DELINEAMENTO DO EXPERIMENTO IN VITRO
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Figura 10: Delineamento experimental dos testes in vitro. Fonte: Autor.

4.7.1 OBTENCAO DE MACROFAGOS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS SWISS

Para a coleta de macréfagos peritoneais de camundongos swiss, foi administrado
intraperitoneal 3 mL de meio tioglicolato (KASVI®) a 3% a fim de recrutar os macr6fagos. 2
dias ap6s a administracdo, os macrofagos foram coletados e lavados com 5 mL de PBS 1X.

Posteriormente centrifugados (1500RPM, 4°C por 5 min), lavados, e ressuspendidos em PBS
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1X, e posteriormente foram contados na cdmara de Neubauer em microscépio éptico usando o

azul de trypan (0,4%) (Biolab®) para avaliar a viabilidade.

4.7.2 OBTENCAO E PREPARACAO DE ESPLENOCITOS

Os bacos dos animais foram extraidos em condicdes assépticas e transferidos para um
tubo de polietileno contendo meio RPMI-1640. Os bacos foram macerados, com a ajuda do
embolo de uma seringa contra uma cesta de metal com poros de 40um. A suspensdo celular foi
centrifugada a 1500 rpm por 5 minutos.

Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 1
mL de meio RPMI 1640 suplementado (1% de penincilina/streptomicina e 10% de Soro Bovino
Fetal), para a contagem de células viaveis, através da coloracdo com o Azul de trypan de
(Biolab®)

4.7.3 OBTENCAO DE LEUCOCITOS DO SANGUE PERIFERICO

As amostras de sangue (5 mL de sangue venoso) foram coletadas com Acido
etilendiaminotetracético (EDTA) (New Prov) a 5%, posteriormente foi adicionado 5 mL de
solucéo salina 0,9% e homogeneizado, com cautela o sangue-solucédo salina foi passado para
um novo tubo contendo 3mL de Histopaque®-1077 (SIGMA-ALDRICH®) (Figura 11-A)

Apds esse procedimento o tubo foi centrifugado por 30 minutos a 3000 RPM. E entdo
apos a centrifugacdo os componentes do sangue ficaram separados (Figura 11-B) o plasma foi
descartado e a camada dos leucdcitos foi transferida para um novo tubo Falcon®.
Posteriormente foi acrescentado PBS 1x até completar o tubo para a lavagem, (Figura 11-C) e
centrifugado por 5 minutos a 1200 RPM, passado o tempo descartou-se o sobrenadante,
deixando apenas o pellet de células (Figura 11-D) e ressuspendido em 1 mL de RPMI completo.
(Figura 11-E).
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Figura 11: llustracdo da obtengdo de leucécitos do sangue periférico. (A) Tubo falcon contendo sangue:salina
(1:1) com Ficoll. (B) Apos centrifugacdo, em énfase a nuvem leucocitaria. (C) Lavagem das células
com RPMI completo. (D) Apos centrifugacao pellet de células. (E) Pellet ressuspendido em 1mL de
RPMI completo. Fonte: Autor.

4.7.4 VIABILIDADE CELULAR DE MACROFAGOS PERITONEAIS

Foi preparada uma solucdo de Azul de Trypan (BioLab®) a 0,4% em um eppendorf.
Qual deste foi retirado 32jL de solucéo para 8L de células e foi pipetado 15uL em camara de
Neubauer. Foi feita uma contagem separada para células viaveis e ndo viaveis, sendo que as
células que coraram de azul foram consideradas ndo viaveis. Posteriormente foi realizado um

célculo para determinar qual o volume necessario para obter 2 x 10° de células.

4.7.5 AVALIACAO DA SENSIBILIDADE MICROBIANA DOS EXTRATOS DE Agaricus
brasiliensis E Ilex paraguariensis POR MICRODILUICAO

Foi utilizado a metodologia descrita por Mendes et al. (2011) do método de
microdiluicdo o qual utiliza microplaca com 96 pogos. Os extratos diluidos foram colocados
em cada po¢o da microplaca uma aliquota de 100uL de cada concentragdo foi adicionada
juntamente com 100uL de inoculo bacteriano (1x10° UFC/ml), obtendo concentragdes de: 22,5-
1,40mg/ml para A. brasiliensis e 14,83-0,92mg/mL para |. paraguariensis. Cada ensaio foi
realizado em duplicata para cada concentracdo de extrato acima descrita e cada bactéria testada.
Como controle negativo foi utilizado o meio caldo Muller-Hinton (solvente) e para controle

positivo, o antimicrobiano comercial cloranfenicol contra bactérias gram-positivas (250
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pg/mL) e/ou a penicilina-estreptolisina para bactérias gram-negativas (10000unit/10mg). E ao
final deste processo a microplaca foi incubada a 37°C por 24 horas.

4.7.5.1 Obtencgdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM)

A concentrac¢do inibitéria minima (CIM) é considerada como a menor concentragdo de
um agente antimicrobiano que impediré o crescimento visivel de um micro-organismo em testes
de sensibilidade ou de pelo menos 50% do micro-organismo avaliado (efeito bacteriostatico).
Para a obtencdo de CIM neste estudo foi utilizado o parametro da mudanca de coloracdo obtida
no teste colorimétrico utilizando a resazurina (MONTEIRO et al. 2012), sendo esse um

parametro para avaliar a poténcia in vitro da amostra testada (MENDES, 1997; CLSI, 2009).

A resazurina € um corante que apresenta uma coloracgdo azul, utilizada como referéncia
em testes de viabilidade celular, em contato com as células viaveis sofre uma reducéo, sendo
transformada em resofurina e mostrando uma coloracdo rosa (ALVES et al. 2008 e
MONTEJANO et al. 2005).

4.7.5.2 Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

A CBM é a menor concentracdo de um agente microbiano capaz de matar 99 a 100%
dos micro-organismos testados. A CBM foi obtida a partir da técnica de contagem das unidades
formadoras de coldnias (UFC).

Para a obtencdo do CBM, 10uL de cada poco, com resultados efetivo de atividade
antimicrobiana, contendo diferentes indculos bacterianos e extratos aquosos de A. brasiliensis
e |. paraguariensis, foram semeados em placas de petri contendo Agar Muller-Hinton (AMH),
em seguida incubados por mais 24 horas a 37°C para posterior leitura das UFC.

Todos os ensaios foram realizados com o controle positivo, o antimicrobiano comercial
cloranfenicol foi utilizado em bactérias gram-positivas na concentracdo de 250 pg/ml, e para
bactérias gram-negativas, foi o antibidtico penicilina-estreptolisina para controle de positivo,

na concentragdo 10000unit/10mg.
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4.7.6 AVALIACAO ESPECTROFOTOMETRICA DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Foi utilizada e adaptada a metodologia descrita por Sultanbawa 2009, em que, apds o
preparo do indculos das cepas de S.aureus (ATCC 6538) e E.coli (ATCC 8739) os extratos
diluidos foram colocados em cada pog¢o da microplaca uma aliquota de 100uL de cada
concentragdo foi adicionada juntamente com 100uL de inoculo bacteriano (1x10° UFC/ml),
obtendo concentracdes de: obtendo concentracdes de: 22,5-1,40mg/ml para A. brasiliensis e
14,83-0,92mg/mL para |. paraguariensis. Cada ensaio foi realizado em duplicata para cada
concentracdo de extrato acima descrita e cada bactéria testada. Como controle negativo foi
utilizado o meio caldo Muller- Hinton com a bactéria, controle positivo o antimicrobiano
comercial cloranfenicol contra bactérias gram-positivas (250 pg/mL) e a penicilina-
estreptolisina para bactérias gram-negativas (10000unit/10mg),para 0 branco apenas 0 meio
caldo Muller- Hinton, também foram adicionado 100uL de cada concentragdo com 100uL de
caldo Muller-Hinton a fim de subtrair a densidade dos extratos. Ao final deste processo a

microplaca foi incubada a 37°C por 24 horas.

Ap0s as 24 horas de incubacdo, a placa foi lida em leitor de ELISA, a 600nm apos agitar
gentilmente por 10 segundos. A porcentagem de inibicdo bacteriana foi calculada pela seguinte

férmula;

|nlbl(;510 (%) = [1' (AbScontrole - AbSextrato) X 100] (1)

4.7.7 CITOTOXIDADE PELO METODO DIRETO 3-(4,5-DIMETILTIAZOL-2YL)-2,5-
DIFENIL BROMETO DE TETRAZOLINA (MTT)

Este ensaio foi realizado de acordo com Mosmann, (1983) e baseia-se na avaliacdo da
viabilidade celular a qual é quantificada pela redugdo do MTT (coloragcdo amarela) a formazan
(coloragdo roxa). Dessa forma, a reducdo do MTT a formazan, sera diretamente proporcional a
viabilidade celular. Apés a obtengdo de macrofagos peritoneais de camundongos swiss € a
contagem, foi distribuido em microplacas de 96 pogos, de fundo U, células (2x10° células/mL)
com os estimulos (A. brasiliensis e |. paraguariensis) em diferentes concentracfes (A.
brasiliensis - 1,40; 2,81; 5,62; 11,25 e 22,50 mg/mL e de I. paraguariensis - 0,92; 1,85; 3,70;
7,41; 14,83 mg/mL); o controle positivo — Triton X-100 (SIGMA-ALDRICH®) a 10% e
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controle negativo — somente as células. Posteriormente foi incubado por 24 horas em estufa de
CO2 a 37°C.

Ap0s o tempo foi adicionado na placa 20 pL. de MTT em todos os pogos utilizados, e
incubado novamente por 3 horas, em estufa de CO> a 37°C. Passado o tempo foram adicionado
40 pL de HCI 6N-isopropanol e incubado overnight. No dia seguinte foi realizada a leitura em
espectofotdmetro de microplacas a 550 nm (MOSMANN, 1983).

Para a determinacdo da Concentracao Citotdxica (CCso) foram utilizado as absorbancias

encontradas e realizada uma analise de regressao linear no programa Excel®.

4.7.8 DETERMINACAO DO INDICE DE SELETIVIDADE (IS)

O indice de Seletividade foi determinado para avaliar o nivel de seguranca das amostras,
com atividade antimicrobiana em macréfagos peritoneais, sendo calculado através da razdo
entre a CCsop em macréfagos e a concentragdo inibitéria (Clso) para Escherichia coli e
Staphylococcus aureus (REIMAO, 2009).

Formula:

IS = CCso em macréfagos / Clso contra a bactéria 2

Os resultados obtidos foram avaliados através da comparacao de seus valores a 10, onde
valores maiores que 10 sdo considerados seletivos e com boa atividade antimicrobiana e
inferiores significam uma maior toxicidade para o macr6fago com baixa seletividade (GALLE
etal. 2013).

4.7.9 AVALIACAO DA CAPACIDADE FAGOCITICA

Aliquotas (0,1mL) da suspensdo de macrofagos (2x10° céls/mL) foram adicionados aos
pocos de placas de cultivo celular de fundo chato de 96 pogos. Em seguida 10uL de Zymosan
fixadas em vermelho neutro (1x10°® particulas.mL™) foram adicionados a cada pogo. Apos a
incubagdo por 30 minutos em estufa de CO2 a 5% a 37 °C, as células foram fixadas com solugéo
de célcio-formol de Baker (4% formaldeido, 2% sddio cloridrico, 1% acetato de célcio) em

cada poco. Apds 30 minutos, foi realizada a lavagem com PBS 1X e adicionado a solugéo de
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extracdo. Apo6s 30 minutos foi realizada a leitura da placa em um espectrofotdmetro de
microplacas em absorbancia de 550nm. Os resultados foram expressos em abs/nimero de
células (BONATTO et al. 2004).

4.7.10 DOSAGEM DE OXIDO NITRICO

O NO foi mensurado como nitrito (NO2). A concentracgdo de nitrito foi mensurada pela
reacao de Griess. No qual o nitrito reage com a sulfanilamida em meio acido. O diazo composto
formado reage com o cloridrato de N-(1-naftil) etilenodiamina (NED), gerando um composto
de coloracéo rosa-avermelhada, de acordo com a equacdo da figura 20. A reacdo € controlada
pelo tempo, e o produto é determinado ap6s 10 minutos.

Para tal, colocou-se 100uL do sobrenadante do cultivo celular e 100uL do reagente de
Griess e posteriormente foi incubado por 10 minutos a temperatura ambiente e absorbancia
mensurada a 550 nm. A concentracdo de NO. foi determinada de uma curva-padréo feita com
NaNO- e expressa em UM (STUEHR e MALETTA, 1985).

4.7.11 PROLIFERACAO CELULAR

A cultura dos esplendcitos foram preparadas utilizando uma modificacdo do método
descrito por (KIM et al. 2006). Células do baco de camundongos swiss a uma densidade de
2x10° células/mL foram incubadas com os extratos aquosos de A. brasiliensis - 1,40; 2,81; 5,62;
11,25 e 22,50 mg/mL e de I. paraguariensis - 0,92; 1,85; 3,70; 7,41; 14,83 mg/mL na presenca
ou ndo de 10pg/mL de Concavalina A, em estufa de CO2 a 5% a 37 °C durante 24 ou 48 horas
em 96-pocos de fundo plano. Foram adicionados vinte microlitros de MTT (5mg/mL) apds o
término da cultura e ap6s 3 horas de incubacédo foi adicionando, 40 uL de de solucdo de HCI
6N com isopropanol a cada poco. As placas foram incubadas “overnight” a temperatura
ambiente. As densidades Opticas foram medidas a 540 nm utilizando um espectrofotdmetro de

microplacas como descrito por Mosmann et al. 1983.
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4.7.12 AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL

4.7.12.1 Avaliacdo da capacidade antioxidante total pela redugéo do radical ABTSe+

Seguiu-se 0 método proposto por Miller et al. (1993) modificado por Re et al. (1999).
Trata-se de uma técnica colorimétrica baseada na reacéo entre o ABTS (SIGMA-ALDRICH
A1888) com persulfato de potassio (K2S20s; SIGMA-ALDRICH 60490), produzindo
diretamente o radical cation ABTSe+, cromodforo de coloragdao verde/azul. A adicdo de
antioxidantes a este radical cation pré-formado o reduz novamente a ABTS, determinando uma
descoloracdo. Uma solucéo de estoque estavel de ABTS -+ serd produzida por reacdo de uma
solucdo aquosa a 7 mmol/L de ABTS com 2,45 mmol de persulfato/L de potéssio (concentracdo
final) posteriormente a solucdo sera deixada em repouso no escuro a temperatura ambiente
durante 12-16 h antes de usar (PELLEGRINI,1999). No dia da anélise sera preparada uma
solucdo trabalho de ABTS+ obtida a partir da diluicdo da solucdo de estoque em etanol para
uma absorbéancia de 0,70 = 0,02 AU a 734 nm, verificada por um espectrofotdmetro (Fento, Sdo
Paulo, Brasil; 800 XI) O éacido gélico, um conhecido antioxidante foi usado como controle
padrdo. Os resultados dos extratos foram expressos em porcentagens.

4.7.12.2. Determinacéo da atividade antioxidante total pela captura do radical livre (DPPH)

A técnica foi adaptada de Rufino et al. (2007). O método baseia-se na transferéncia de
elétrons onde, por acdo de um antioxidante ou uma espécie radicalar (DPPH), o DPPH que
possui cor parpura é reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloracdo amarela, com
consequente desaparecimento da absorcdo, podendo a mesma ser monitorada pelo decréscimo
da absorbéancia. A partir dos resultados obtidos ird se determinar a porcentagem de atividade

antioxidante ou sequestradora de radicais livres.

O controle negativo foi feito pela adi¢éo de etanol e DPPH e o controle positivo foi feito
pela adi¢do de solucdo de um padrdo (TROLOX) e DPPH. Em um tubo foi adicionado 50uL
de amostra de Agaricus brasiliensis ou llex paraguariensis, 600uLde uma solucdo de DPPH
0,1mM, exceto nos brancos, e foi adicionado 350 pL de agua destilada, aguardou-se 30 minutos

a 37°C e realizou-se a leitura no espectrofotdmetro a 517nm.
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4.7.13 AVALIACAO DA LIBERACAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ERO)

A quantificacdo de ERO intracelular foi realizada de acordo com Ferreira-Cravo et al.
(2007). O meétodo consiste na capacidade do DCFH-DA atravessar a membrana celular e ser
hidrolisado por esterases celulares, onde sofre um processo de oxidagdo, culminando no
surgimento da forma fluorescente, diclorofluoresceina (DCF). E importante ressaltar que este
composto néo é especifico para o H2Oz, podendo sofrer a oxidagdo de outras espécies reativas.

Os leucdcitos coletados do sangue venoso humano na concentragdo de 2x10° cél/mL,
foram pré-tratados com as concentragdes mais eficazes de A. brasiliensis e . paraguariensis
nos testes antimicrobianos e antioxidante in vitro e incubados por 30 minutos a 37°C.
Posteriormente foi adicionado 2,7-diacetato de diclorodihidrofluoresceina (H.DCFH-DA) a
10uM, e imediatamente feita a leitura (tempo zero) e a cada 5 minutos até completar 30 minutos
de leitura a A=488nm (laser azul) e com um filtro de emissdo de A=530 nm (RICHARD et al.
2002; GRASSO et al. 2003) no espectrofotometro VICTOR®. A quantidade de ERO

intracelular foi expressa em intensidade de fluorescéncia.

4.8 Testes in vivo e ex vivo

Para a realizagdo da avaliagdo antimicrobiana, antioxidante e imunomoduladora dos
extratos in vivo, foram utilizados camundongos swiss, de ambos 0s sexos, estes foram divididos
em grupos e pré-tratados com solucdo salina 0,9%, ceftriaxona (20mg/Kg/camundongo) e com
os extratos de Agaricus brasiliensis (135mg/Kg/camundongo) e llex paraguariensis
(22,2mg/Kg/camundongo) 24 horas antes da inducdo da sepse e no dia do procedimento. Para
a inducdo da sepse foi usado o método da ligadura e pungdo do ceco (Cecal ligation and
puncture - CLP), e foram sacrificados com 12 horas ou 24 horas apds o procedimento. Os 6rgaos
foram extraidos, o exsudado peritoneal e o sangue coletados para a avaliacdo da migracdo
leucocitaria, hemograma, avaliacdo da carga bacteriana, dosagem de Oxido nitrico, avaliagdo
da capacidade fagocitica, TEAC, MDA e avaliacdo da liberacdo de ERO. Paralelo a este, foi

avaliado a sobrevida dos animais. Um delineamento experimental é demonstrado na Figura 12
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n=5 n=5 n=5 n=5

Oh Sem Salina 0,9% A.brasiliensis l.paraguariensis Ceftriaxona
24h tratamento (V.0) (V.0) (V.0) (1.P)
24h SHAM CLP

Extracdo de 6rgdos, sangue e lavado peritoneal, migracao leucocitaria, hemograma,
36h | avaliacdo da carga bacteriana, dosagem de nitrito, MDA, TEAC, quantificacdo de ERO
48h (in vivo e ex vivo).

Avaliagéo da capacidade fagocitica (ex vivo)
n=5 n=5 n=5 n=5 n=5

Oh Sem Salina 0,9% A.brasiliensis |.paraguariensis Ceftriaxona
24h tratamento (V.0) (V.0) (V.0) (I.P)
24h SHAM CLP

Avaliar a sobrevida por 16 dias.

Legenda: CLP: cecal ligation and puncture I.P: intraperitoneal; V.O: Via oral.

Figura 12: Delineamento experimental in vivo. Fonte: Autor

4.8.1 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Para esse estudo os animais foram divididos em 5 grupos:

e GRUPO 1 (Controle-Sham): Animais receberam exatamente 0s

procedimentos cirdrgicos, com excec¢do da inducdo de sepse — 5 animais;

mesmaos

e GRUPO 2 (Controle-Salina): Animais receberam tratamento com solucdo salina 0,9%
estéril por gavagem (150uL) 24 horas antes e no tempo anterior a indugéo de sepse — 5 animais;
e GRUPO 3 (Controle-Cef):
(20mg/Kg/camundongo) por via intraperitoneal 24 horas antes e no tempo anterior a indugéo

Animais receberam tratamento com Ceftriaxona

de sepse — 5 animais;
e GRUPO 4 (Ab + CLP): Animais receberam tratamento do extrato aquosos de A.
brasiliensis (135mg/Kg/camundongo) 24 horas antes e no tempo anterior a inducdo de sepse —

5 animais;
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e GRUPO 5 (llex + CLP): Animais receberam tratamento do extrato aquosos de I.
paraguariensis (22,2mg/Kg/camundongo) 24 horas antes e no tempo anterior a inducdo de

sepse — 5 animais.

4.8.2 MODELO DE SEPSE INDUZIDA POR TRANSFIXACAO DO COTO-CECAL

O modelo CLP inicialmente foi proposto em ratos, porém posteriormente foi adaptado
para 0 uso em camundongos, seguindo a metodologia de Cuenca et al. 2010. Os camundongos
foram anestesiados com uma solucdo contendo cetamina (75mg/kg) e xilazina (15mg/kg), na
proporcédo 1:1 por via intraperitoneal (Figura 13-A) posteriormente foi realizada a depilacdo da
parede abdominal, a assepsia do campo operatorio com povidona e alcool a 70° (Figura 13-B).
Foi realizada uma pequena incisdo e o ceco exteriorizado com auxilio de uma pinga cirdrgica.
Com um fio de algodédo 2-0 agulhado foi feita a ligadura do ceco a um centimetro da valvula
ileocecal (Figura 13-C). Apos a ligadura, o coto isolado do ceco foi transfixado com a agulha
de 22 gauss a partir do ponto de ligadura até a por¢do mais distal do ceco (Figura 13-D). O fio
foi seccionado a um centimetro do ponto de saida, funcionando desse modo como dreno do
conteudo cecal para a cavidade peritoneal, como mostrado na figura 24 (D’ ACAMPORA e
LOCKS,2014). Apo6s o procedimento o animal foi suturado com um fio de seda 3-0, e a regido
limpa com alcool 70° (Figura 13-E), posteriormente foi administrado 1 mL de solucéo salina
estéril subcutaneo, para a desidratacdo (Figura 13-F). Durante o tratamento foi ministrado
Bupremorfina (0,05 a 0,1mg/kg) para as dores provenientes do procedimento cirlrgico e para
0s animais controle-sham (da cirurgia), o ceco foi exteriorizado sem a realizacdo da
transfixacdo. Os animais foram colocados em gaiolas pds-operat6ria (com pisos aramados em
aco inox) individuais, sob luz incandescente por 1 hora.



57

Figura 13: Procedimento da CLP. (A) Administracdo de 60pL anestésico por via intraperitoneal em camundongos
Balb/C; (B) Assepsia da regido abdominal com povidona e alcool 70° ap6s a raspagem; (C) Ceco
exteriorizado e a ligadura do ceco (D) Perfuracdo com agulha 22 gauss e exposicdo das fezes apos a
perfuracéo (seta e circulo); (E) Sutura ap6s a CLP com fio de seda 3-0; (F) Administracdo de 1mL de
solucdo fisiologica 0,9%. Fonte: Autor

4.8.3 AVALIACAO DA SOBREVIDA DE CAMUNDONGOS COM SEPSE INDUZIDA
COM TRATAMENTO

Foi realizado o procedimento de CLP nos camundongos e foram tratados conforme
descrito anteriormente. Os animais foram observados por no maximo 16 dias ap0s a cirurgia e
o tratamento, sendo anotados, 0s pesos diariamente e o0s horarios de 6bito dos animais no
protocolo de pesquisa. Foi construida uma curva de sobrevida dos animais em relagdo ao tempo

decorrido apds o procedimento.

4.8.4 OBTENCAO DO LAVADO PERITONEAL, SANGUE E ORGAOS

4.8.4.1 Coleta do lavado peritoneal

Apo6s 12 e 24 horas de inducdo de CLP, os animais foram submetidos a sedagédo
(Xilazina e Cloridrato de Cetamina), na propor¢édo de 1:1, por via intraperitoneal. A coleta do
lavado peritoneal consistiu na lavagem do periténio com 3mL de PBS 1X acrescida de EDTA
1mM. As amostras foram, entdo, armazenadas em tubos tipo falcon de 15 ml devidamente

identificados. Para as analises no contelido do sobrenadante, 0 mesmo foi obtido através de
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centrifugacdo (5 minutos a 1500 RPM) e congelado em freezer -80°C até o momento das

analises.

4.8.4.2 Coleta do sangue

Apos a sedacdo foi realizada a coleta da amostra de sangue, por via intracardiaca apos
12 e 24 horas de inducéo de CLP. O volume total de sangue coletado foi colocado em tubos de
vidro contendo EDTA para a realizacdo do hemograma, e posterior separacdo do soro por
centrifugacdo (5 min a 1500 RPM) sendo todas as amostras devidamente identificadas. O soro

foi mantido em freezer -80°C até o0 momento das andlises.

4.8.4.3 Coleta e preparo de 6rgéos

O bago, coracdo, figado e pulmao foram coletados 12 e 24 horas apdés a CLP. Cada
6rgdo coletado, foi lavado com PBS 1x e armazenados em tubos do tipo eppendorf de 1,5mL.
Os orgdos foram macerados em homogeneizador de tecidos (Ultra Turrax T25 Basic) na
presenca de PBS 1X. Posteriormente foi centrifugado por 10 minutos a 3000 RPM e o
sobrenadante coletado em eppendorfs devidamente identificados e mantidos em freezer -80°C

até o momento das analises.

485 MIGRACAO LEUCOCITARIA INDUZIDA POR SEPSE E EFEITO DO
TRATAMENTO COM O Agaricus brasiliensis E llex paraguariensis EM ANIMAIS

Foi realizada a avaliacdo da migracao leucocitaria no lavado peritoneal. Ap6s 0s animais
serem sacrificados 12 e 24h apds CLP, foi realizada a assepsia com alcool 70% no abdome dos
animais e injetados 3 mL de PBS estéril contendo EDTA (1ImM) na cavidade peritoneal.
Posteriormente aspirado, centrifugado e o pellet foi ressuspendido em RPMI completo. A
contagem global de leucdcitos foi realizada em cdmara de Neubauer e expressa como numero
de 10° células/mL. A contagem diferencial foi realizada com 100 células diferenciando os tipos
celulares de acordo com Lindstrom et al. 2015, a partir do lavado preparado em citocentrifuga
(INBRAS®) a 1500 RPM por 10 minutos. As laminas foram coradas com Panotico rapido

(INTERLAB®) e realizada a contagem de 100 leucécitos em microscopio optico. Os resultados
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foram expressos como ndmero de neutrofilos e mononucleares presentes no lavado peritoneal
x 10%cavidade.

4.8.6 HEMOGRAMA

Para avaliagdo dos parametros hematologicos, 500uL do sangue coletado dos animais
com EDTA 5% foi analisado no aparelho hematologico automatizado (poch — 100iV Diff,
Sysmex Corp). Os seguintes parametros foram analisados: hemacias, hemoglobina,
hematocrito, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM),
concentra¢ao de hemoglobina corpuscular média (CHCM), plaquetas e contagem global e

diferencial de leucocitos.

4.8.7 AVALIACAO DA CARGA BACTERIANA

Para a realizacdo deste ensaio foram utilizadas as amostras coletadas 12 e 24h apds da
CLP. Para a quantificacdo da carga bacteriana, foram retirados 100 pL do lavado peritoneal,
sangue e do homogeinado dos 6rgdos, e realizada dilui¢fes seriadas com PBS1x nas proporcdes
1:10 e 1:100. As amostras foram semeadas (10 uL) por esgotamento, sob condicGes estéreis,
em placas de Petri contendo Agar Mieller-Hinton. Em seguida cultivado em estufa
bacterioldgica na temperatura de + 37 °C, para posterior contagem de UFC em 24 h.

4.8.8 DOSAGEM DE OXIDO NITRICO EM AMOSTRAS BIOLOGICAS

O oxido nitrico (NO) foi mensurado como nitrito (NO2) seguindo a metodologia
descrita no item 4.7.10. Foram utilizadas 100 pL das amostras do soro, sobrenadante do lavado
peritoneal e dos 6rgdos (bago. Coracdo. Figado, pulm&o) de todos os grupos (Sham, Salina,

Ceftriaxona, A. brasiliensis e I. paraguariensis) 12 e 24 horas apos a CLP.

48.9. DETERMINACAO DE MALONDIALDEIDO (MDA) EM AMOSTRAS
BIOLOGICAS

A fim de avaliar a peroxidacéo lipidica como indicador de estresse oxidativo. Foi
utilizada a tecnica que baseia-se na reacdo do MDA e outras substancias com o &cido
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tiobarbiturico (TBA; SIGMA-ALDRICH T5550) em pH baixo e temperatura elevada,
formando o complexo MDA-TBA de coloracdo rosea. O procedimento foi de acordo com
fundamentos propostos por Khonn & Livesedge (1944), adaptados por Percario et al. (1994),
método que consiste no preparo inicial do fosfato monobasico de potassio (KH2PO4 75 mM,
Synth, 35210) em &gua acidificada (pH 2,5). Esta solucdo € utilizada na preparacdo do TBA
(10 nM). Adiciona-se 500 pul de amostra a 1000ul da solucéo de acido tiobarbitarico 10 nM.
Em seguida leva-se ao banho-maria (95°C x 60 min); apds a incubagdo deixa-se esfriar a
temperatura ambiente; adiciona-se 4,0 ml de alcool 1-butilico, homogeneiza-se bem em vortex
e posteriormente submete-se a centrifugacdo a 175 x g (15 min); coleta-se 3,0 ml do
sobrenadante para leitura espectrofotométrica a 535 nm. Ultilizou-se como padrédo o 1,1,3,3,

tetrahidroxipropano (SIGMA-ALDRICH, T9889) para a realizacdo da curva padréo.

4.8.10. AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL EQUIVALENTE AO
TROLOX (TEAC) EM AMOSTRAS BIOLOGICAS

Foi determinada de acordo com a capacidade antioxidante equivalente ao Trolox. O

Trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromono-2-carboxilico; SIGMA-ALDRICH 23881-
3) € um potente antioxidante analogo hidrossoltvel da vitamina E.
A avaliacdo da capacidade antioxidante total das amostras bioldgicas foram determinadas de
acordo com a capacidade antioxidante equivalente ao Trolox seguindo a metologia descrita no
item 4.7.12.1. Foram utilizadas 30 pL das amostras do soro, sobrenadante do lavado peritoneal
e dos 6rgdos (baco. Coracdo. Figado, pulmé&o) de todos os grupos (Sham, Salina, Ceftriaxona,
A. brasiliensis e I. paraguariensis) 12 e 24 horas apds a CLP. Os resultados foram expressos
como TEAC no mmol de Trolox por quilograma.

4.8.11 AVALIACAO DA ATIVIDADE FAGOCITICA EX VIVO

Para a avaliacdo da atividade fagocitica, os macrofagos peritoneais provenientes dos
animais sépticos 24 horas apés a CLP de todos os grupos (Sham, Salina, Ceftriaxona, A.

brasiliensis e I. paraguariensis) foram coletados, e uma concentragio de 2x10° céls/mL foram
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incubadas com 10uL de Zymosan fixadas em vermelho neutro (1x108 particulas.mL™) por 30

minutos em estufa de CO2 a 5% a 37 °C, seguindo a metodologia descrita no item 4.7.9

4.8.12. QUANTIFICACAO DA LIBERACAO DE ROS INTRACELULAR EX VIVO

Para a quantificacdo da liberacdo de ROS intracelular, foram coletados macrofagos
peritoneais de todos os grupos experimentais (Sham, Salina, Ceftriaxona, A. brasiliensis e 1.
paraguariensis) 24 horas apo6s a CLP. Uma concentracdo de 2x10° céls/mL de cada animal
foram incubadas com 10uM H>DCFH-DA seguindo a metodologia descrita no item 4.7.13.
Além destas, para verificar a capacidade de reverter a liberacdo ou aumentar das células ex vivo,
em uma outra placa de fundo U, a concentracdo de 2x10° céls/mL dos mesmos animais foram
incubadas com tBHP (40uMol) por 30 minutos em estufa de CO2 a 5% a 37 °C, posteriormente
adicionado 10uM H>DCFH-DA seguindo a metodologia descrita no item 4.7.13.

4.9 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise estatistica, onde cada parametro foi analisado
inicialmente em relacdo aos possiveis pontos discrepantes (outliers), sendo utilizado o célculo
do intervalo interquartil. O teste t de Student foi utilizado para verificar a existéncia de
diferencas significativas para cada parametro analisado em cada grupo do inicio ao final do
estudo. Para cada parametro analisado foi realizada Anélise Variancia (ANOVA) seguida do
teste de Tukey para a comparacdo de pares de médias. Para verificacdo de possivel correlacdo
entre parametros, foi realizado o teste de correlagdo de Pearson. Os resultados foram

considerados estatisticamente significativos para p < 0,05.



62

5 RESULTADOS

5.1 Testes in vitro

5.1.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

5.1.1.1 Teste de microdiluicéo

5.1.1.1.1 Bactéria Gram-positiva: Bactéria Staphylococcus aureus ATCC 6538

Foi avaliada a atividade antibacteriana pelo método da microdiluicdo em caldo, com
coloracdo por resazurina, dos extratos aquosos de A. brasiliensis nas concentracdes de 1,40;
2,81; 5,62; 11,25 e 22,50 mg/mL e de I. paraguariensis, 0,92; 1,85; 3,70; 7,41; 14,83 mg/mL
frente a bactéria gram-positiva S. aureus ATCC 6538, e foi determinado a CBM e a CIM. Como
controle para o CIM e CBM, o positivo consistiu no indculo na presenca de cloranfenicol (250
pg/mL) e o negativo apenas o indculo foi semeado. (Figura 14)

Para o extrato A. brasiliensis ndo foi possivel determinar a CIM, nem a CBM, pois
houve crescimento bacteriano em todas as concentracdes avaliadas frente a S. aureus (Figura
15). No entanto, com o extrato aquoso de I. paraguariensis, a CIM foi obtida na concentracéo
de 2,81 mg/mL e a CBM em 3,70 mg/mL, conforme Figura 16.

Controles

Controle positivo Controle negativo

S. aureus + Clorafenicol Staphylococcus aureus

Figura 14: Controles para a determinagdo do CIM e CBM para S.aureus. A)Controle positivo: S.aureus na
presenca de Clorafenicol. B) Controle negativo: S.aureus na auséncia do antibiético Clorafenicol
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Figura 15: Determinacdo de CIM e CBM de A. brasiliensis frente a S.aureus (A) Ensaio da Resazurina para
obtencéo do CIM: néo foi possivel obter a CIM dentro das concentragdes testadas. (B) Né&o foi possivel

obter CBM.

llex paraguariensis (mg/mL)

3,70 - CBM

Figura 16: Determinacdo de CIM e CBM de I. paraguariensis frente a S.aureus (A) Ensaio da resazurina para
obtencdo do CIM: o extrato obteve o CIM de 1,85 mg/mL. (B) CBM do extrato encontrado foi de 3,70

mg/mL.



5.1.1.1.2 Bactéria Gram negativa: Escherichia coli ATCC 8789

Foi avaliada a atividade antibacteriana pelo método da microdiluicdo, dos extratos
aquosos de A. brasiliensis nas concentracoes de 1,40; 2,81; 5,62; 11,25 e 22,50 mg/mL e de 1.
paraguariensis (0,92; 1,85; 3,70; 7,41; 14,83 mg/MI) frente a bactéria E. coli ATCC 8789 e foi
determinado a CBM e a CIM. Como controle para o CIM e CBM, o positivo consistiu no

indculo na presenca de ¢ penicilina-estreptolisina (10000unit/10mg) e 0 negativo apenas o

indculo foi semeado. (Figura 17)

O extrato de A. brasiliensis também ndo inibiu o crescimento da E. coli, com isso ndo
foi possivel obter o CIM e CBM nas concentra¢des avaliadas (Figura 18). Enquanto, que com

0 extrato de I. paraguariensis, o CIM e o0 CBM foram obtidos na concentracdo de 3,70 mg/ mL

(Figura 19).

Controles

Controle positivo

Controle negativo

E.coli + Antibiético

Figura 17: Controles para a determinacdo do CIM e CBM para E.coli. A) Controle positivo: E.coli na presenca
de penicilina-estreptolisina B) Controle negativo: E.coli na auséncia do antibidtico penicilina-

estreptolisina.

Escherichia coli
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Agaricus brasiliensis (mg/mL)

11,25 5,62 2,81

Figura 18: Determinacédo de CIM e CBM do A. brasiliensis frente a E.coli (A) Ensaio da Resazurina para obtencédo
do CIM: A CIM ndo foi obtida nas concentracdes testadas. (B) CBM nao foi obtido nas concentragdes
testadas.

llex paraguariensis (mg/mL)

B 14,83 » 7,41

Figura 19: Determinacdo de CIM e CBM de I. paraguariensis frente a E.coli(A) Ensaio da Resazurina para
obtencdo do CIM: A CIM de llex paraguariensis foi de 3,70 mg/mL. (B) CBM de obtido de llex
paraguariensis foi de 3,70 mg/mL.
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A tabela 03 expressa os resultados obtidos nos ensaios de microdiluicdo com os extratos
de A. brasiliensis e |. paraguariensis frente as bactérias S. aureus e E. coli. Em resumo, 0s
dados mostram que o A. brasiliensis ndo apresentou acao antimicrobiana frente as bactérias nas
concentracgdes testadas, enquanto o I. paraguariensis foi capaz de inibir o crescimento a partir
da concentracdo de 1,85 mg/mL S. aureus e 3,70 mg/mL E.coli. Além disso, a razdo entre o
CBM e o CIM obteve o valor de um (1), mostrando que o I. paraguariensis tem acdo bactericida

in vitro.

Tabela 03: Valores de CIM e CBM.

Bactéria, CIM e CBM (mg/mL)

Extrato S. aureus E.coli
CIM CBM CBM/CIM CIM CBM CBM/CIM
Agaricus brasiliensis >22,5 >22,5 ND >22,5 >22,5 ND
llex paraguariensis 1,85 3,70 2 3,70 3,70 1

ND: N&o Detectado

5.1.1.2 Ensaio espectrofotométrico para atividade antimicrobiana

Os extratos aquosos de A. brasiliensis (1,40; 2,81; 5,62; 11,25 e 22,50 mg/mL) e de I.
paraguariensis (0,92; 1,85; 3,70; 7,41; 14,83 mg/mL) foram incubados com as bactérias S.
aureus e E. coli a 37°C por 24 horas, ap6s esse tempo foi avaliado o crescimento bacteriano
pelo método espectrofotométrico. O objetivo destes dados é comparar o crescimento bacteriano
por dois métodos de deteccdo, a obtencdo de CIM pelo método colorimétrico da Resazurina e
por valores de absorbancias com o espectrofotdmetro (Tabela 04). Além disso, os resultados
também foram expressos em porcentagem de inibicdo das bactérias (Tabela 05) e o ICso
(mg/mL) (Tabela 06).

A Tabela 04 mostra que a analise do crescimento bacteriano pelo método
espectrofotométrico obteve valor similar a técnica de CIM por coloragdo por resazurina para
ambas as bactérias, com o valor de CIM néo detectavel para A. brasiliensis, enquanto que para
o |. paraguariensis, os valores de CIM foram de 1,85 e 3,7 e mg/mL para E. coli e S. aureus,

respectivamente.
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Tabela 04: Comparagdo do CIM pelo método da Resazurina (colorimétrico) o método espectrofotométrico
(turbidimétrico).

CIM (mg/mL)
Resazurina Espectrofotométrico
Extrato . .
S. aureus E.coli S.aureus E.coli
Agaricus brasiliensis >22,5 >22,5 >22,5 >22,5
llex paraguariensis 3,70 1,85 3,70 1,85

Quanto os percentuais de inibicdo para S. aureus, o extrato A. brasiliensis na maior
concentracdo (22,50 mg/mL) apresentou uma inibicdo do crescimento desta bactéria de 33,3%
(Tabela 05), com o valor de ICso de 32,20 mg/mL (Tabela 06). Enquanto que o I. paraguariensis
desde a concentracdo de 3,70 mg/mL foi capaz de matar 100% da populagéo bacteriana (Tabela
05), obtendo um ICsp de 4,25 mg/mL (Tabela 06).

Quanto a E. coli, o extrato A. brasiliensis na maior concentracdo (22,50 mg/mL) foi
capaz de inibir 38,5% do crescimento de E.coli (Tabela 05), apresentando um ICso de 121,85
mg/mL, (Tabela 06). Por outro lado, o I. paraguariensis a partir da concentracao de 3,70 mg/mL
levou a 100% de inibicdo do crescimento (Tabela 05), com um ICso de 9,19 mg/mL (Tabela
06).

Tabela 05: Porcentual de inibigdo das bactérias frente aos extratos aquosos Agaricus brasiliensis e llex
paraguariensis.

Agaricus brasiliensis llex paraguariensis
Concentragéo Porcentagem de Concentragéo Porcentagem de
(mg/mL) inibicdo (%) (mg/mL) inibicdo (%)
S. aureus E. coli S. aureus E. coli
1,40 7,2 4,5 0,92 11 6,3
2,81 8,9 8,8 1,85 22,6 10,4
5,62 7,2 114 3,70 100 100
11,25 16,1 15,2 7,41 100 100
22,50 33,3 38,5 14,83 100 100

Tabela 06: ICsp dos extratos aquosos de Agaricus brasiliensis e llex paraguariensis frente a Staphylococcus
aureus e Escherichia coli.

I1Cs0 (Mg/mL)
Extrato S. aureus E. coli
Agaricus brasiliensis 32,20 121,85

llex paraguariensis 4,25 9,19
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5.1.2 CITOTOXICIDADE CELULAR

No presente estudo foi avaliado a citotoxicidade em macrofagos peritoneais dos extratos
aquosos de A. brasiliensis nas concentracfes (1,40; 2,81; 5,62; 11,25 e 22,50 mg/mL) e de I.
paraguariensis (0,92; 1,85; 3,70; 7,41; 14,83 mg/mL) pelo método de redugdo do tetrazolico
(MTT).

O Agaricus brasiliensis manteve 100% da viabilidade celular em todas as concentracfes
testadas, obtendo a concentragdo citotoxica (CCso) em 581,12 mg/mL. Enquanto, que o Ilex
paraguariensis na concentracdo de 7,41 mg/mL foi capaz de reduzir a viabilidade para 87%, e
a concentragdo de 14,83 mg/mL para 67.2% obtendo a CCsp de 19,43 mg/mL (Figura 20 e

Tabela 07, respectivamente).

150+

100+

Viabilidade Celular (%)
S

I I I I I I I
RPMI , 140 2,81 5,62 11,25 22,50 0,92 1,85 3,70 7,41 14,83
L]

Agaricus brasiliensis (mg/mL) Ilex paraguariensis (mg/mL)

Figura 20: Viabilidade celular macréfagos peritoneais expresso em porcentagem (%), ap6s incubar por 24 horas
0s extratos aquosos de A. brasiliensis nas concentragdes de 1,40; 2,81; 5,62; 11,25 e 22,50 mg/mL
e de I. paraguariensis, 0,92; 1,85; 3,70; 7,41; 14,83 mg/mL

Tabela 07: Valores da concentracéo citotdxica (CCsp) de Agaricus brasiliensis e llex paraguariensis frente a
macrdfagos peritoneais.

Extrato aquoso CCso (mg/mL)
Agaricus brasiliensis 581,12
llex paraguariensis 19,43
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5.1.3 SELETIVIDADE

Os valores de seletividade foram calculados para A. brasiliensis e I. paraguariensis,
baseado nos valores de CCsg e ICsg para cada bactéria testada. Com isso, a Tabela 08 mostra
que A. brasiliensis é mais seletivo do que I. paraguariensis, principalmente frente a S. aureus
que o indice de seletividade de 18,04 comparado ao IS de 4,57 para I. paraguariensis. Quanto
a E.coli, o IS para A. brasiliensis foi de 4,77, enquanto para o I. paraguariensis foi de 2,11,

mostrando pouca seletividade entre macrofagos e E. coli (Tabela 08).

Tabela 08: indice de seletividade (1S) e citotoxicidade dos extratos aquosos de A. brasiliensis e 1. paraguariensis,
frente aos macréfagos peritoneais e as bactérias S. aureus e E. coli.

Macraéfagos S.aureus Macroéfagos E.coli
ICso®
Extrato CCso? (mg/mL) (g ;;% L) IS*  CCso* (mg/mL)  ICso® (mg/mL) IS
A. brasiliensis 581,12 32,20 18,04 581,12 121,85 4,77
|. paraguariensis 19,43 4,25 4,57 19,43 9,19 2,11

250% de Concentrago citotoxica; ® Concentraco inibitoria;® Relagio entre CCsp € ICsp.

5.1.4 CAPACIDADE FAGOCITICA

Para avaliar o efeito dos extratos aquosos de A. brasiliensis (5,62; 11,25 e 22,50 mg/mL)
e de I. paraguariensis (3,70; 7,41; 14,83 mg/mL) sobre a capacidade fagocitica de macrofagos
peritoneais, estas células foram incubadas por 30 minutos com particulas de Zymosan (5 x 10°)
na presenca ou ndo dos extratos, a 37°C e 5% de CO..

A Figura 21 mostra que as concentragdes de A. brasiliensis reduziram
significativamente a capacidade fagocitica de macro6fagos comparada ao grupo sem o A.
brasiliensis (p<0.001). Por outro lado, com I. paraguariensis somente na menor concentracéo
(3,70mg/mL) foi capaz de reduzir a atividade fagocitica dos macrofagos, enquanto a maior
concentracédo (14,83mg/mL) aumentou a atividade fagocitica desta célula comparado ao grupo

sem |. paraguariensis (p<0.001). (Figura 21)
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Ensaio de Fagocitose

0.2014
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S 0.154
X
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8 0.104 *
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2 0.05 i
2 |# | .
000' T T T T T T
Zymosan 5x10° -+ + + o+ + 4+ o+
A. brasiliensis (mg/mL) _ _ 5.62 11.25 22.5 + + +
|. paraguariensis (mg/mL) _ + + + 3.70 7.41 14.83

Figura 21: Capacidade Fagocitica in vitro. Macr6fagos peritoneais recrutados de camundongos swiss foram
estimulados com particulas de Zymosan (5 x 10°) e tratados com A. brasiliensis (5,62; 11,25 e
22,50 mg/mL) e I. paraguariensis (3,70; 7,41; 14,83 mg/mL). *p<0.001 comparado ao controle
RPMI, #p<0.001 comparado ao controle Zymosan.

5.1.5 PRODUCAO DE OXIDO NITRICO

Para a avaliacdo da producdo do NO, macrofagos peritoneais foram tratados com
diferentes concentracfes dos extratos aquosos de A. brasiliensis (2,81; 5,62; 11,25 e 22,50
mg/mL) e I. paraguariensis e incubados ou ndo com LPS (10pg/mL) por 24 e 48 horas. A
incubacdo com o A. brasiliensis nas células sem estimulo (LPS), apds 24 e 48 horas, foi capaz
de aumentar a producdo de NO em todas as concentracdes testadas (2,81; 5,62; 11,25 e 22,50
mg/mL) comparado ao controle RPMI. Por outro lado, nas células estimuladas com LPS, em
24 horas, as concentragcfes (2,81; 5,62; 11,25mg/mL) de A. brasiliensis foram capazes de
reduzir a produgdo de NO em comparacao ao controle LPS (p<0,05). Entretanto, ap6s 48 horas,
somente a menor concentracdo de A. brasiliensis (2,81mg/mL) continuou inibindo a producéo
de NO, enquanto as concentra¢des 5,62 e 11,25mg/mL induziram aumento nos niveis de NO
comparado ao controle LPS (Figura 22).
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Oxido Nitrico

24 Horas 48 Horas

NO (uM)

0-
LPS (10pg/mL) - - - - - + 4+ + + + - - - - - + 4+ o+ 4+ o+
A.brasiliensis (mg/mL) - 2.815.62 11.2522.5 - 2.81 5.6211.2522.5 - 2.8156211.2 225 + 2.815.6211.2522.5

Figura 22: Avaliagdo da producéo de dxido nitrico por macrofagos peritoneais apds o tratamento de A. brasiliensis
(2,81; 5,62; 11,25 e 22,50 mg/mL) com ou sem LPS (10ug/mL) incubados por 24 e 48 horas. *p<0,05
comparado ao controle RPMI, #p<0,05 comparado ao controle LPS.

Todas as concentracdes de |. paraguariensis nas células sem estimulo (LPS), apds 24 e
48 horas de incubacdo, também foram capazes de estimular a producdo de NO comparado ao
controle RPMI. Por outro lado, nas células estimuladas com LPS, em 24 horas, as concentracdes
(1,81; 7,41 e 14,83 mg/mL) de I. paraguariensis foram capazes de reduzir a producdo de NO
comparado ao controle LPS (p<0,05). Entretanto, ap6s 48 horas, somente as concentracdes
(3,70 e 7,41 mg/mL) inibiram os niveis de NO, enquanto a concentra¢do 1,81 mg/mL estimulou

a producao de NO comparado ao LPS (Figura 23),

Oxido Nitrico
1001
. 24 Horas . 48 Horas .
| ) LI | L}
804
* *
el
’2-\ 601 it *# *# *# *
3 KA * *
e *H# % %
> 404 it " *#
201 *t
0- T T T T
LPS (10pg/mL)y - - - - - + + + + o+ - - - - - + o+ o+ o+ o+
|.paraguariensis (mg/mL) - 1.813.707.4114.83 - 1.81 3.70 7.4114.83 - 1.813.707.4114.83 - 1.81 3.70 7.41 14.83

Figura 23: Avaliacdo da producdo de dxido nitrico por macréfagos peritoneais apos o tratamento de |I.
paraguariensis (1,81; 3,70; 7,41; 14,83 mg/mL) com ou sem LPS (10ug/mL) incubados por 24 e 48
horas. *p<0.05 comparado ao controle RPMI, #p<0.05 comparado ao controle LPS.
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5.1.6 PROLIFERACAO CELULAR

Esplendcitos murinos foram estimulados ou ndo com o mitégeno Con A (10pg/mL) e
tratados ou ndo com os extratos aquosos de A. brasiliensis nas concentragdes (2.81; 5.62; 11,25
e 22,50 mg/mL) e I. paraguariensis (1,85; 3,70; 7,41; 14,83 mg/mL), em seguida incubados
por 24 horas ou 48 horas a 37°C e 5% de COx.

Todas as concentracdes do extrato A. brasiliensis em 24 e 48 horas foram capazes de
estimular a proliferacdo de esplendcitos, mesmo sem a presenca de ConA, quando comparado
ao controle RPMI. No entanto, na presenca de ConA, a maior concentracdo de A. brasiliensis
(22,50mg/mL) foi capaz de inibir a proliferacdo dos esplendcitos induzida pelo mitdgeno em
24 de incubacdo. Entretanto, apds 48 horas, as concentracdes de A. brasiliensis ndo alteraram o

efeito proliferativo induzido pelo ConA (Figura 24).

Proliferagao Celular

125- 24 Horas 48 Horas

100+

h
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a1
e

Proliferagao (% do controle)

N
g

Con A (10mg/mL) - - - - - + o+ + o+ + - - - - - + o+ o+ + o+
A.brasiliensisis (mg/mL)

281 562 1125 2225 - 281 562 1125 2225 - 28l 562 1125 2225 - 281 562 1125 2225

Figura 24: Avaliacdo da proliferacdo celular de esplendcitos de camundongos swiss estimulados ou ndo com
ConA (10pg/mL) e tratados com extratos aquosos de A. brasiliensis nas concentragdes de 2,81; 5,62;
11,25 e 22,50 mg/mL. *p<0,05 comparado ao controle RPMI, #p<0.05 comparado ao controle
Concavalina A.
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Em relacdo ao extrato do I. paraguariensis, a maioria das concentracfes foram capazes
de induzir a proliferagéo de esplendcitos mesmo sem o ConA, em 24 e 48 horas ap0s incubacéo
comparado ao controle RPMI. Quando incubado com o mitdgeno, a maior concentracao de |I.
paraguariensis (14.83mg/mL) apresentou efeito antiproliferativo comparado ao grupo ConA

em 24 e 48 horas ap06s a incubacdo (Figura 25)

Proliferagao Celular
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Figura 25: Avaliacéo da proliferacdo celular de esplendcitos de camundongos swiss estimulados ou ndo com
ConA (10pg/mL) e tratados com extratos aquosos de 1. paraguariensis nas concentracées de 1.85;
3.70; 7.41; 14.83 mg/mL. *p<0,05 comparado ao controle RPMI, #p<0,05 comparado ao controle
Concavalina A.

5.1.7 AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL

Foi realizada a avaliagdo atividade antioxidante total dos extratos aquosos de A.
brasiliensis nas concentrac6es (1,40; 2,81; 5,62; 11,25 e 22,50 mg/mL) e de I. paraguariensis
(0,92; 1,85; 3,70; 7,41; 14,83 mg/mL), assim como do padrdo acido galico nas concentracdes
(0,0062; 0,0125; 0,025; 0,05 e 0,1 mg/mL) pelo método da capacidade antioxidante equivalente
ao Trolox (TEAC), em que é definido como a concentracdo de Trolox e pelo método da
determinacéo da atividade antioxidante total pela captura do radical livre (DPPH). Os valores
foram expressos em porcentagem na tabela 09, e quanto maior o valor do TEAC e DPPH, mais

forte € o potencial antioxidante e de captura de radical livre, respectivamente.
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Tabela 09: Avaliacdo da capacidade antioxidante pelo método do TEAC e DPPH, do controle acido galico, dos
extratos A. brasiliensis e |. paraguariensis em diferentes concentrages.

Capacidade Antioxidante*

Amostra (mg/mL) TEAC (%) DPPH (%)
Acido Galico
0,00625 7,64+0,25 13,58+0,76
0,012 17,42+0,36 19,87+1,53
0,025 33,41+2,28 39,13+0,65
0,05 58,26+2,96 62,5+3,40
0,1 98,48+0,49 94,17+0,10
Agaricus brasiliensis
1,40 91,46+2,19 18,60+3,62
2,81 99,12+0,85 41,06+1,16
5,62 98,74+0,09 59,57+1,68
11,25 99,01+0,46 69,11+1,68
22,50 98,93£1,07 70,85+2,33
llex paraguariensis
0,92 92,53+0,07 9,71+1,94
1,85 92,91+1,08 14,11+0,38
3,70 92,88+0,22 19,70+0,25
7,41 93,65+1,17 27,03+0,77
14,83 94,1240,97 44,72+4,27

*Valores expressos em média e desvio-padrdo em duplicata.

As analises mostram que desde as menores concentracdes, 0s extratos aquosos de A.
brasiliensis e |. paraguariensis tiveram uma excelente atividade antioxidante pelo ensaio de
TEAC, mostrando uma atividade similar a maior concentracdo do padrdo Acido galico (0,1
mg/mL). No ensaio de DPPH, o extrato aquoso de A. brasiliensis mostrou melhor atividade de
captura de radicais livres que o extrato de I. paraguariensis. De acordo com a Tabela 09 foi
possivel perceber que o A. brasiliensis desde a concentracdo de 5,8 mg/mL foi capaz de capturar
mais de 40% de moléculas de DPPH, enquanto uma concentracdo do |. paraguariensis (7,41
mg/mL) foi capaz capturar somente 27% de radicais livres. No entanto, ambos 0s extratos
apresentaram menor eficiéncia na atividade de captura de radicais livres quando comparado ao
acido galico que em menor concentracao (0,1mg/mL) que os demais compostos, obteve 94%

de captura (Figura 26-C)
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Figura 26: Avaliacdo da capacidade antioxidante dos diferentes extratos aquosos de A. brasiliensis, |I.
paraguariensis, e do padrdo 4cido gélico. (A e B) Capacidade antioxidante pelo método do TEAC
(C e D) Atividade sequestrante de DPPH".

5.1.8 AVALIACAO DA LIBERACAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ERO)

Leucdcitos provenientes do sangue periférico humano foram estimuladas ou ndo com o
tBHP (40uM) e tratadas com extratos aquosos de A. brasiliensis nas concentracgdes (5,62; 11,25
e 22,50 mg/Ml) e de 1. paraguariensis (3,70; 7,41; 14,83 mg/mL), e incubados por 30 minutos
a 37°C e 5% COy. Posteriormente com adi¢do de 10uM H>DCFH-DA foi quantificado a
liberacdo de ERO intracelular.

Todas as concentragdes do extrato de A. brasiliensis e de I. paraguariensis foram
capazes de inibir a producdo basal de ERO, visto que os valores obtidos de ERO foram
inferiores ao grupo RPMI (Figura 27-A e 27-B). Similarmente, quando as células foram
estimuladas com tBHP e tratadas com os extratos de A. brasiliensis (Figura 27-A) e de I.

paraguariensis (Figura 27-B), ambos os extratos foram capazes de inibir a produ¢do de ERO
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induzida pelo tBHP. Entretanto, o extrato de I. paraguariensis foi mais eficaz que o A.
brasiliensis, visto que desde a sua menor concentracdo (3,70 mg/mL) foi capaz de inibir a

producdo de ERO com valores menores que o basal (grupo RPMI).
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Figura 27: Avaliacdo da liberagdo de espécies reativas de oxigénio por polimorfonucleares de sangue periférico
tratadas com A. brasiliensis e com I. paraguariensis, induzidas com ou ndo tBPH (40uM) por 30
minutos de incubacdo. (A) Polimorfosnucleares tratadas com A. brasiliensis e induzidas ou ndo com
tBHP. (B) Polimorfosnucleares tratadas com I. paraguariensis e induzidas ou ndo com tBHP.

Valores expressos em intensidade de fluorescéncia (UA). *p<0.05 comparado ao controle RPMI,
#p<0.05 comparado ao controle tBHP.
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5.2 Testes in vivo

5.2.1 SOBREVIDA

Para a taxa de sobrevida, os animais foram divididos nos seguintes grupos: sham (que
foi feita a cirurgia, mas ndo foi realizado a CLP) e o0s grupos dos animais submetidos a inducao
de sepse por CLP que foram tratados com os seguintes compostos: solucdo salina 0,9%,
Ceftriaxona (20 mg/kg), extrato de A. brasiliensis (135 mg/Kg) ou extrato de I. paraguariensis
(22,2 mg/Kg). Em seguida, os animais foram avaliados por 16 dias até o dbito.

A Figura 28 mostra que todos os animais Sham sobreviveram pelo menos até o 16° dia
(100% sobrevida) e os animais com sepse pré-tratados com salina ou ceftriaxona morreram em
até 6 dias ap6s o CLP. Por outro lado, todos os animais com sepse e pré-tratados com A.
brasiliensis sobreviveram pelos 16 dias (taxa de 100%), enquanto 50% dos animais com sepse

pré-tratados com |. paraguariensis morreram no 5° dia.

Sobrevida
100 . v =¥ Sham
. Ab + CLP

. 801
§ .
< 60- . o & ILEX+CLP
o :
&
2 40-
o]
A

20- :

-~ Salina+CLP| - .m.
0 . . oW Cef+CLP

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tempo (dias)

Figura 28: Taxa de sobrevida dos animais Sham e com sepse por 16 dias. Os animais foram divididos nos
seguintes grupos (n=5 por grupo): 1-grupo Sham e os demais tiveram sepse e foram pré-tratados com:
solucéo salina 0,9% (salina+CLP), Ceftriaxona (20 mg/kg), extrato de A. brasiliensis (135 mg/Kg) ou
extrato de |. paraguariensis (22,2 mg/Kg).
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5.2.2 AVALIACAO DO PESO CORPORAL

Foi avaliado o peso corporal como indicativo de satde dos animais. Para isso, avaliou-
se 0 peso corporal em grama de acordo com os tempos 0 (TO); 24 (T24); 36 (T36) e 48 horas
(T48) nos grupos Sham; e os grupos com sepse (CLP) pré-tratados com solugdo salina 0,9%,
Ceftriaxona (20 mg/kg), com extrato de A. brasiliensis (135 mg/Kg) ou com extrato de I.
paraguariensis (22,2 mg/Kg).

O grupo sham teve um aumento do peso corporal de aproximadamente 21,5% do TO a
T48, diferente de todos os grupos submetidos ao CLP e pré-tratados que tiveram reducdo de
peso a partir de 24 horas (grupo salina = reducdo de 16,6% no T36 e 41,10% no T48; grupo
Cef= reducdo de 6% (T36) e 24%(T48); grupo A. brasiliensis = ganho de 9,10% no (T24),
manteve o0 peso no T36 e reducdo de 3,10% (T48); grupo |. paraguariensis= ganho de 4,45%
no T24, manteve no T36, e perda de 15% em (T48) (Figura 29).
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s -+ Cef+ CLP
o
5 25 Ab+CLP
8 —— llex + CLP
3
o 204

15 T T T T

0 24 36 48
Tempo (h)

Figura 29: Peso corporal dos animais Sham e com sepse no decorrer do tempo. Os animais foram divididos nos
seguintes grupos: 1-grupo Sham e os demais tiveram sepse e foram pré-tratados com: solugdo salina
0,9% (salina+CLP), Ceftriaxona (20 mg/kg), extrato de A. brasiliensis (135 mg/Kg) ou extrato de I.
paraguariensis (22,2 mg/Kg). Resultados expressos como a média + d.p.

5.2.3 MIGRACAO LEUCOCITARIA

5.2.3.1 Lavado peritoneal

Em relacdo ao influxo de leucdcitos para o peritonio, avaliou-se o numero de neutréfilos

e mononucleares nos tempos de 12 e 24 horas apés a inducao de sepse nos animais dos grupos:
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Sham; sepse (CLP) pré-tratados com solugdo salina 0,9%, ceftriaxona (20 mg/kg), A.
brasiliensis (135 mg/Kg) ou com extrato de I. paraguariensis (22,2 mg/Kg).

Em relacdo aos neutrdfilos, os animais com sepse tratados com salina apresentaram
aumento significativo de neutrofilos desde a 122 hora, com pico de migracdo em 24 horas. Os
animais com sepse tratados com ceftriaxona ou l. paraguariensis tiveram um aumento
acentuado de neutrofilos em 12 horas comparado ao grupo Sham e CLP+salina. No entanto, em
24 horas, 0s animais com sepse tratados com ceftriaxona apresentaram diminuicdo abrupta
destas celulas na cavidade peritoneal, retornando aos niveis basais, enquanto, 0s animais com
sepse tratados com |. paraguariensis mantiveram os mesmos niveis de neutréfilos neste tecido.
Por outro lado, o tratamento com A. brasiliensis inibiu o influxo de neutrofilos induzido pelo
processo de sepse nos tempos de 12 e 24 horas comparado aos animais com sepse tratados com
salina (Figura 30°A e 30-B).

Em relagdo aos mononucleares, de maneira geral, todos 0s animais com sepse
apresentaram o influxo destas células em 12 horas, com aumento acentuado em 24 horas. Dentre
0s tratamentos, o I. paraguariensis foi capaz de potencializar a migracdo de mononucleares em
24 horas, enguanto 0s tratamentos com Ceftriaxona ou A. brasiliensis inibiram
significativamente o influxo destas células em 24 horas comparado aos animais com sepse

tratados com salina (Figura 30-C e 30-D).
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Figura 30: Migragdo leucocitaria no lavado peritoneal nos animais com sepse. Os animais foram divididos nos

seguintes grupos: 1-grupo Sham e os demais tiveram sepse (CLP) e foram pré-tratados com: solugéo
salina 0,9% (CLP+salina), Ceftriaxona (20 mg/kg), extrato de A. brasiliensis (135 mg/Kg) ou extrato
de 1. paraguariensis (22,2 mg/Kg). Neutrdfilos (A)12 horas ap6s a CLP (B) 24 horas ap6s a CLP;
Mononucleares (C) 12 horas da CLP; (D) 24 horas da CLP. *p<0,05 comparado ao grupo sham
#p<0,05 comparado ao grupo CLP+salina. ANOVA de medidas repetidas.
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5.2.4 HEMOGRAMA

Na avaliacdo dos parametros hematologicos (Tabela 10), os animais com sepse pré-
tratados com salina tiveram valores normais para o eritrograma, mas apresentaram uma leve
linfocitopenia e neutrofilia e aumento de plaquetas. Enquanto que os animais pré-tratados com
0 antibidtico ceftriaxona apresentaram linfocitose, e o tratamento com I. paraguariensis
apresentou linfocitopenia e elevada neutrofilia, hematocrito abaixo do valor de referéncia e
plaquetopenia. O tratamento com A. brasiliensis ndo alterou os parametros hematoldgicos em

relagéo ao grupo Sham.

Tabela 10: Parametros hematoldgicos dos grupos sham, dos animais com sepse pré-tratados com salina,
Ceftriaxona (20 mg/kg), A. brasiliensis (135 mg/Kg) ou |. paraguariensis (22,2 mg/Kg) ap6s 24 horas de sepse
induzida

HEMOGRAMA
PARAM ETROS Sham Salina + Cef + A. brasiliensis + I. paraguariensis +
HEMATOLOGICOS CLP CLP CLP CLP
Hemécias (x10/mL) 5,04 6,10 5,10 6,19 4,61
"('ﬁ]’nf]g'oo}r’r']?)a 8,9 10,8 8,9 11 7,9
Hematdcrito (%) 33 41 27 41 25*
VCM (micra) 65,1 67,2 53,1 65,8 53,6
HCM (mcg) 17,7 17,7 17,5 17,8 171
CHCM (g%) 27,1 26,3 33,0 26,8 31,6
Leucdcitos (/mm3) 2.000 2.200 3.300 2.200 2.500
Eosindfilos (%) 0 1 1 1 2
Basofilos (%) 0+0 0 0 0 0
Linfocitos (%) 71 (1420) (15275*4) (2629;7) (1222) (igz)
Mondcitos (%0) 2 7 2 2 3
*
SREMENEEES () (52470) (73750) (922%1) (6?812) (166775)
Plaquetas (/mm?q) 522.000 782.000* 621.000 664.000 336.000*

Legenda: CEF: ceftriaxona, CLP: cecal-ligation perforation
CHCM= Concentracdo de hemoglobina corpuscular média; HCM: Hemoglobina corpuscular média; VCM:
Volume corpuscular média.
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5.2.5 QUANTIFICACAO DA CARGA BACTERIANA EM TECIDOS

Para a carga bacteriana foi quantificado o nimero de UFC presentes no sangue, lavado
peritoneal e nos 6rgédos (baco, coracao, figado e pulmao) nos tempos de 12 e 24 horas apos a
inducdo de sepse nos animais dos grupos: Sham; e com sepse (CLP) pré-tratados com solugéo
salina 0,9%, ceftriaxona (20 mg/kg), com extrato de A. brasiliensis (135 mg/Kg) ou com extrato
de I. paraguariensis (22,2 mg/Kg).

Os animais com sepse pre-tratados com salina apresentaram elevada carga bacteriana
em todos os tecidos coletados nos tempos de 12 para 24 horas ap0s a sepse. Todos 0s animais
com sepse que receberam tratamento com ceftriaxona, A. brasiliensis e |. paraguariensis
tiveram reducédo significativa na carga bacteriana em todos os tecidos coletados, sendo que o
grupo ceftriaxona apresentou bactéria no baco e soro. O grupo A. brasiliensis apresentou
bactéria no coracdo, periténio e soro nas primeiras 12 horas, que diminuiu ap6s 24 horas, pois
somente foram detectadas bactérias no coracdo e bago. Os animais com sepse tratados com |.
paraguariensis apresentaram carga bacteriana no lavado peritoneal com 12 horas, no entanto
com 24 horas, a carga bacteriana foi detectada na maioria dos tecidos avaliados (Tabela 11 e
12).

Tabela 11: Carga Bacteriana nos animais Sham e com sepse pré-tratados com salina, Ceftriaxona, A. brasiliensis
e |. paraguariensis apds 12 horas de inducéo de sepse.

UFC/mL* (x10%)
Orgéos
GRUPOS x . x Lav.

Baco Coracéo Figado Pulméo Peritoneal Sangue

SHAM ND ND ND ND ND ND
Salina + CLP 2,5%0,70 0,5+0,70 3+1,41 19,5+2,12 11,5+0,70 4,5+0,70

Cef + CLP 0,5+0,70 ND ND ND ND ND
A. brasiliensis + CLP ND 2,5+0,70 ND ND 6,5+0,70 101,41

|. paraguariensis + CLP ND ND ND ND 29,5+0,70 ND

ND: ndo detectado

Tabela 12: Carga Bacteriana nos animais Sham e com sepse pré-tratados com salina, Ceftriaxona, A. brasiliensis
e |. paraguariensis apds 24 horas de sepse induzida.

UFC/mL* (x10%)
Orgéos
GRUPOS ~ . x Lav.
Baco Coracéo Figado Pulméo Peritoneal Sangue
SHAM ND ND ND ND ND ND
Salina+ CLP 4,5+0,70 3,5+0,70 2+1,41 3+1,41 41424 3,5+2,12
Cef + CLP 1,5+0,70 ND ND ND ND 1+1,41
A. brasiliensis + CLP 1,5+0,70 1,5+0,70 ND ND ND ND
I. paraguariensis + CLP 3,5+0,70 3+1,41 ND ND 0,5+0,70 2+1,41

ND: ndo detectado
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5.2.6 PRODUCAO DE OXIDO NITRICO

5.2.6.1 Producdo de Oxido nitrico no soro e lavado peritoneal

Os animais com sepse tratados com salina apresentam aumento significativo na
producdo de NO no soro e lavado peritoneal, principalmente 12 horas apés a indugéo de sepse,
mantendo-se até 24 horas no soro comparado aos animais controle (Figura 33-A e 33-B). Os
tratamentos com Ceftriaxona e A. brasiliensis foram capazes de inibir a produgdo de NO no
soro desde 12 horas, permanecendo até 24 horas (Figura 31-A e 31-B), enquanto no lavado
peritoneal, o A. brasiliensis induziu um aumento significativo de NO comparado aos controles
sham e tratados com salina a partir de 12 horas da sepse (Figura 31-C e 31-D). Por outro lado,
0 tratamento com I. paraguariensis em 24 horas aumentou a producdo de NO no soro,

comparado aos animais com sepse tratados com salina (Figura 31-A e 31-B).
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Figura 31: Produgdo de 6xido nitrico nos animais com sepse. Os animais foram divididos nos seguintes grupos:
1-grupo Sham e os demais tiveram sepse (CLP) e foram pré-tratados com: solucdo salina 0,9%
(CLP+salina), Ceftriaxona (20 mg/kg), extrato de A. brasiliensis (135 mg/Kg) ou extrato de I.
paraguariensis (22,2 mg/Kg). Producdo de NO no soro (A) 12 horas apds a CLP (B) 24 horas ap6s a
CLP; Producdo de NO no lavado peritoneal (C) 12 horas da CLP; (D) 24 horas da CLP. *p<0.05
comparado ao grupo sham #p<0.05 comparado ao grupo CLP+salina.
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5.2.6.2 Producéo de oxido nitrico nos tecidos

Os animais com sepse tratados com salina apresentaram aumento significativo em todas
as amostras nos dois tempos avaliados comparados ao grupo Sham (Figura 32-A e 32-B).
Dentre 0s grupos, 0s tratamentos com |. paraguariensis e A. brasiliensis foram os que levaram
a maior reducdo na producdo de NO nos 6rgdos como baco, figado e pulmé&o a partir de 12
horas, permanecendo até 24 horas, comparado aos animais com sepse tratados com salina
(Figura 32-A).
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Figura 32: Producéo de éxido nitrico nos tecidos de animais com sepse. Os animais foram divididos nos seguintes
grupos: 1-grupo Sham e os demais tiveram sepse (CLP) e foram pré-tratados com: solucéo salina 0,9%
(CLP+salina), Ceftriaxona (20 mg/kg), extrato de A. brasiliensis (135 mg/Kg) ou extrato de I.
paraguariensis (22,2 mg/Kg). Produgdo de NO nos 6rgaos (A) 12 horas apds a CLP (B) 24 horas ap6s
a CLP; *p<0,05 comparado ao grupo sham #p<0,05 comparado ao grupo CLP+salina.
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5.2.7 DETERMINACAO DOS NiVEIS DE MALONALDEIDO (MDA)

5.2.7.1 Producgéo de MDA no soro e lavado peritoneal

Os animais com sepse tratados com salina apresentaram aumento de MDA no soro e
lavado peritoneal em todos os tempos avaliados. Todos os tratamentos (A. brasiliensis, I.
paraguariensis ou Ceftriaxona) levaram a diminuicdo nos niveis de MDA no soro e lavado
peritoneal, a partir de 12 horas ap6s CLP, permanecendo pelo menos até 24 horas, comparados

com o grupo com sepse tratados com salina (Figura 33-A).
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Figura 33: Producdo de MDA no soro e peritdnio de animais com sepse. Os animais foram divididos nos seguintes
grupos: 1-grupo Sham e os demais tiveram sepse (CLP) e foram pré-tratados com: solucéo salina
0,9% (CLP+salina), Ceftriaxona (20 mg/kg), extrato de A. brasiliensis (135 mg/Kg) ou extrato de I.
paraguariensis (22,2 mg/Kg). Producdo de MDA no lavado peritoneal (A) 12 horas apés a CLP (B)
24 horas ap6s a CLP; Produgdo de MDA no soro (C) 12 horas da CLP; (D) 24 horas da CLP *p<0,05
comparado ao grupo sham #p<0,05 comparado ao grupo CLP+salina.
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5.2.7.2 Producéo de MDA nos tecidos

Os animais com sepse tratados com salina apresentaram aumento nos niveis de MDA
em todos os 6rgdos avaliados com 12 e 24 horas apds CLP (Figura 34-A e 34-B). Todos o0s
tratamentos (A. brasiliensis, |. paraguariensis ou Ceftriaxona) foram capazes de reduzir
significativamente os niveis de MDA no coracgéo, figado e pulmao principalmente no tempo de

12 horas apds CLP, comparado aos animais com sepse tratados com salina (Figura 34-A).
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Figura 34: Produgdo de MDA nos 6rgdos dos animais com sepse. Os animais foram divididos nos seguintes
grupos: 1-grupo Sham e os demais tiveram sepse (CLP) e foram pré-tratados com: solugdo salina
0,9% (CLP+salina), Ceftriaxona (20 mg/kg), extrato de A. brasiliensis (135 mg/Kg) ou extrato de 1.
paraguariensis (22,2 mg/Kg). Producdo de MDA nos tecidos (A) 12 horas ap6s a CLP (B) 24 horas
apos a CLP; *p<0,05 comparado ao grupo sham #p<0,05 comparado ao grupo CLP+salina.

5.2.8 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL PELO METODO DE TEAC

5.2.8.1 Capacidade antioxidante total no soro e lavado peritoneal
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Os animais com sepse tratados com salina apresentaram reducdo na capacidade
antioxidante total (TEAC) no lavado peritoneal nos tempos avaliados, mas 0 mesmo né&o foi
observado soro. Todos os tratamentos foram capazes de elevar os niveis de antioxidantes no
tempo de 12 horas apds CLP no lavado peritoneal comparado aos animais com sepse tratados
com salina, no entanto somente o tratamento com A. brasiliensis manteve os niveis aumentados
até 24 horas. No soro, ndo teve alteracdo significativa entre os grupos com 12 horas e com 24
horas os niveis do sham do A. brasiliensis e cairam, enquanto o grupo salina e ceftriaxona
permaneceram elevados. O grupo |. Paraguariensis também apresentou baixa capacidade

antioxidante comparado ao grupo salina com 24 horas ap6s a CLP (Figura 35).
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Figura 35: Capacidade antioxidante total nos sangue e peritdnio de animais com sepse. Os animais foram divididos
nos seguintes grupos: 1-grupo Sham e os demais tiveram sepse (CLP) e foram pré-tratados com:
solucéo salina 0,9% (CLP+salina), Ceftriaxona (20 mg/kg), extrato de A. brasiliensis (135 mg/Kg) ou
extrato de |. paraguariensis (22,2 mg/Kg). Niveis de antioxidantes no lavado peritoneal (A) 12 horas
apos a CLP (B) 24 horas ap6s a CLP; Niveis de antioxidantes no soro (C) 12 horas da CLP; (D) 24
horas da CLP *p<0,05 comparado ao grupo sham #p<0,05 comparado ao grupo CLP+salina.
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5.2.8.2 Capacidade antioxidante total nos 6rgaos

Os animais com sepse e tratados com salina apresentaram niveis reduzidos de
antioxidantes no coracédo e figado, no tempo de 12 horas e baco e pulmdo em 24 horas. Os
tratamentos, principalmente com A. brasiliensis e I. paraguariensis foram capazes de aumentar
0s niveis de antioxidantes na maioria dos 6rgéos (baco, figado e pulmao), principalmente no

tempo de 24 horas comparado ao grupo CLP+salina (Figura 36-B)
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Figura 36: Capacidade antioxidante total nos drgdos de animais com sepse. Os animais foram divididos nos
seguintes grupos: 1-grupo Sham e os demais tiveram sepse (CLP) e foram pré-tratados com: solucéo
salina 0,9% (CLP+salina), Ceftriaxona (20 mg/kg), extrato de A. brasiliensis (135 mg/Kg) ou extrato
de I. paraguariensis (22,2 mg/Kg). Niveis de antioxidantes nos 6rgdos (A) 12 horas apés a CLP (B)
24 horas ap6s a CLP; *p<0,05 comparado ao grupo sham #p<0,05 comparado ao grupo CLP+salina.
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5.2.9 CAPACIDADE FAGOCITICA DOS LEUCOCITOS PERITONEAIS

Os leucdcitos dos animais com sepse tratados com salina e Ceftriaxona apresentaram
atividade fagocitica similar ao grupo sham. Entretanto, os tratamentos com A. brasiliensis e 1.
paraguariensis foram capazes de estimular a capacidade fagocitica comparado aos animais com
sepse tratados com salina. Além disso, o tratamento com |. paraguariensis foi bem mais

eficiente em estimular a fagocitose do que o A. brasiliensis (Figura 37).
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Figura 37: Capacidade Fagocitica ex vivo. Leucécitos provenientes dos animais sham, e dos animais com sepse
pré-tratados com Ceftriaxona (20 mg/kg), com extrato aquoso de A. brasiliensis (135 mg/Kg) e com
extrato aquoso de I. paraguariensis (22,2 mg/Kg) foram removidos apés 24 horas da CLP e incubados
com particulas de Zymosan (5 x 10°) e atividade fagocitica foi avaliada em espectrofotdmetro.*p<0,05
comparado ao controle Sham, #p<0,05 comparado ao grupo CLP+salina e 6p<0.05 comparado ao
grupo ceftriaxona.

5.2.10 LIBERACAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ERO)

Os leucocitos peritoneais de animais com sepse tratados com sepse produziram altos
niveis de ERO mesmo sem a estimulacdo com tBHP comparado aos animais Sham. Todos os
tratamentos (A. brasiliensis, |. paraguariensis ou Ceftriaxona) foram capazes de manter a
producdo de ERO similar aos animais Sham como mostrado na figura 38-A. Quando as células
foram estimuladas com o agente oxidante tBHP, os leucécitos de animais com sepse tratados

com salina produziram altos niveis de ERO similar ao grupo sham, e todos os tratamentos, e
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principalmente o A. brasiliensis e I. paraguariensis, inibiram a producéo de ERO induzida pelo

tBHP (Figura 38-B).
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Figura 38: Liberacdo de ERO dos leucécitos peritoneais dos animais com sepse. Leucdcitos provenientes dos
animais Sham, e dos animais com sepse pré-tratados com Ceftriaxona (20 mg/kg), com extrato aquoso
de A. brasiliensis (135 mg/Kg) e com extrato aquoso de |l. paraguariensis (22,2 mg/Kg) foram
removidos ap0os 24 horas da CLP e incubados ou ndo com tBHP e producédo de ERO foi avaliada por

fluorescencia.*p<0,05 comparado ao controle Sham, #p<0,05 comparado ao grupo CLP+salina.



91

6 DISCUSSAO

Um estudo publicado pelo Instituto Latino Americano de Sepse (ILAS) em 2014, 59,5%
dos pacientes internados (que constam no banco de dados Nacional- cerca de 112 hospitais
publicos e privados) apresentam sepse grave, no periodo de 2005 a 2014, com a taxa de
mortalidade de 31,6% (ILAS, 2014). Evidenciando a importancia da busca de novos farmacos
a partir de produtos naturais, como plantas e cogumelos medicinais, que visem a reverter essa
situacdo que a cada ano agrava.

Em nosso trabalho o método de extracao foi a infusdo, a qual é amplamente utilizada,
além de ser a forma na qual se mais consome mundialmente os produtos naturais (BRAIBANTE
et al. 2014). Foi avaliada a atividade antimicrobiana, antioxidante e imunomoduladora do
cogumelo A. brasiliensis, popularmente conhecido como cogumelo do sol, e do extrato de I.
parguariensis conhecido como erva-mate.

No presente estudo, o cogumelo A. brasiliensis in vitro ndo apresentou atividade
antimicrobiana e nem efeito citotoxico, reduziu a capacidade fagocitica dos macrofagos
peritoneais, reduziu a producdo de NO e mostrou ser antiproliferativo, além disso, teve uma
excelente atividade antioxidante. In vivo, o cogumelo foi capaz de aumentar a sobrevida dos
animais sépticos, diminuiu o influxo de leucdcitos para o sitio inflamatorio, foi capaz de reverter
as alteracGes hematoldgicas, apresentou atividade antimicrobiana, reduziu os niveis de NO,
MDA, além de aumentar a capacidade antioxidantes nestes animais e reduzir a producéo de
ERO.

O |. paraguariensis in vitro apresentou atividade antimicrobiana frente a gram-negativa
e gram-positiva e frente a leucécitos peritoneais teve efeito citotoxico, também aumentou a
capacidade fagocitica dos macrofagos peritoneais, aumentou os niveis de NO e reduziu na
presenca de LPS, teve efeito proliferativo em esplendcitos, e atividade antioxidante. In vivo, o
extrato aumentou a sobrevida dos animais sépticos, aumentou o influxo de mononucleares,
potencializou as alteracBes hematoldgicas dos animais, reduziu a carga bacteriana, diminuiu a
producdo de NO e MDA, aumentou a capacidade antioxidante e reduziu a producdo de ERO.

Segundo a literatura o A. brasiliensis é rico em proteinas, carboidratos e minerais além
de polissacarideo que possuem diversas propriedades medicinas como imunomoduladora
(NAVEGANTES et al. 2013) especialmente em B-glucana (HARDY, 2008). Este polimero,
mostrou ser capaz de ativar os leucdcitos e outras células do sistema imunoldgico, além de
induzir a producdo de mediadores pré-inflamatérios (CHANPUT et al. 2012), capacidade
antitumoral (REN, PERERA e HEMAR, 2012), antioxidante (TOKLU et al. 2006; MOURAO
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et al. 2011), anti-inflamatoria (DORE et al. 2007). Estudos mostram que cogumelos como
Agaricus biosporus, Lactarius rufus (RUTHES et al. 2012) e o Agaricus blazei Murril
(BERNARDSHAW, 2006) elevaram a sobrevida de animais sépticos.

Autores relatam que o I. paraguariensis tem em sua composicao polifendis, xantinas e
derivados do cafeoil, além de vitaminas (KASPARY e VALDUGA, 2008; BOJIC et al. 2013).
Apresenta propriedades antioxidantes, vasodilatadora, efeitos antimutagénicos (BRACESCO
et al. 2011), anti-inflamatoria (SCHUBERT et al. 2007). Com isso, assim como os cogumelos,
também existem estudos na literatura comprovando o efeito de outras plantas medicinais no
tratamento da sepse, tais como Camelia sinensis (SCOPARO et al. 2012), Eugenia uniflora
(RATTMANN et al. 2012) e Corudalis bugeana Turcz (HE et al. 2014).

Inicialmente, avaliou-se a atividade antimicrobiana in vitro dos extratos aquosos de A.
brasiliensis e de |. paraguariensis frente as bactérias S.aureus e E.coli, que sdo importantes
agentes etioldgicos causadores de infeccbes de tecido profundo, bacteremias e sepse, que
apresentam elevada resisténcia aos antimicrobianos disponiveis (POWERS e
WARDENBURG, 2014). Os dados mostraram que 0 extrato aquoso de A. brasiliensis
apresentou fraca atividade antimicrobiana in vitro frente as bactérias testadas, sendo que as
concentragdes capazes de inibir 50% (IC50) das cargas bacterianas foram de 32,20mg/mL para
S.aureus e 121,85mg/mL para E.coli. Nesse sentido, LUND et al. (2009) também avaliaram a
atividade antimicrobiana de diferentes extratos etanolicos de A. brasiliensis (100% de EtOH,
EtOH a 75%, e 50% de EtOH, v / v) frente a Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus.
Neste estudo o extrato etandlico 100% apresentou inibicdo do crescimento bacteriano, com
CIM e CBM entre 87,4 e 444,5mg/mL.

Stojkovic et al. (2014) avaliou a atividade antimicrobiana in vitro dos extratos etanélico
e metandlico de A. brasiliensis frente a S.aureus, Bacillus cereus, Micrococcus flavus, Listeria
monocytogenes, Pseudomonas aeroginosa, Salmonella typhimurium, E.coli e Enterobacter
cloacae. Todos os extratos apresentaram baixa atividade antimicrobiana, sendo que o extrato
etanolico mostrou ser mais eficaz do que o metandlico. Essa diferenca de atividade é explicada
por Mazzutti et al. (2012), em que diferentes técnicas de extracdo e solventes aplicados a A.
brasiliensis leva a diferentes atividades frentes a diversos tipos de bactérias.

Em relacdo ao extrato aquoso de I. paraguariensis, nossos dados mostraram que esta
planta possui propriedades antimicrobianas frente as bactérias gram-positiva (S. aureus) e
gram-negativa (E. coli), com valores de CIM de 1,85 e 3,70 mg/mL, respectivamente. Além

disso, este extrato apresentou agdo bactericida, visto que a razdo entre o CIM e CBM foi inferior
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a quatro para ambas as bactérias, seguindo os critérios de Tetz e Tetz (2015). Estes dados ja
vém sendo mostrado nos altimos anos, em que diversos estudos relataram o potencial
antimicrobiano do extrato de llex paraguariensis frente as bactérias gram-positivas, negativas
e afungos (BIASI et al. 2009). Nesse sentido, Martin et al. (2013) mostraram que tanto o extrato
metandlico como o etandlico de erva-mate apresentou atividade antimicrobiana frente & S.
aureus, L. monocytogenes, S. enteritidis e & E. coli, em diferentes concentra¢fes de 0,78 a
25mg/mL. Outro estudo realizado por BIAISI et al. (2009), em que foi testado o extrato de
folhas e ramos de I. paraguariensis nas concentracfes de 50 e 100mg/mL frente a diferentes
bactérias (E.coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, S.aureus, Staphylococcus
epidermidis). Os dados mostraram que o extrato apresentou atividade antimicrobiana na menor
concentracdo, principalmente contra P.mirabilis, S. aureus, S.epidermidis e C. albicans.
Diferentemente de Burris et al. (2011), em que 0 extrato aquoso de erva-mate, obtido de
diversos lugares, teve atividade antimicrobiana frente a E.coli e S.aureus.

A atividade antimicrobiana de I. paraguariensis tem sido atribuida a diversos fatores.
Kubo et al. (1993) mostraram que extratos de erva-mate apresentaram efeito antimicrobiano
frente a Streptococcus mutans e dez compostos foram identificados com potencial
antimicrobiano: linalol, alfa-ionona, beta-ionona, alfa-terpineol, &cido octanoico, geraniol, 1-
octanol, nerolidol, geranilactenona e eugenol. Além disso, estes extratos mostraram ser rico em
compostos fenolicos, que sdo os principais responsaveis pela atividade antimicrobiana
(MARTIN et al. 2013). Um estudo realizado por Martin (2013), mostrou a relacdo do pH com
a atividade antimicrobiana, no qual o extrato inibiu o crescimento de S. aureus no pH 7 e 8, no
entanto no pH 6 ndo foi mais capaz de inibir o crescimento bacteriano, 0 mesmo aconteceu
quando foi testado frente a L.monocytogenes e S.Enteritidis. Fonseca et al. (2000) também
mostraram que o0 extrato de |. paraguariensis possui efeito genotoxico e mutagénico, com
inducdo lisogénica em bactérias com pontos de mutacdo, o que levaria a morte bacteriana.

Posteriormente, avaliou-se o efeito das diferentes concentragdes dos extratos aquosos
de A. brasiliensis e I. paraguariensis em macrofagos peritoneais murinos. Na citotoxicidade, o
extrato de A. brasiliensis manteve as células viaveis em todas as concentragdes testadas, com
uma concentragdo citotoxica 50% de 581,12 mg/mL. Estes dados foram semelhantes ao estudo
de De Kuo et al. (2002), que mostraram que células polimorfonucleares do sangue periférico
humano incubadas com fragdes de A. brasiliensis em diferentes concentra¢Ges por quatro dias,
manteve as células viaveis.

Outros estudos avaliaram a toxicidade deste cogumelo, Chang et al. (2012), administrou

doses de 0,1 e 10,5 mg/rato diariamente por 28 dias, e observaram que ndao houve alteracdo
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histoldgica e macroscopica significativa nos 6rgdos avaliados. Frente as células tumorais
mesmo em baixas concentragdes, como a 0,33mg/mL apresentando atividade citotoxica
(ORSINE et al. 2013). Esta atividade foi atribuida ao polissacarideo B-glucana, presente em
grande quantidade em A. brasiliensis. (PARK et al. 2003). Além disso, Kobayashi et al. (2005)
mostraram que a B-glucana induz a fosforilagdo de p38MAPK em células de cancer ovariano,
e administracdo de um inibidor da p38MAPK antes do tratamento com o polissacarideo inibiu
este efeito citotoxico. Com isso, estes autores sugeriram que A. brasiliensis pode interagir com
0 p38 MAPK e p53, levando a parada do ciclo G2/M, consequentemente a morte celular. Outro
mecanismo proposto, para a apoptose induzida pelo extrato, € a de que o A. brasiliensis pode
atuar por um mecanismo mitocondrial, mediado por ERO, aumentando a atividade de caspases
(KIM et al. 2011).

Quando testado a viabilidade celular da I. paraguariensis, as concentracdes maiores de
7,41 e 14,83mg/mL reduziram significativamente a viabilidade celular, semelhante a literatura.
Whnuk et al. (2009) testaram a infusdo de mate em cultura de linfécitos, e observou que em altas
concentracdes levou a apoptose e ao aparecimento de microndcleos, confirmando a
citotoxidade e a genotoxidade do extrato. Além disso, 0s autores sugeriram que tal efeito pode
ser devido a presenca da cafeina e xantina, porém os efeitos foram dependentes do tipo celular
e da concentracdo do extrato, assim como a cafeina em concentra¢cdes de 10mM pode induzir
apoptose e a parada do ciclo celular (JANG et al. 2002; GABRIELLI et al. 2007).

Goldenberg (2002), afirma que o uso constante de cha mate foi considerado um fator de
risco para o cancer de orofaringe e oral, assim como diversos estudos epidemiol6gicos
demonstram a relacdo entre a bebida mate com o risco de cancer (WNUK et al. 2009). Além
disso, Leitdo e Braga (1994) e Fonseca et al. (2000) relataram que o extrato de I. paraguariensis
aumentou a frequéncia de aberracdes cromossdmicas em células periféricas humanas.

A partir dos valores encontrados de CCso e ICso foi possivel calcular o indice de
seletividade (1S), sendo considerado significativo um valor 1S maior ou igual a 10 (GALLE et
al. 2013). Este indice possibilita inferir se um extrato € mais seletivo para as células eucarioticas
ou para 0s micro-organismos testados. No presente estudo, o extrato aquoso de A. brasiliensis
apresentou maior seletividade para S.aureus (18,04), e menor para E.coli (4,77), por outro lado
o |. paraguariensis foi menos seletivo tanto para S.aureus (4,57) quanto para E.coli (2,11).

Dessa forma, um extrato deve ser mais seletivo para o agente patogénico haja vista que
0s PMNs e macréfagos tem um papel importante na destruicdo de patogenos. Tais células
migram para o sitio inflamatorio para reconhecer, ingerir e degradar estes micro-organismos,
processo chamado de fagocitose (FREEMAN e GRINSTEIN, 2014). Além disso, estas células
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podem fagocitar particulas, células mortas e detritos ambientais, e também sdo responsaveis
pela apresentacdo de antigenos as células T, com producdo de citocinas e quimiocinas
(UNDERHILL e GOODRIDGE, 2012).

Em in vitro foi avaliado a capacidade fagocitica dos macrofagos na presenca de
diferentes concentragdes dos extratos de A. brasiliensis e I. paraguariensis. Nossos dados
mostraram que o A. brasiliensis reduziu a capacidade fagocitica de macrofagos, enquanto o 1.
paraguariensis aumentou esta capacidade fagocitica. Contrariamente aos nossos dados, outros
estudos mostraram que o A. brasiliensis foi capaz de aumentar a capacidade fagocitica na
presenca de Candida albicans (FUJIMYA et al. 1998; MIYAGAWA, 2013) dependente da
concentracdo (NAVEGANTES et al. 2013).

Nesse sentido, Martins (2008) mostrou que PBMC incubado com o A. brasiliensis
apresentou maior capacidade fagocitica frente a C.albicans, no entanto quando estas células
foram tratadas com anti-TRL2 e anti-TRL-4 houve uma reducdo significativa nesta atividade,
sugerindo que esses receptores podem estar envolvidos na atividade fagocitica induzida pelo
cogumelo. De maneira similar, Snriderle et al. (2013) mostraram que macrofagos peritoneais
estimulados com LPS e tratados com 1->6-B-glucana proveniente de A. brasiliensis
apresentaram reducdo da ativacdo dos macréfagos induzido pelo LPS, sugerindo que o
polissacarideo competiu com o LPS pelo receptor TLR-4. Dessa forma, tais dados explicam 0s
nossos dados, sugerindo que os polissacarideos do cogumelo possam competir com as
particulas de zymosan pelos receptores TLR, tornando possivel a inibicdo da atividade
fagocitica pelo cogumelo. Além dos receptores TRL, também estdo envolvidos no mecanismo
da fagocitose os receptores Fc e Dectina-1, que é um receptor B-glucano, responsavel pelo
reconhecimento da parede celular do zymosan (STUART e EZEKOWITZ, 2005;
UNDERHILL e GOODRIDGE, 2012).

Nas células tratadas com l.paraguariesis, a capacidade fagocitica aumentou
significativamente de maneira dose-dependente. Na literatura ndo ha relatos da atividade
fagocitica do extrato de I. paraguariensis. Entretanto, sabe-se que o I. paraguariensis € rico em
polifendis e varios estudos mostram a acdo imunomoduladora destes compostos (CUEVAS et
al. 2013). Um estudo realizado por Monobe et al. (2010) mostraram que os polifendis,
especificamente o pirogalol, interferiu na atividade fagocitica de macrofagos. O pirogalol pode
ser encontrado a partir da degradacao dos acidos fendlicos durante um tratamento térmico da
erva-mate (VALDUGA,; FINZER; MOSELE, 2003).

Durante a infeccdo na sepse, para restringir os agentes patogénicos pode ocorrer uma

resposta inflamatoria sistémica exacerbada, com producdo de citocinas pré-inflamatorias e
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producdo de espécies reativas, processo conhecido como “burst oxidativo” (ALONSO de
VEGA et al. 2002; CHIA-CHANG et al. 2005). O Oxido nitrico € uma dessas espécies, e
desempenha um papel crucial na defesa do hospedeiro frente a estes micro-organismos. No
entanto o excesso de producdo de NO tem implicado no surgimento de varias doencgas e lesdo
dos drgdos (BEJAMIN et al. 2002).

Macrofagos peritoneais tratados com o extrato aquoso de A. brasiliensis nas primeiras
24 horas, tiveram aumento na producdo de NO em todas as concentracdes testadas. O mesmo
foi observado por Sorimachi et al. (2001), em que mostraram que in vitro os corpos frutifERO
do cogumelo induziram a secre¢do de NO por macro6fagos derivados de ratos. Quando as células
foram estimuladas com o LPS, o A. brasiliensis foi capaz de diminuir os niveis de NO in vitro.
Nesse sentido, Zhu et al. (2011) mostraram que o polissacarideo beta-glucana administrado por
gavagem em ratos foi capaz de reduzir a expressdo da iINOS. Além disso, estudos anteriores do
nosso grupo mostraram que macréfagos peritoneais estimulados com o mitégeno Con A e
tratados com A. brasiliensis também apresentaram reducao dos niveis de NO (NAVEGANTES
etal. 2013).

O extrato de I. paraguariensis, aumentou os niveis de 6xido nitrico em macréfagos
peritoneais. Esta atividade que pode ser atribuida aos polifendis, como a quercetina
(PIGNATELLI et al. 2006), haja vista que ja é relatado na literatura que os polifendis estimulam
a formacao de NO, por meio do aumento da fosforilacdo da enzima NOS (LUNDBERG et al.
2015).

As células quando estimuladas com LPS e tratado com |. paraguariensis, apresentaram
reducdo nos niveis de NO. O mesmo foi relatado por Puangpraphant e Mejia (2009), em que
macréfagos humanos ativados por LPS na presenca do extrato de |. paraguariensis
apresentaram inibicdo da resposta pro-inflamatdria com blogueio da COX-2 e inibicdo do NO
e citocinas pro-inflamatdrias. Outro estudo realizado por Schinella et al. (2005) mostrou que o
extrato aquoso de erva-mate foi capaz de diminuir os niveis de NO em ratos com disfuncéo
cardiaca (SCHINELLA et al. 2005).

No presente estudo, também foi avaliado o efeito proliferativo em esplendcitos murinos.
Os dados mostraram que o tratamento com o cogumelo induziu efeito proliferativo de
esplenocitos. O mesmo foi observado em nossos estudos anteriores (NAVEGANTES et al.
2013) e por Chan et al. (2007). Segundo Hashimoto et al. (2006), o cogumelo A. brasiliensis,
além de polifendis possui polifenol-oxidase e peroxidase, que sdo enzimas que interagem com
os compostos fendlicos originando polifendis polimerizados de alto peso molecular, que seriam

responsaveis por algumas atividades bioldgicas. Nesse contexto, Yamanaka et al. (2012)
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mostraram que esses polifendis polimerizados sdo capazes de induzir a proliferacdo de
esplendcitos murinos.

Por outro lado, alguns estudos mostram que células estimuladas com Con A e tratadas
com A. brasiliensis exibiram efeito antiproliferativo. Tsai et al. (2013) mostraram que 0
cogumelo teve efeito antiproliferativo em mononucleares do sangue periférico humano
estimuladas com fitohemaglutinina. Esse efeito foi observado também em células cancerigenas,
efeito atribuido a beta-glucana e ao Agarol, um ergosterol presente no A. brasiliensis
(TAKAKU et al. 2001; SHIMIZU et al. 2016) devido a parada do ciclo celular (HSIAO et al.
2007).

Os dados mostram que o tratamento com I. paraguariensis em células estimuladas com
0 ConA levou a um efeito antiproliferativo de maneira dose-dependente. Também néo hé relatos
na literatura sobre esta atividade antiproliferativa em esplendcitos, entretanto este efeito foi
relatado frente as células cancerigenas (BOAVENTURA et al. 2015).

Durante a sepse ocorre uma excessiva producéo de radicais livres (CHERIAN et al.
2007), sendo assim foi avaliada a capacidade antioxidante dos extratos aquosos de A.
brasiliensis e I. paraguariensis. Os dados mostram que o extrato de A. brasiliensis apresentou
excelente atividade antioxidante pelo método de ABTS e sequestro de DPPH. De maneira
similar, Carvajal et al. (2012), mostraram a excelente capacidade antioxidante do extrato de A.
brasiliensis, principalmente do corpo de frutificacdo e da massa micelial, através do sequestro
de DPPH, ABTS e a capacidade de quelar Fe™. Além disso, Gan et al. (2013) comprovaram a
atividade antioxidante de compostos fendlicos em extratos etandlicos de A. brasiliensis e a
outros componentes antioxidantes presentes em extratos aquosos deste cogumelo, enquanto que
Mourdo et al. (2011) relataram que B-glucanas sdo as principais responsaveis pela atividade
antioxidante.

Quanto ao extrato de |I. paraguariensis, 0s dados mostraram que este extrato apresentou
notoria atividade antioxidante. Nossos resultados estdo de acordo com a literatura, em que a
atividade antioxidante ja é amplamente relatada em modelo in vitro e in vivo. Nesse contexto,
Gugliucci e Stahl (1995) mostraram a capacidade do extrato de |. paraguariensis em inibir a
oxidacdo da lipoproteina de baixa densidade in vitro. Assim como, Schinella et al. (2000)
mostraram a capacidade deste extrato em inibir a peroxidacgdo lipidica em microssomas de
figados de ratos. A atividade de erva-mate é atribuida principalmente aos compostos fendlicos
(BASTOS et al. 2007).

O excesso de espécies reativas pode oxidar os componentes celulares e inibir as fungdes

fisioldgicas além de dano celular como ja foi mencionado anteriormente (VALKO et al. 2007).
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O método comumente utilizado para detectar essas espécies € 0 DCFH-DA. Este composto é
capaz de penetrar na membrana celular onde o € hidrolisado em DCFH, que por sua vez reage
com ERO gerando DCF, e seu aumento indica presenca de radicais intracelulares (HUANG et
al. 2014). Nosso estudo mostrou que o A. brasiliensis foi capaz de inibir a producdo de ERO
induzida pelo oxidante tBHP. Esses dados estdo de acordo com Huang et al. (2014), em que 0
extrato metandlico de A. brasiliensis inibiu significativamente a liberagcdo de ERO e aumentou
a viabilidade celular comparada as células que somente tiveram dano induzido pelo peréoxido
de hidrogénio. Angeli et al. (2006) mostraram que a B-glucana de A. brasiliensis protegeu os
linfocitos humanos de ERO, impedindo o dano ao DNA. Estes polissacarideos podem atuar na
varredura de radicais superoxido, hidroxila e inibindo a peroxidag&o lipidica (CASTRO et al.
2014).

As células que foram tratadas com o extrato aquoso de |. paraguariensis na presenca do
oxidante, também tiveram uma reducéo significativa da liberacdo de ERO. Tamura et al. (2013)
também mostrou esse efeito ao tratar hepatocitos que sofreram oxidagéo pelo etanol com extrato
de erva-mate, onde estas células apresentaram niveis basais de ERO apds o tratamento. A
literatura mostra que o consumo de erva-mate esta associado a diminuicdo da peroxidacéao
lipidica e aumento da expressdo génica de enzimas antioxidantes (glutationa peroxidase,
superoxido dismutase e catalase) (MATSUMOTO, 2009).

Apos todos os testes in vitro, foi avaliado o efeito dos extratos em modelo de sepse em
murinos induzida pelo método CLP. O CLP, é considerado o modelo padrdo-ouro para a
investigacdo da sepse in vivo, pois se trata de um procedimento simples e se assemelha a
progressao e as caracteristicas da sepse humana (DEJAGER et al. 2011). O CLP em
camundongos reproduz uma série de caracteristicas chave da peritonite bacteriana secundaria
em seres humanos, incluindo a infec¢cdo polimicrobiana, (OZMENT et al. 2012; SIEMPOS et
al. 2014), caracteristicas hemodindmica, com a presenca das fases hiper-inflamatéria e de
imunossupressdo (HOLLENBERG et al. 2001; DOERSCHUG et al. 2004; DEJAGER et al.
2011).

A técnica envolve uma laparotomia mediana no abdome do animal, com a
exteriorizacdo do ceco e a ligadura distal a valvula e posteriormente a perfuracdo da regido
ileocecal. Este processo cria uma perfuracao do intestino com o vazamento dos conteudos fecais
no periténio, o qual estabelece uma infeccdo com uma flora bacteriana mista e fornece uma
fonte inflamatoéria (WICHTERMAN et al. 1980; AYALA et al. 2000; RITTIRSCH et al. 2009).
A gravidade da doenca, tal como avaliada pela mortalidade, podem ser ajustados atraves do

calibre da agulha de puncdo ou o numero de perfuracbes (WICHTERMAN et al, 1980;



99

RITTIRSCH et al. 2009). Dentro de 12 horas, as bactérias serdo detectaveis no peritdnio, e com
24 no sangue e em outros 6rgdos, embora isto possa variar dependendo da severidade do modelo
utilizado (DELANO, 2007).

Apds a inducdo de sepse nos animais, avaliou-se alguns parametros que indicam o
estado geral de satde dos animais, tais como temperatura corporal, peso corporal, consumo de
agua e alimento e atividade dentro da gaiola (NEMZEK et al. 2008; MORAAL et al. 2012;
GRANGER et al. 2013). Os animais com sepse que receberam o tratamento com salina
apresentaram perda significativa de peso corporal e reducdo no consumo de dgua e racdo, com
morte no sexto dia apds a CLP. Segundo Conn (2008) e Bejamim et al. (2000), o modelo de
CLP considerado moderado pode sobreviver até 5 dias apds o procedimento cirdrgico. Siempos
et al. (2014) mostrou que 60% dos animais do modelo CLP moderado morrem até 7 dias apds
0 procedimento.

Durante o processo inflamat6rio da sepse ocorre a ativagao e migracdo leucocitéria do
limen vascular para o sitio inflamatorio, em que os PMNs e 0s mondcitos sdo os principais
componentes da resposta imune inata, e essenciais para a defesa do organismo frente a
patégenos (OCUIN et al. 2011; BOOMER; GREEN; HOTCHKISS, 2014). Nos animais com
sepse e pré-tratados com salina, observou-se migracdo de neutrofilos e mononucleares para o
sitio inflamatorio no peritdnio nas primeiras 12 horas ap6s a CLP com pico de migragdo apos
24 horas. Ocuin et al. (2011) também mostrou que ap6s 12 horas apds a sepse houve
recrutamento de neutrofilos e mondcitos para o periténio na CLP moderada. No modelo de CLP
severo embora ocorra uma estimulacdo exacerbada da resposta imune, ha faléncia da migracéo
celular, principalmente de neutréfilos (MARSHALL, 2005; MARTIN et al. 2010). O mesmo
foi observado por Bejamin et al. (2000) no modelo CLP apds 24 horas do procedimento.

Além da migracdo leucocitaria, durante a sepse ocorre disfuncdo hematoldgica, sendo
uma manifestacdo precoce da sepse grave (GOYETTE; NIGEL; ELY, 2004). Entre as
anormalidades mais comum estd a anemia, que é de origem multifatorial, podendo ser
diagnosticada pela reducdo do numero de eritrocitos, queda do hematocrito ou pela diminuigédo
na concentracdo de hemoglobina (MENDES, 2014). Além disso, ocorre a leucocitose,
trombocitopenia e ativagédo do sistema de coagulagdo (GOYETTE; NIGEL; ELY, 2004).

Em relacdo ao eritrograma, os resultados do presente estudo , ndo foi possivel observar
alteracdo neste parametro, haja vista que os valores permaneceram dentro da referéncia. No
modelo séptico apds 24 horas, 0s animais com sepse apresentaram 6,10 x108/mL de hemacias,
hemoglobina de 10,8 g/dl e hematdcrito de 41%, enquanto que na literatura, os valores de
referéncia de hemacias é de 5.1+0.3x10%mL (REIS et al. 2000; BRANCO et al. 2011). Nesse
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sentido, Xiao et al. (2006) mostraram que apds o quarto dia da inducdo de sepse houve queda
na hemoglobina.

Os animais sépticos pré-tratados com salina apresentaram aumento no numero de
plaquetas, similar a outros estudos como de Ponte et al. (2008) e Reis et al. (2000). A
trombocitose na fase inicial da sepse é uma caracteristica frequente (TAYLOR et al. 2002) O
mesmo foi observado por Taniguchi et al. (1990), que mostraram aumento de plaquetas no
modelo CLP apo6s 16 horas. Segundo Croner et al. (2006), o continuo recrutamento de plaquetas
e leucocitos leva a leucopenia e trombocitopenia, que € observada em modelo CLP severo
(BRUN-BUISSON et al. 1995).

Xiao et al. 2006, observaram leucopenia dentro de 24 horas apdés a CLP, devido a
reducdo de linfécitos, apesar da contagem global de leucdcitos dos animais tratados com salina
se encontrar dentro dos valores normais (2.96+1.22 x 10%mm) (VERCOSA JUNIOR et al.
2004; BRANCO et al. 2011). O grupo sham apresenta os valores de mondcitos e neutrdfilos
dentro dos valores encontrados por Vasconcelos et al. 2007 (=2.00£0.35%) e Ponte et al. 2008
(=27.8+5.2%) respectivamente.

Como ja mencionado anteriormente, 0 modelo CLP é caracterizado pela translocacao
bacteriana, com consequente infec¢do polimicrobiana. Entre as bactérias mais prevalentes e
identificadas neste tipo de modelo estdo as Escherichia coli; Enterococcus faecalis; Proteus
mirabilis; Klebsiela pneumoniae; e Enterobacter aglomerans (NASSIF et al. 2004,
RITTIRSCH, 2009; CUENCA, 2010).

Os camundongos sépticos pré-tratados com salina, apresentaram elevado aumento da
carga bacteriana no lavado peritoneal, soro e nos tecidos coletados nos dois tempos avaliados,
sendo que no sitio inflamatério houve reducdo da carga 24 horas ap6s CLP, que pode ser
justificado pela fagocitose realizada pelos leucdécitos recrutados (XIAO et al. 2006).

Além da fagocitose, os leucdcitos também produzem espécies reativas de nitrogénio,
principalmente o NO pela acéo da enzima iNOS, e junto com seus produtos gerados pela sua
interacdo com outros intermediarios irdo atuar como microbicidas (KAPLAN et al. 1996;
OCUIN et al. 2011). Nos animais com sepse pré-tratados com salina, observou-se aumento da
producdo de NO pelos leucocitos no lavado peritoneal e no soro destes animais.

O aumento da producédo de NO esta associado a ativacdo da iNOS nos leucdcitos tanto
em pacientes com sepse como em modelos de animais sépticos e sua relacdo com a gravidade
da doenga j& estd bem documentada (OCHOA et al. 1991; GOMEZ-JIMENEZ et al. 1995; LIU
et al. 1997; WOLKOW et al. 1998; HOLLENBERG et al. 2000; ANDRADES et al. 2011).

Varios estudos também mostram que 0 aumento excessivo na producdo de 0xido nitrico em



101

animais com sepse grave leva a reducéo da migracéo leucocitaria, principalmente neutréfilos.
Apesar do mecanismo ndo estar ainda lucidado, sabe-se que o NO modula a interagdo dos
leucdcitos com as células endoteliais alterando a adesdo e a transmigracdo de neutréfilos
(BENJAMIN et al. 2000; RIOS-SANTOS et al. 2007; SOUZA et al. 2011). Em nosso dado, no
modelo de sepse moderado, ha baixa quantidade de NO e elevada migragéo de neutrdfilos no
peritonio destes animais com 24 horas. Os efeitos deletérios do NO ja é demonstrado na
literatura, sendo que o NO interage por exemplo com anion superédxido gerando o peroxinitrito
(ONOO"), um agente oxidante responsavel pela peroxidacéo lipidica. Whiteman e Halliwell
(1996) mostraram que a falha na migracdo leucocitaria na sepse severa foi mediada pelo
peroxinitrito. Posteriormente, Clements et al. (2003) mostraram que ao tratar os animais com
um sequestrador de ONOO™ houve um aumentou da migracdo leucocitaria e reduziu a carga
bacteriana na circulacao.

A geracdo controlada desses ERON no espaco extracelular tem como funcdo eliminar
patdgenos. No entanto, o excesso de ERON podem induzir efeitos deletérios como danos no
DNA, perda da funcdo de enzimas, reagir com lipideos das membranas celulares produzindo
peroxidacdo lipidica, resultando em produtos finais como o MDA e outros aldeidos que levam
a morte celular (TUKAMOTO, 2008; PINTO et al. 2012; ALKHARFY et al. 2015;
WEIDINGER e KOZLOV, 2015). Nesse sentido, nos animais com sepse e pré-tratados com
salina, os niveis de MDA estavam elevados no peritdnio, no soro e nos 6rgdos como baco,
coracdo, pulmao e figado dos animais sépticos.

Nesse sentido, a geracdo de ERO no peritdnio dos animais septicos e pré-tratados com
salina foi avaliado pelo método de DCFH-DA, e foi observado um aumento significativo da
geracgdo destas espécies comparado ao controle sham. Nossos dados estdo de acordo com Inada
et al. (2001), em que demonstraram a producao de radicais no sangue e no lavado peritoneal
com 4 e 24 horas apds CLP em ratos, sendo que 4 horas 0s animais apresentaram niveis maiores.
Wang et al. (2014), avaliou em camundongos a gera¢do de ERO, e observaram um aumento
significativo 24 horas apos CLP. Ao avaliar ex vivo a formagéo de ERO na presenca do tBHP
(estimulo), observamos a reducdo na gera¢do comparado ao grupo sem estimulo. Martins et al.
(2003) mostraram que neutrofilos provenientes de pacientes sépticos quando estimulados in
vitro por bactérias ou endotoxinas, irdo apresentar niveis altos de ERO, no entanto pacientes
com sepse proveniente de gram-negativas tiveram reducéo.

A producdo de ERON excessiva nos tecidos estd associado a faléncia mdaltipla de
orgdos. No coracdo, 0 ONOO" seria responsavel pela desnaturacéo proteica, alteracdo no fluxo

de calcio e reducdo da respiracdo mitocondrial e consequente disfuncdo cardiaca, que esta
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presente em 40% dos casos. O mesmo ja foi observado em modelo animal séptico (ISHIDA et
al. 1996; XIE et al. 1998; WANG et al. 1999 e YU et al. 2005; DROSATOS et al. 2015). Além
deste, a apoptose de cardiomidcitos através da ativacdo extrinseca (TNF-o, com ativacdo da
caspase 8) ou por vias intrinsecas (mitocondrial) também é um fator importante na sepse
(IWATA e de CLARO, 2011).

O figado pode ser afetado na sepse, haja vista que possui o sistema hepato-esplénico,
que drena diretamente dentro do figado um ter¢co do fluxo sanguineo, sendo que, quando
presente é indicativo de mau prognostico (ABRAHAM e SINGER 2007; HENKIN et al. 2009).
Segundo Recknagel et al. (2012), a disfuncdo hepatica ocorre frequentemente no inicio da
sepse, como ja foi mostrado em modelo de CLP, que apds uma hora e meia do procedimento ja
é possivel observar a disfuncdo. Assim como nosso estudo, niveis altos de MDA também foram
encontrados em figados de camundongos 16 horas ap6s sepse induzida (DEAR et al. 2006).

O pulmao também é um 6rgédo que é afetado na sepse, independentemente se o foco é
pulmonar ou extrapulmonar (EGGIMANN et al. 2010). Xuefei et al. (2012) mostraram que
pulmdes de ratos apos 6,12 e 24 horas de sepse induzida por CLP, apresentaram altos niveis de
MDA comparado ao controle sham. Os animais apresentavam também alteracGes pro-
inflamatérias com edema pulmonar e infiltracdo de neutréfilos. Zolalim et al. (2015) também
evidenciaram altos niveis de MDA nos pulmdes de ratos sépticos. Segundo Weiland et al.
(1986), a gravidade da lesdo pulmonar esté correlacionada com a migracéo de neutrofilos e o
acumulo de produtos citotdxicos derivado destes no espaco alveolar. Dahl et al. (2007) e
Kliment et al. (2008) afirmam que a producéo de espécies reativas é responsavel pelo aumento
da inflamacéo pulmonar. Constantino et al. (2014) mostrou a associagdo do ONOO™ com a
inflamacéo em pulmdes de ratos com sepse.

Os animais possuem um sistema antioxidante enzimatico e ndo enzimatico que atuam
contra radicais livres e outros oxidantes. A capacidade antioxidante total pode ser avaliada pelo
método do sequestro do radical ABTS+ (KAMBAYASHI et al. 2008; ALARM et al. 2013). Os
animais sépticos e pré-tratados com salina apresentaram baixos niveis da capacidade
antioxidante nos dois tempos apds CLP no lavado peritoneal enquanto que no soro aumentou
apos 24 horas.

Nesse sentido, Chia-Chang et al. (2006) avaliaram a capacidade antioxidante total no
soro de pacientes com sepse grave, observaram o aumento significativo dos niveis de
capacidade antioxidante total nos pacientes sépticos comparado com 0s pacientes saudaveis,
concluindo que os niveis dos antioxidantes no soro dos pacientes estdo relacionados com a

severidade da sepse. Esse resultado pode ser justificado pela produgédo excessiva de espécies
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reativas durante o inicio da sepse pelos leucdécitos ativados (ELEWA et al. 2015). Na sepse, 0
aumento exacerbado de substancias pré-oxidantes pode levar & uma redugdo nos estoques de
antioxidantes, que sdo insuficientes para neutralizar o dano celular provocado por estes radicais.
Por este fato a suplementacdo com antioxidantes torna-se necessaria (CARVALHO et al. 2003;
PETRONILHO et al. 2016).

Ao avaliar a capacidade funcional dos leucdcitos recrutados dos animais pré-tratados
com salina, verificou-se a capacidade fagocitica, a qual ndo foi significativamente alterada
quando comparada ao grupo sham. Hofman et al. (2000) avaliaram o indice fagocitico dos
leucdcitos ex vivo antes e apds a migracao destes atraves das camadas de epitélio intestinal, e
observaram que estes leucdcitos apresentavam indice de fagocitose superior quando comparado
ao indice das células antes do deslocamento. Outro estudo por mostrou que as células de
pacientes com sepse apresentaram atividade fagocitaria superior quando comparada as células
de voluntérios sadios. Além disso, Kauffmann et al. (2006) observaram por meio da fagocitose
de particulas de zymosan por leucécitos de pacientes com sepse, no qual a supressdo da
atividade fagocitaria varia de acordo com a severidade da doenca.

A sepse € tratada comumente com terapia antimicrobiana controlando a infeccéo, além
do uso de terapias de suporte (ANDRADES et al. 2011). Dessa forma, animais sépticos foram
pré-tratados com ceftriaxona (20mg/Kg), considerada um dos antibiéticos mais utilizados em
caso de sepse (OMS, 2008). Posteriormente foi avaliado migracdo leucocitéaria, parametros
hematoldgicos e oxidativos. Os animais pré-tratados com ceftriaxona morreram em até seis dias
apos a CLP e tiveram uma reducéo de peso menor que o grupo salina. Doershcung et al. (2004)
mostraram que os antibioticos foram capazes de aumentar a sobrevida dos animais comparado
ao controle CLP, entretanto ndo foram capazes de evitar a mortalidade dos animais. Segundo
Conn (2008), os antibidticos apenas diminuem a severidade da sepse. Outro estudo realizado
por Tumbull et al. (2003), em que pré trataram 0s animais sépticos com ceftriaxona 12 horas
antes da CLP e depois de 12 horas em 12 horas por sete dias, também observaram aumento da
sobrevida destes animais, especialmente nos camundongos jovens.

Em relacdo a migragdo leucocitéria, pode-se observar que 0s animais com sepse tratados
com ceftriaxona apresentaram aumento de neutréfilos e mononucleares quando comparado ao
grupo tratado com salina, entretanto com 24 horas houve reducéo significativa de neutroéfilos,
retornando a niveis basais. Resultado semelhante foi observado por Gomes et al. (2004), em
gue outros antibiéticos como ciprofloxaciona, clindamicina e imipenem diminuiram o influxo

de neutrofilos para cavidade peritoneal 24 horas ap6s a CLP. Majhi et al. (2014) mostraram que
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a ceftriaxona diminuiu o influxo de PMN para o sitio de inflamacédo no modelo inflamatdrio
testado.

Fatores como a endotoxemia pode resultar na reducdo da capacidade de resposta
quimiotatica dos neutrdfilos, com consequente redugao da capacidade fagocitica ¢ do “burst
oxidative” (REED et al. 2004). Sabe-se que um dos problemas envolvendo a terapia com
antimicrobianos na sepse € a liberagdo de componentes da parede bacteriana durante a lise
destas (LEPPER et al. 2002; ROSA et al. 2004). A ceftriaxona é uma cefalosporina de terceira
geracdo, que age interferindo na sintese dos peptideoglicanos bacterianos apés a ligacdo as
proteinas de ligacdo de beta lactamicos, com consequente inativacdo de um inibidor das
enzimas autoliticas na parede celular levando a lise celular. Estudos mostram que a ceftriaxona
e 0 meropenem sdo antibidticos que tem maior inducdo na liberacdo desses produtos
(STUERTZ et al. 1998; NAU e EIFFERT, 2002; SILVA, et al. 2014).

Os parametros hematoldgicos como nimero de hemécias, hemoglobina, e nimero de
plaquetas dos animais pré-tratados com ceftriaxona se apresentaram dentro dos valores normais
proposto na literatura (REIS et al. 2000; PONTE et al. 2008). No entanto, o hematdcrito dos
animais com sepse tratados com ceftriaxona se apresentou abaixo do valor de referéncia
(BRANCO et al. 2011) comparado aos animais com sepse com salina. Fatores como altos niveis
de mediadores inflamatérios e aumento de espécies reativas de oxigénio podem resultar na
deformidade de hemécias com consequente reducdo da massa eritrocitaria aliada a
hemodiluicao resultando na diminuicdo do hematdcrito, sendo considerado como um marcador
laboratorial da sepse (JOHN et al. 2005; JUNCAL et al. 2011).

O leucograma dos animais apresentou leucocitose devido a linfocitose. Apesar de a
leucocitose inicial da sepse esta intimamente relacionada com a neutrofilia e ndo a linfocitose
(MENDES,2014). Segundo Martinez e Figueiredo (2003), o aumento de linfocitos pode estar
associado a infeccdes por bacilos gram-negativos. Os animais sépticos que foram pré-tratados
com o ceftriaxona ndo apresentaram crescimento bacteriano apds 12 horas de CLP, e tiveram
uma reducéo significativa no bago, porém apos 24 horas teve aumento da carga no soro e no
baco.

O bago tem a capacidade de remover eritrocitos danificados e bactérias presentes no
sangue, tendo um papel fundamental na sepse (PASTERN, 2016). Ding et al. (2004) mostraram
que as células dendriticas imaturas do baco diminuiram ao longo de 24 horas ap6s CLP, a perda
da capacidade das maduras em produzir citocinas como a IL-12, tem como consequéncia a

imunossupressdo e falha no combate da infeccdo. Em casos que a sepse causada por gram-
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negativas, o dano em tecidos como o baco é maior, devido a ativacdo exacerbada das células
presentes no 6rgao pelo LPS (ALTAMURA et al. 2001).

Quanto aos niveis de NO nos animais que foram pré-tratados com o antibiotico, no soro
houve uma reducdo comparada ao grupo salina e no lavado ndo teve diferenca estatistica.
Enquanto que nos 6rgdos apresentou uma reducdo maior com 24 horas ap6s CLP. Majhi et al.
(2014) observaram a reducdo da expressdo da iINOS ap6s o tratamento com ceftriaxona do
modelo infeccdo pulmonar por S.pneumoniae. Quanto a liberacdo de ERO pelos leucdcitos
presentes no lavado peritoneal dos animais que receberam ceftriaxona, observou-se que o
antibiotico manteve a niveis basais e na presenca do oxidante tBHP inibiu a liberacdo de ERON.
Como isso, sugere-se que a ceftriaxona apresenta uma atividade antioxidante.

Ao avaliar a peroxidacao lipidica no lavado e no soro, os animais que foram pré-tratados
com ceftriaxona apresentaram reducdo de MDA, assim como no coracao e o pulmao. Amin et
al. (2014) mostraram que os niveis de MDA reduziram apds 7 dias de tratamento com o
antibidtico nos ratos. No pulméo, os niveis de MDA aumentaram com 24 horas, Doerschung et
al. (2004) verificou que o antibidtico apenas € capaz de retardar a lesdo pulmonar.

Ao avaliar a peroxidacdo lipidica no figado, foi possivel observar um aumento
significativo de MDA apds 24 horas. Resultado que j& foi demonstrado por Chakraborty et al.
(2005) em que observaram que a ceftriaxona induziu peroxidacéo lipidica nos hepatdcitos de
bode 24 horas ap0s o tratamento e Alhumaidha (2014) relatou 0 aumento de MDA nos figados
de ratos wistar apds o tratamento com ceftriaxona com doses de 180mg/Kg. No baco também
foi observado esse aumento, que pode ser justificado pela ativacdo exacerbada dos esplendcitos
com aumento de ERO, levando ao dano além do aumento da carga bacteriana neste 6rgéo
(HURLEY, 1995; ALTAMURA et al. 2001; DALHOFF, 2005)

Ao avaliar a capacidade antioxidante total dos animais pré-tratados com ceftriaxona no
sitio inflamatorio, observou-se aumento de TEAC nas primeiras 12 horas ap6s CLP, porém
houve reducdo com 24 horas. Diversos estudos relatam uma atividade antioxidante do
antibiotico ceftriaxona como o de Yilmaz et al. (2011) que administrou intraperitoneal a
ceftriaxona (200mg/Kg) durante 10 dias em camundongos com estresse induzido e observou o
aumento da glutationa peroxidase e catalase modulando o sistema antioxidante desses animais.
Amin (2014) também relatou que nos animais que foram tratados com ceftriaxona apresentaram
aumentos dos niveis de GSH. Recentemente, Hunssein et al. (2016) mostraram que o tratamento
com ceftriaxona (200mg/Kg) em ratos com inflamacdo, levou ao aumento significativo da
concentracdo de GSH e da atividade da catalase, além de reduzir as concentracdes de MDA no

hipocampo destes animais.



106

A capacidade funcional dos leucocitos provenientes de camundongos que foram pré-
tratados com a ceftriaxona foi semelhante ao grupo sham. O antibidtico pode ter levado a falha
na fagocitose, devido a endotexemia. No entanto, ndo ha estudos recentes sobre a ceftriaxona
alterar a capacidade funcional dos leucdcitos, mas Wenishc (1995) mostrou que 0s pacientes
com sepse severa que fizeram uso de ceftriaxona tiveram a capacidade fagocitica aumentada a
partir do terceiro dia de tratamento. Ekinci et al. (2002) também relataram a capacidade de
macrofagos fagocitar Salmonella typhi in vitro na presenca de ceftriaxona.

Os animais com sepse que foram pré-tratados com A. brasiliensis (135 mg/Kg)
apresentaram uma sobrevida de 100%, e recuperaram o peso corporal a partir do 4° dia. Nesse
sentido, Bernardshaw et al. (2006), administraram o cogumelo do sol em camundongos
BALB/c um dia antes da inducdo da peritonite letal e observaram que a taxa de sobrevida
aumentou significativamente em comparagdo aos animais que receberam pré-tratamento com
PBS, mostrando a eficacia do cogumelo quando administrado profilaticamente. Hetland et al.
(2013) também observou o aumento da sobrevida quando o cogumelo é administrado 24 horas
antes da peritonite polimicrobiana.

Quanto a migracéo leucocitaria, o tratamento com A. brasiliensis nos animais com sepse
inibiu a migracdo leucocitaria no lavado peritoneal induzida pela infecgdo bacteriana. O mesmo
efeito foi observado por Mourdo et al. (2011), que fez a administracdo do extrato do cogumelo
por 18 dias por gavagem em ratos wistar, e obteve como resultado a alteracdo da capacidade de
migracdo de leucdcitos para o foco da lesdo induzida por carregenina. Outro estudo realizado
por Padilha et al. (2009) mostraram que o tratamento com extrato aquoso de A. blazei, foi capaz
de regular a migracéo leucocitaria assim como a liberacédo dos fatores quimiotaticos mostrando
seu efeito imunomodulador e anti-inflamat6rio em diferentes modelos de inflamacéo aguda e
cronica.

O fato de o A. brasiliensis reduzir a migracdo leucocitaria, pode ser importante durante
a fase inicial da sepse, haja vista que inicialmente a resposta pré-inflamatéria € dominante, e 0
excesso de infiltracdo de neutrofilos pode levar a producdo exacerbada de mediadores pro-
inflamatdrios, tais como citocinas, ERO e enzimas lisossomais, como a mieloperoxidase. Estes
mediadores podem alterar a homeostase, contribuindo para o dano celular e a falha de multiplos
Orgdos. Essa desregulacdo leva a “imunoparalisia”, com a apoptose das células T e células
dendriticas, alteracdo funcional de mondcitos e reducdo do recrutamento de neutrofilos para o
sitio da inflamac&o aumentando o risco de infec¢Ges secundarias (LANDRY & OLIVER, 2001,
MENDES, 2014; LASZLO, 2015)
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O tratamento com A. brasiliensis reverteu os pardmetros hematoldgicos induzidos pela
sepse, retornando aos niveis normais, de acordo com os valores de referéncia relatados por
Restell et al. (2014) e Vercosa et al. (2004) para camundongos swiss. Como foi observado
anteriormente, o A.brasilensis ndo apresentou atividade antimicrobiana in vitro nas
concentrag0es testadas. No entanto, o tratamento com cogumelo apresentou redugdo da carga
bacteriana no sitio inflamatorio comparado ao grupo pré-tratado com salina, sendo que com 24
horas ap0s ndo foi possivel detectar a presenca de bactéria.

Alguns estudos mostram a acao antimicrobiana indireta do A. brasiliensis de acordo
com Hetland et al. (2013) o tratamento com o cogumelo reduziu significativamente a contagem
das colbnias bacterianas no sitio inflamatério em modelo de peritonite polimicrobiana.
Bernardshaw et al. (2006), pré-trataram animais sépticos com o cogumelo e mostraram também
a reducdo significativa da carga bacteriana. Segundo Lima et al. (2016), o mecanismo pelo qual
0 cogumelo tem acdo antimicrobiana in vivo e ndo in vitro se deve a interacdo das substancias
bioativas como o polissacarideo glucana que tem a capacidade de aumentar a atividade
antimicrobiana de células mononucleares e polimorfomonucleares, intensificando a atividade
funcional (Vannucci et al. 2013). A quantidade desses componentes bioativos irdo variar de
acordo com as condic¢des de cultivo (solo, clima entre outros), extracdo (tipo de solvente e a
metodologia) e o procedimento de armazenamento (DAI et al. 2010, LIM et al. 2012 e
MONTOYA et al. 2013). Tryggestad et al. (2013) sugerem que o cogumelo atua na ativacao de
NF-kB através de TLR-2. Além disso, Sokovic et al. (2014) sugerem que o cogumelo pode
levar a inducdo de “quorum sense”, formacdo do biofilme e na motilidade da Pseudomonas
aeruginosa de forma mais eficaz que a streptomicina e ampicilina.

O extrato de A. brasiliensis elevou os niveis de NO no sitio inflamatorio nos dois tempos
avaliados, enquanto que no soro teve reducdo dos niveis de NO. Ao avaliar nos 6rgaos,
observou-se a reducdo 12 e 24 horas apds CLP, com excecdo do baco em que teve aumento
com 24 horas ap6s CLP. Como mostrado in vitro, estudos anteriores mostraram a capacidade
do A. brasiliensis em estimular a secre¢cdo de NO e H20. por macrofagos a fim de destruir os
patégenos. Com isso, o cogumelo ndo atua diretamente na bactéria, como ja foi mostrado in
vitro em nosso estudo, e sim por meio da modulagéo do sistema imune por componentes como
beta-glucanos presentes no cogumelo (OHNO et al. 1996; SORIMACHI et al. 2001; SHIMIZU
et al. 2002; BIEDRON et al. 2012; VANNUCCI et al. 2013).

Entretanto, o cogumelo também é capaz de agir como anti-inflamatério inibindo a
producdo de NO, prostaglandinas e citocinas pro-inflamatérias (CARVALHO et al. 2001). O

mesmo foi observado por Yurkiv et al. (2015), que administraram por via oral o cogumelo em
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ratos diabéticos e observaram a diminuicdo da atividade da enzima NOS. Borys et al. (2015),
também relataram a reducdo da atividade da enzima NOS apds a administracdo oral do
cogumelo na concentracdo de 1g/Kg nos ratos.

Sabe-se que 0 excesso de espécies reativas podem levar ao dano celular, com isso, 0s
leucdcitos provenientes dos animais com sepse pré-tratados com A. brasiliensis apresentaram
reducdo das ERO intracelular. Quando avaliado ex vivo na presenca de um oxidante (tBHP) os
niveis também de ERO reduziram significativamente comparado ao grupo sham. Este resultado
é semelhante ao in vitro também foi observado por Huang et al. (2014) que observou que o A.
brasiliensis reduz a liberacéo de ERO induzida por H20.. Tal atividade antioxidante é atribuida
ao ergosterol e a beta-D-glucanas (BROWN et al. 2001; MOURAO et al. 2011) Estudos in vivo,
como de Johnson et al. (2012), mostraram que voluntarios saudaveis que fizeram a ingestdo do
cogumelo apresentaram reducdo de ERO, principalmente dos ions superdxido.

Nesse estudo também foi observado que o A. brasiliensis atuou como protetor, em que
foi capaz de reduzir os niveis de MDA no sitio inflamatdrio e no soro. Outros estudos também
mostraram esse efeito, como o realizado por Zhang et al. (2010) que administrou 100mg/kg por
gavagem de A. brasiliensis em ratos wistar, por 10 semanas e posteriormente induziu isquemia
miocardica, e observou que o cogumelo reduziu significativamente os niveis de MDA nos ratos
(ZHANG et al. 2010). Outro estudo realizado por Sa-Nkanishi (2014) em dois grupos de ratos,
um receberam vérias doses de 200mg/kg por 21 dias e outro em dose Unica. Observaram a
reducdo dos niveis de MDA sendo o melhor resultado no tratamento Unico.

Neste estudo os niveis de antioxidantes estavam elevados no lavado peritoneal nos dois
tempos e nos 6rgdos com 24 horas apdés CLP. Comprovando sua atividade antioxidante que
também foi observada in vitro. Nossos resultados corroboram com Thomaz et al. (2014) em
gue administraram A. brasiliensis em hamsters por via oral, por 40 dias, e observaram que 0s
animais gque receberam o cogumelo apresentaram um aumento significativo da concentracédo de
antioxidantes no plasma.

Quando avaliada a capacidade fagocitica dos macrofagos peritoneais provenientes dos
camundongos pré-tratados com o cogumelo, o resultado foi semelhante ao in vitro, no qual ndo
houve alteracdo da fagocitose na concentracdo testada em comparagdo ao controle salina.
Diferente do estudo realizado por Ishii et al. (2011) com camundongos swiss, pré-tratados e
tratados com doses continuas de 20mg/kg do cogumelo, foi observado o aumento da capacidade
fagocitica dos macrdéfagos esplénicos destes animais. Martins et al. (2008) mostrou 0 aumento

da fagocitose por macréfagos residentes frente a C.albicans.
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Os camundongos sépticos que foram pré-tratados com extrato aquoso de |I.
paraguariensis apresentaram uma sobrevida de 50% até o décimo sexto dia, assim como foi
observado uma recuperacdo do peso corporal a partir do 4° dia assim como no grupo do A.
brasiliensis. O processo de infusdo da erva-mate é capaz de extrair metabolitos primarios e
secundarios, tais como os polissacarideos como o ramnogalacturonana. Um estudo realizado
por Dartora et al. (2013) relatou aumento da sobrevida dos animais com sepse induzida por
CLP que foram tratados com o ramnogalacturonana extraido do I. paraguariensis por via oral.

Ao avaliar a migracdo leucocitaria, o . paraguariensis se mostrou 0 oposto do A.
brasiliensis, pois 0 extrato de erva mate aumentou a migracdo de neutrofilos e de
mononucleares a partir de 12 horas apds CLP. Em contraste, Schinella et al. (2014) mostraram
o efeito anti-inflamatoério do extrato de erva-mate em trés modelos de inflamagéo in vivo, e
observaram a supressdo do infiltrado de neutrofilos em todos os casos. Luz et al. (2016)
mostraram que diferentes fragdes de I. paraguariensis diminuiram a migragdo leucocitaria na
pleura em modelos murinos tratados com o extrato do vegetal. Dartora et al. (2013) também
avaliou a migracao de neutrofilos através do ensaio de MPO, e observaram a reducéo do influxo
destas células. Outro estudo realizado por Lanzetti et al. (2008) relatou que 0 nimero e a
atividade de macréfagos reduziram significativamente ap6s o tratamento de camundongos com
0 extrato de I. paraguariensis.

Os animais que foram pré-tratados com |. paraguariensis apresentaram uma reducao
significativa nos parametros hematoldgicos como o ndmero de hemacias, hemoglobina,
hematocrito e plaguetas comparado ao grupo sham (RESTELL et al. 2014). Durante a sepse, a
anemia pode ser resultado de perdas sanguineas, diminuicdo na hematopoese ou hemolise, que
pode ser diagnosticada pela diminuicdo de eritrécitos ou queda do hematdcrito e de
hemoglobina. Dessa forma, niveis baixos do hematdcrito e hemoglobina estdo relacionados ao
mal prognostico dos pacientes com sepse, resultando na diminuicdo do transporte de oxigénio
(JUNCAL et al. 2011; COSTA et al. 2014).

Outro fator que reduz o hematdcrito, hemécias e hemoglobina é a hemodiluicdo com
reducdo da viscosidade do sangue (MOH et al. 2014). Yu et al. (2015) administraram por 6
semanas erva-mate em voluntarios saudaveis e observaram a diminuigdo da viscosidade do
sangue com aumento do fluxo sanguineo. Além disso, Braga et al. (2013) mostraram que o
extrato aquoso de I. paraguariensis altera a morfologia das hemacias independente das doses
testadas (12,5; 50 e 200 mg/mL) e inibe a coagulagéo induzida por trombina (BERGER et al.
2012), mas ndo resulta em hemolise (PERALTA et al. 2013)
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O leucograma dos animais sépticos pre-tratados com erva-mate, apresentou leucocitose
por neutrofilia alem de linfocitopenia. Fonseca et al. (2000) relataram que o extrato de erva-
mate pode produzir alteracdes cromossémicas em linfocitos humanos. Oberholzer et al. (2001)
afirma que a depressdo imune resultante da perda de linfécitos pode ser o fator chave para a
reducdo da sobrevida da sepse em murinos (PABLO et al. 2014)

O extrato |. paraguariensis apresentou excelente atividade antimicrobiana in vitro,
porém in vivo, 0S animais com sepse pré-tratados com o extrato no sitio inflamatorio
apresentaram elevada carga bacteriana comparado ao grupo tratado com salina apds 12 horas
apos CLP, sendo que com 24 horas foi possivel detectar elevada carga bacteriana na maioria
dos tecidos avaliados. Gonzalez-Gil et al. (2014) também relataram que in vivo a erva-mate ndo
apresentou acao antimicrobiana frente a Salmonella enteritidis, enquanto que in vitro
apresentou elevada atividade antimicrobiana.

Quanto a producdo de NO, os animais sépticos que foram pré-tratados com extrato
aquoso de I. paraguariensis, no soro tiveram aumento da producdo de NO, resultado semelhante
ao encontrado in vitro em nosso estudo. Estudos mostram a capacidade do extrato de |I.
paraguariensis de aumentar os niveis de NO endotelial (BAISHC et al. 1998). Gao et al. (2013)
também relataram o aumento de NO no sangue de ratos com dieta hiperlipidémica.

No sitio inflamatério e nos tecidos, observa-se que o tratamento com |. paraguariensis
levou uma reducdo de NO nos tempos avaliados. O mesmo efeito foi observado in vitro na
presenca de LPS. Nossos dados corroboram com Dartora et al. (2013) que mostraram que 0
polissacarideo ramnogalacturonana proveniente de |. paraguariensis reduziu os niveis de
iINOS, sendo que na concentracdo de 10mg/Kg foi capaz de chegar a niveis basais. Segundo
Puangpraphant e Mejia (2009), a interacdo dos componentes primarios, as saponinas e a
guercetina presentes na erva-mate seriam responsaveis pela reducdo de NO.

Em relacdo a liberacdo de ERO, os camundongos sépticos pré-tratados com o extrato de
erva-mate apresentam niveis de ERO nos leucdcitos semelhantes ao grupo sham, e na presenga
do tBHP, o I. paraguariensis também foi capaz de inibir a liberagdo de ERO induzida pelo
estimulo, confirmando a atividade antioxidante de I. paraguariensis. Nesse sentido, 0s
compostos presentes na erva-mate sdo capazes de atuar como doadores de hidrogénio ou
supressores de oxigénio singleto, reduzindo a geracdo de especies reativas (BRANCO et al.
2013).

Nossos resultados também mostraram que o grupo pré-tratado com I. paraguariensis
apresentaram niveis reduzidos de MDA no soro e no lavado peritoneal. Nos 6rgdos, esse efeito

foi melhor observado no coracao, figado e pulméo com 12 horas ap6s CLP. Estudos mostram
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que o extrato de I. paraguariensis é capaz de proteger hemacias e 6rgaos contra a peroxidagdo
lipidica quando incubadas com H.O., devido sua atividade antioxidante (MATSUMOTO et al.
2009; PERALTA etal. 2013). Bracesco et al. (2003) e Miranda et al. (2008) também mostraram
que o consumo do cha de erva-mate protegeu os hepatdcitos de camundongos swiss do dano
induzido por perdxido de hidrogénio, em que a atividade é atribuida ao &cido clorogénico, rutina
e quercetina encontradas nessa planta.

A capacidade antioxidante total do extrato |. paraguariensis in vitro foi excelente
comparado ao padrdo Acido galico, e o tratamento dos animais com sepse com |.
paraguariensis levou a um aumento dos niveis de antioxidantes no lavado peritoneal e no baco,
e com 24 horas apds CLP esse efeito foi melhor observado no figado e pulmé&o. Filip et al.
(2000) e Matsumoto et al. (2009) afirmaram que o uso de I. paraguariensis por infusdo mantém
as propriedades antioxidantes e o consumo regular pode melhorar as defesas antioxidantes
combatendo o estresse oxidativo.

As células provenientes do lavado peritoneal dos animais sépticos pré-tratados com 1.
paraguariensis apresentaram aumento significativo da capacidade de fagocitar particulas de
zymosan, que foi mais eficiente que o cogumelo A. brasiliensis. O extrato de I. paraguariensis

apresentou 0 mesmo resultado in vitro como ja discutido anteriormente.
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7 CONCLUSAO

No presente estudo avaliamos a atividade antimicrobiana, antioxidante e

imunomoduladora dos extratos aquosos de A. brasiliensis e I. paraguariensis in vitro e in vivo.

Nos ensaios in vitro

¢ Quanto a avaliacdo da atividade antimicrobiana e citotoxicidade in vitro, o A. brasiliensis
ndo mostrou atividade antimicrobiana e nem efeito citotoxico, enquanto que o I. paraguariensis
apresentou elevada atividade antimicrobiana frente as bactérias testadas, principalmente as
gram-positivas, assim como efeito citotdxico.

e O cogumelo A. brasiliensis reduziu a capacidade fagocitica dos macrofagos peritoneais,
enquanto que o extrato de I. paraguariensis estimulou esta capacidade in vitro.

e Quanto a producdo de NO in vitro, as células que foram tratadas com o cogumelo e com |I.
paraguariensis apresentaram aumento dos niveis de NO, sendo que na presenca do LPS, ambos
extratos reduziram os niveis de NO, atuando como anti-inflamatorio.

e Os esplendcitos na presenca somente de A. brasiliensis ou I. paraguariensis apresentaram
efeito proliferativo, entretanto na presenca do mitogeno ConA, o A. brasiliensis e a maior
concentracdo de I. paraguariensis tiveram efeito antiproliferativo.

e Os extratos aquosos de A. brasiliensis e |. paraguariensis apresentaram forte atividade

antioxidante e capacidade de sequestro de radicais in vitro.

No modelo de sepse in vivo

e Os animais com sepse tiveram diminui¢do na sobrevida, e os tratamentos destes animais
com A. brasiliensis e I. paraguariensis elevou a sobrevida.

e A sepse induziu aumento de neutréfilos e mononucleares, e o tratamento com A.
brasiliensis reduziu o influxo de neutréfilos e mononucleares, enquanto o I. paraguariensis
induziu influxo de mononucleares.

e Os animais com sepse apresentaram aumento de plaquetas e linfocitopenia. O tratamento
com A. brasiliensis conseguiu reverter as alteragdes induzidas pela sepse, retornando aos niveis

normais. Entretanto, o tratamento com |I. paraguariensis potencializou as alteracfes
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hematoldgicas induzidas pela sepse caracterizando a piora do quadro clinico, com consequente
reducdo de hemécias, hemoglobina, hematdcrito e plaquetopenia, e linfocitopenia.
e Os animais com sepse apresentaram elevada carga bacteriana no lavado peritoneal, soro e
em todos os tecidos coletados, caracterizando uma infecgdo polimicrobiana. Os tratamentos
destes animais com A. brasiliensis e |. paraguariensis diminuiu a carga bacteriana nos tecidos
avaliados.
e A sepse induziu elevada producdo de NO e MDA no soro, no lavado peritoneal e 6rgaos
avaliados. Os tratamentos destes animais com A. brasiliensis e I. paraguariensis diminuiram a
producdo de NO, MDA e elevados niveis de antioxidantes nos tecidos avaliados.
e Os animais com sepse apresentaram aumento da liberacdo de ERO pelas células
peritoneais, e os tratamentos com A. brasiliensis e I. paraguariensis diminuiram a producao de
ERO.

Apesar de ambos extratos apresentarem excelente resultados in vitro, o extrato aquoso de
A. brasiliensis mostrou ser mais promissor que o extrato de I. paraguariensis como uma terapia
adjuvante na sepse, devido sua elevada atividade antimicrobiana, antioxidante e anti-

inflamatéria in vivo.
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