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RESUMO

A sepse é definida como uma disfungéo orgénica potencialmente fatal causada por uma
resposta imune desregulada do hospedeiro a uma infeccdo. Durante a sepse ocorre a
desregulacdo da resposta do hospedeiro com a liberacdo excessiva de mediadores pro-
inflamatorios, geracdo de espécies reativas com deplecdo das defesas antioxidantes e dano
celular. Com isso o paciente desenvolve disfuncdo organica. Nesse contexto, nosso grupo
propGem que a Fracao lipidica de A.brasiliensis (FLAb) como uma possivel terapia da sepse
considerando sua atividade imunomoduladora e antioxidante sistémica do em modelo de sepse
murino. Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade da FLAD isolada
in vitro e avaliar o efeito do tratamento com FLAb isolada ou associada ao antibidtico
ertapenem (F-ERTA) nos parametros da coagulacdo, antioxidante e imunomodulador no
modelo de sepse letal em murino. Para isso, a FLAb foi fornecido gentilmente pela Dr. Herta
Dalla-Santa da UNICENTRO. No presente estudo foi avaliado a capacidade antioxidante de
diferentes concentracdes de FLAD (1,25 e 5 ug/mL) e em linhagem de macréfagos RAW 264.7-
Luc foi avaliado a citotoxicidade, capacidade fagocitica, 6xido nitrico, atividade da NF-«xB e
citocinas TNF-a ¢ IL-6. Em modelo de sepse CLP em Mus musculus de linhagem swiss foi
avaliado a sobrevida por 7 dias dos grupos CLP+Sal (0,9%), CLP+FLAb (0,2mg/Kg), CLP+F-
erta (0,2mg/Kg; 30mg/Kg). Para avaliagdo dos pardmetros na coagulacdo, antioxidante e
imunomodulador, os camundongos foram tratados por 6 ou 24h apés CLP. In vitro, a FLAb
mostro atividade antioxidante e anti-inflamatéria em ambas concentrac@es. In vivo, 0 animais
CLP+Sal vieram a 6bito dentro dentro de no maximo 48 horas enquanto os grupos tratados com
FLAD e F-Erta sobreviveram os 7 dias. Durante esse periodo foi avaliado parametros clinicos
destes animais, 0s animais sépticos tratados com salina apresentaram piloere¢do, com nivel de
consciéncia pouco ativo e na maior parte do tempo apresentaram-se parados na gaiola, alguns
destes apresentaram secrecdo ocular. Além disso, 0s animais tratados com salina apresentaram
perda de peso significativa, redugdo no consumo de adgua e racao resultando no obito. Os grupos
FLADb e F-ERTA apresentaram-se ativos, com a aparéncia normal, com respiracao e batimentos
cardiacos normais além de consumirem &gua e racdo dentro do normal. No sitio inflamatério,
cavidade peritoneal o tratamento com a FLAb apresentou efeito anti-inflamatdrio, diminuiu as
especies reativas de oxigénio (ERO) e aumentou a atividade antioxidante GSH e protegeu do
dano celular, mantendo o recrutamento de neutréfilos e os niveis de 6xido nitrico (NO),
reduzindo a carga bacteriana. Nos parametros da coagulacdo (plaquetograma, tp e ttpa), o
tratamento com a FLAb e F-Erta eliminou a carga bacteriana protegeu os animais do dano



tecidual. No figado, 6 horas ap6s CLP o tratamento com a FLADb e F-ERTA foi observado nos
parametros bioquimicos efeito protetor, além disso, apresentou atividade imunomoduladora,
antimicrobiana e antioxidante evitando o dano hepatico. Nos parametros avaliados no coracao,
o tratamento com a FLAb e F-ERTA apds CLP protegeu os animais do dano cardiaco através
da atividade imunomoduladora, antimicrobiana e antioxidante. Nesse sentido, a FLAb isolada
mostrou ser promissora como tratamento e/ou coadjuvante na sepse além de evitar a disfuncéo

organica dos animais sépticos.

Palavras-chave: Sepse, Agaricus brasiliensis, disfuncdo orgénica, antioxidante e

imunomodulador.



ABSTRACT

Sepsis is defined as a potentially fatal organ dysfunction caused by a dysregulated host immune
response to an infection. During sepsis, dysregulation of the host response occurs with the
excessive release of pro-inflammatory mediators, generation of reactive species with depletion
of antioxidant defenses and cellular damage. As a result, the patient develops organ
dysfunction. In this context, our group proposes the A.brasiliensis Lipid Fraction (FLAD) as a
possible therapy for sepsis considering its immunomodulatory and systemic antioxidant activity
in a murine sepsis model. Thus, the present study aimed to evaluate the activity of FLAb
isolated in vitro and to evaluate the effect of treatment with FLAD alone or associated with the
antibiotic ertapenem (F-Erta) on coagulation, antioxidant and immunomodulatory parameters
in the lethal sepsis model in murine. For this, FLAb was kindly provided by Dr. Herta Dalla-
Santa from UNICENTRO. In the present study, the antioxidant capacity of different
concentrations of FLAb (1.25 and 5 pg/mL) was evaluated and in a RAW 264.7-Luc
macrophage cell line, cytotoxicity, phagocytic capacity, nitric oxide, NF-xB activity and
cytokines TNF-a and IL-6 were evaluated.The survival rates were analyzed 7 days in a model
of CLP sepsis in swiss albino mice (Mus musculus), and treated with CLP+Salt (0.9%),
CLP+FLAb (0.2mg/Kg), CLP+F-erta (0.2mg) /Kg; 30mg/Kg). For evaluation of on
coagulation, antioxidant and immunomodulatory parameters, the mice were treated by 6 and/or
24h after CLP. In vitro, FLAb show antioxidant and anti-inflammatory activity in both
concentrations. In vivo, all CLP+Salt animals died within a maximum of 48 hours while the
FLADb and F-Erta treated groups survived the 7 days. During this period, clinical parameters of
these animals were evaluated, the septic animals treated with saline showed piloerection, with
little active level of consciousness and most of the time they were stopped in the cage, some of
them had ocular secretion. In addition, animals treated with saline showed significant weight
loss, reduced water and feed consumption resulting in death. The FLAb and F-Erta groups were
active, with normal appearance, with normal breathing and heart rate, in addition to consuming
water and food within normal limits. In the inflammatory site, peritoneal cavity, the treatment
with FLAD showed an anti-inflammatory effect, decreased reactive oxygen species (ROS) and
increased GSH antioxidant activity and protected from cell damage, maintaining neutrophil
recruitment and nitric oxide levels (NO), reducing the bacterial load. Regarding coagulation
parameters (platelet count, tp and ttpa), treatment with FLADb and F-Erta eliminated the bacterial

load and protected the animals from tissue damage. In the liver, 6 hours after CLP the treatment



with FLAb and F-ERTA was observed in the biochemical parameters protective effect, in
addition, it presented immunomodulatory, antimicrobial and antioxidant activity preventing
liver damage. In the parameters evaluated in the heart, the treatment with FLAb and F-ERTA
after CLP protected the animals from cardiac damage through immunomodulatory,
antimicrobial and antioxidant activity. In this sense, FLAD alone showed promise as a treatment

and/or adjunct in sepsis, in addition to preventing organic dysfunction in septic animals.

Keywords: Sepsis, Agaricus brasiliensis, organic dysfunction, antioxidant and
immunomodulator.
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1. INTRODUCAO

A sepse € uma disfungdo organica potencialmente fatal causada por uma resposta imune

desregulada do hospedeiro & uma infeccio (SEYMOUR et al., 2016). E caracterizada
clinicamente como a suspeita ou a documentacdo de uma infec¢do associado a 2 pontos ou mais
no escore da avaliacdo sequencial de faléncia organica - “Sequential Organ Failure Assesment”
(SOFA) e para pacientes internado em Unidade de Terapia Intensiva (UTI) o minimo de 2
pontos no SOFA. A sepse é considerada como a maior causa de internacdo em UTI adulto e
infantil e com taxa de mortalidade cerca de 55,7% (RUDD et al., 2020).
A patogénese da sepse consiste na desregulacdo sistémica da resposta do hospedeiro com a
liberagdo excessiva de mediadores pré-inflamatérios como as citocinas Fator de Necrose
Tumoral alfa (TNF-a) e Interleucina 1 (IL-1), dano mitocondrial, excesso da geracdo de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERONS) com deplecdo das defesas antioxidantes,
coagulopatia, disfuncdo neuroendocrina, entre outros processos fisiopatologicos (HUANG;
CAl; SU, 2019). A desregulacéo da resposta do individuo associada a fatores como sitio da
infeccdo, severidade, bem como a demora no diagndstico e tratamento do paciente pode evoluir
para a sindrome da disfuncdo de mdaltiplos 6rgaos (MODS). A MODS é definida como uma
sindrome clinica caracterizada pelo desenvolvimento de disfuncédo fisiol6gica progressiva e
potencialmente reversivel em dois ou mais 6rgdo ou sistema de 6rgdo (ZIESMANN;
MARSHALL, 2018).

De acordo com (JOFFRE et al., 2020), a disfuncéo nas células endoteliais é considerada
um fator chave no desenvolvimento da disfuncdo microvascular e na progressdao da MODS. A
disfuncdo microvascular é definida como qualquer dano nos componentes celulares
microvascular, incluindo células endoteliais, musculo liso, células sanguineas circulantes, que
tem como consequéncia estagnacao do fluxo sanguineo, lesdo de células parenquimatosas com
a disfungdo mitocondrial e coagulopatia (INCE; DE BACKER; MAYEUX, 2020). Outra
disfuncdo importante € a disfuncao hepatica, pois esta presente em cerca de 39,9% dos pacientes
sépticos e a mortalidade é de 68% comparado com as demais. Como consequéncia, observa-se
um nivel de bilirrubina total superior a 2mg/dL, nivel de fosfatase alcalina (FA) ou
concentracdo sérica de alanina transaminase (ALT) duas vezes superior valor normal e o tempo
de protrombina (TP) 1,5 vezes superior ao controle e € considerado um forte preditor de
mortalidade (WOZNICA etal., 2018; ZIESMANN; MARSHALL, 2018).

De acordo com (WEISS et al., 2020), o protocolo de manejo de pacientes com disfungédo

organica esta relacionado ao reconhecimento da infeccdo, hemodindmica, ventilacdo do
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paciente bem como terapias enddcrinas e metabdlicas dentro das primeiras 48 horas. Além
disso, faz-se necessario o uso de terapias adjuvantes como o0 uso de antioxidantes tais como
selénio, vitamina C e N-acetilcisteina (MANTZARLIS; TSOLAKI; ZAKYNTHINQOS, 2017;
WEISS et al., 2020), imunossupressores ou imunoestimulantes tais como anti-PD-(L)1 ou anti-
TNF-a, de acordo com a fase clinica de hiperinflamatdria ou imunossupressdo do paciente
séptico (PETERS VAN TON et al., 2018). Além dos micronutrientes selénio e vitamina C, o
uso de outros nutracéuticos com propriedades imunomoduladoras e antioxidantes tais como
Rhodiola rosea L, Agaricus brasiliensis e mirecetina, tem-se mostrado promissor tanto em
modelos experimentais como na clinica com a redugdo do estresse oxidativo, aumento da
eficiéncia dos antimicrobianos, aumentando a imunidade do paciente e sua resposta no
tratamento, reduzindo a morbidade (NAVEGANTES-LIMA et al., 2020a; PU et al., 2020; XU;
Ql; YAN, 2021)

Entre estes produtos, o A. brasiliensis é rico em metabolitos bioativos tais como lectina,
fendlicos e polifendlicos, terpendides, compostos organicos volateis, polissacarideos (KALAC,
2013), especialmente B-D-glucanos (MIZUNO; NISHITANI, 2014) e ergosterol (DE
OLIVEIRA et al., 2018). O ergosterol assim como outros esterdis presente nos cogumelos
possui atividade antioxidante in vitro através do sequestro de radicais DPPH e na presenca de
oxidantes como hidroperoxido de terc-butila (t-BOOH) na concentracdo de 4 ou 6 mM ¢é capaz
de impedir peroxidacdo dos fosfolipidios de leveduras S.cerevisae mantendo a integridade da
membrana plasmatica (DUPONT et al., 2021). (GASECKA et al., 2018) encontrou resultados
semelhantes, em que 6,0 mg/100g de ergosterol extraido de A. brasiliensis apresentou excelente
capacidade de sequestro de radicais de DPPH. Outra atividade conhecida do ergosterol extraido
do género Agaricus é antimicrobiana, (CORREA et al., 2018) suplementaram iogurte com
extrato rico em ergosterol de A.brasiliensis e avaliaram in vitro a atividade bacteriostéatica frente
a oito bactérias gram positivas e gram negativas entre elas Staphylococcus aureus e Bacillus
cereus mais eficaz que o controle ampicilina e antifungicida frente a Aspergillus versicolor.

Nesse contexto, considerando o efeito imunomodulador, antimicrobiano e antioxidante
sisttmico do A.brasiliensis, é de grande interesse avaliar o efeito da fracéo lipidica do cogumelo
em animais com sepse induzida por ligacdo e perfuracdo do ceco (CLP) na disfuncéo

microvascular, cardiaca e hepatica.
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2.REFERENCIAL TEORICO

2.1 DEFINICAO DE SEPSE

A sepse € uma disfungdo organica potencialmente fatal causada por uma resposta imune
desregulada do hospedeiro a uma infec¢do (SEYMOUR et al., 2016). Atualmente é considerada
a maior causa de mortalidade de criancas e adultos na UTI em que segundo o ILAS estima-se
que cerca de 400 mil casos de sepse no Brasil por ano, e desses 240 mil vem a ébito (ILAS,
2017). Dados coletados de 1477 UTI no Brasil pela Associagdo de Medicina Intensiva
Brasileira (2021), mostram que cerca de 32% das internagbes em UTI adulto séo devido a
infeccdo/sepse e na UTI pediatrica o percentual é de 44,96%. Ainda de acordo com (RUDD et
al., 2020) cerca de 48,9 milhdes de individuos vieram a 6bito no periodo de 1990 a 2017, o que
representa 20% de todas as mortes globais, com taxa de mortalidade maior nos paises
subdesenvolvidos.

Esta patologia pode ser desencadeada por virus, bactéria, fungos ou protozoarios, no
entanto, estudos mostram que a principal causa é bacteriana ou fangica. De acordo com o estudo
realizado por Dolin et al. (2019), a incidéncia de infeccOes bacterianas por gram-negativas
correspondeu a 62,2% dos casos e a gram-positivas a 46,8%, em relacdo a sepse fungica
aproximadamente 17% dos pacientes com sepse fungica € devido a Candida albicans, seguida
de Aspergillus (3%) (DOLIN et al., 2019). O diagnoéstico da sepse é de acordo com critério
clinico a presenca de uma suspeita ou identificacdo de um agente etiol6gico associado a
infeccdo, além disso o paciente deve apresentar sinais e sintomas que os incluam em 2 ou mais
pontos do escore de SOFA (Tabela 01). Para pacientes internados em UTI, ha necessidade de
estar incluido no minimo de 2 pontos no quick SOFA (gSOFA). O qSOFA corresponde a uma
frequéncia respiratoria maior ou igual a 22/min, alteracdo do estado mental e a pressao sistolica
menor ou igual a 100mmHg (SEYMOUR et al., 2016; SINGER et al., 2016).

Tabela 01. Escore do SOFA relacionado a Sepse.

Escore

Sistema 0 1 2 3 4
Respiratério >400 <400 <200 (26,7) com <100 (13,3) com
PaO,/FiO, mmHg (kPa) (53,3) (53,3) <300(40) supqrte . Supqrte .

' ' respiratorio respiratdrio

Coagulacéo
Plaquetas, x10°/uL =130 <150 <100 <50 <20
Hepatico 1,2-19 2-59 6-119
Bilirrubina:mg/dL (umol/L) <12 (20-30) (33-101) (102-204) >12 (204)

Tabela 01. Escore do SOFA relacionado a Sepse.
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(Concluséo)

Escore
Sistema 0 1 2 3 4
Dopamina5-15; iAE_1E-
Cardi | PAM > PAM< Dopamina <5;  epinefrina<0,1; qua?].mafolf.,
araiovascufar 70mmHg  70mmHg dobutamina Norepinefrina<0, ’e\lpme Tina=o, 1,
1 orepinefrina>0,1
Nervoso Central
Escala de Glasgow (coma)? 15 13-14 10-12 6-9 <6
Renal
Creatinina:mg/dL (umol/L) <12 12-19 2-34 35-49 >5 (440)
Débito Urinario (mL/d) (110) (110-170)  (171-299) (300-440) <200

Abreviagdes: FiO2. Fracdo inspirada de oxigénio; PAM. Pressdo Arterial Média; PaO2. Pressédo parcial de oxigénio.
& O escore da Escala de Coma Glascow € de 3-15, quanto mais alto melhor a fungéo neuroldgica.

Fonte: adaptado de Singer et al. (2016)

2.2 FISIOPATOLOGIA DA SEPSE E O DESENVOLVIMENTO DA DISFUNCAO
ORGANICA

2.2.1 Desenvolvimento da disfuncéo vascular endotelial na sepse

O endotélio vascular é um tecido epitelial pavimentoso simples que reveste o interior
dos vasos sanguineos e linfaticos. As células endoteliais expressam diferente tipos de antigenos
de superficie e receptores, bem como podem gerar resposta diferentes de acordo com a
localizacdo e o microambiente em que se encontram (JOURDE-CHICHE et al., 2019). O
endotélio atua como uma barreira seletiva para a saida de moléculas na circulacdo; no transporte
de glicose principalmente através da GLUT-1; participa do transporte de aminoacidos como L-
arginina; producgédo de NO; atua na filtracdo glomerular, angiogénese, hemostasia, coagulagédo
entre outros como mostrado na Figura 1 (JOURDE-CHICHE et al., 2019).

Figura 01. Papel das células endoteliais.
Angiogenese

VEGF-VEGFR Hemostasia e coagulagao
Angiopoietina 2-TIE2 Migragao leucocitaria +TM
Ativagao do HIF ICAM-1 4 Glicocalix
VWF VCAM 1 tPA
Metabolismo de E-selectina L TFPI
glutamina e LPGI2
asparagina TTV_I\{‘T‘:F
1 tros.
entre outros TTXAZ
TPAI-1
Célula endotelial
Vasodilatadores  Vasoconstritores Metabolismo Inflamacgao
Endotelina Glicdlise MCP
H.S TXA2 mTOR Ativagao do sistema
PGI2 PGH2 HIF complemento
FAO Estresse oxidativo

Fonte: Adaptado de Joude-chiche et al. (2019).
As células endoteliais sdo consideradas células imunes vasculares ndo convencionais,

durante o desenvolvimento da sepse células do sistema imune (macrofagos, neutréfilos e outras)
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e endoteliais sdo ativadas por patdgenos através dos padrGes moleculares associados a
patégenos (PAMP) pelos receptores de reconhecimento de padrdes (PRR). Apo6s o
reconhecimento do PAMP por algum PRR como os receptores Toll-like (TRL),
intracelularmente, a proteina fator de diferenciagdo mieldide 88 (MyD88) recruta cinases
associadas ao receptor da IL-1 para ativar o fator 6 associado ao receptor do TNF. Esse ativa 0
fator de crescimento beta associado a cinase 1, que por sua vez, promove ativacao do complexo
IKK. Este complexo proteico promove a fosforilacdo do IkB e a sua degradacdo resulta na
ativacdo do fator nuclear Kappa B (NF-kB), que se transloca para ao nucleo para induzir a
expressdo de mediadores pro-inflamatérios tais como TNF-a e IL-1 (GYAWALI;
RAMAKRISHNA; DHAMOON, 2019)

A citocina TNF-a se liga ao receptor de TNF 1 (TNFR1) na célula endotelial e recruta
a proteina de dominio associado a TNFR (TRADD) que por sua vez recruta o receptor de
serina/teonina quinase e interagem com a proteina 1 (RIP1) e o ao fator associado ao TNFR 2
(TRAF2). Este complexo chamado de sinalossoma ativa as vias NF-kB/Rel e MAPK.
Enquanto, a IL-1 se liga ao receptor IL-1R1 e induz a ativagdo da via de sinalizagdo mediada
pela resposta primaria MyD88, receptor Toll/IL-1 contendo proteina adaptadora (TIRAP), IL-
1R-associada a kinase (IRAK1), IRAK4, e TRAF6 a qual ativa também NF-kB e proteina
ativadora (AP-1) (SHI; SUN, 2018)

A ativacdo do fator de transcricdo NF-«xB na célula endotelial ira liberar citocinas TNF-
a e IL-1, aumentar a expressdo das moléculas de adesdo ICAM, VCAM e selectinas, além de
liberar quimiocinas como MCP-1 e IL-6. Outro fator importante na ativacdo endotelial é o
aumento da producgédo de NO. O NO tem um importante papel na defesa do sistema imune, na
agregacdo plaquetaria, no fluxo sanguineo, transmissdo sinaptica, porém também esta
envolvido na citotoxicidade e em doencas do sistema cardiovascular. Esta molécula é gerado a
partir da L-arginina via enzima oxido nitrico sintase (NOS), a qual pode gerar trés isoenzimas:
neuronal NOS (nNOS), indutase NOS (iNOS) e a endotelial NOS (eNOS) (PAPI;
AHMADIZAR; HASANVAND, 2019; YANG et al., 2018).

Em condices fisioldgicas, a célula endotelial mantém a atividade da eNOS, a qual é
ativada por fatores de crescimento, hormonios, acetilcolina entre outros, a fim de manter a
homeostase. No entanto, na sepse, a isoenzima iNOS ¢ ativada devido ao aumento da producgéo
de citocinas pro-inflamatdrias tais como TNF-a e IL-1f pelo sistema imune (TAKATANTI et
al., 2018). O aumento da produgdo de NO e de ERO como o superoxido (Oz¢) produzido pelo
burst oxidativo dos leucdcitos, reage formando peroxinitrito (ONOQO?). O ONOQO™ assim como

qualquer radical, por sua vez ira oxidar o cofator (6R-)5,6,7,8-tetrahydrobiopterin (BH4)
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também conhecida como sapropterina, responsavel pela sintese de Oxido nitrico. Niveis
reduzidos do cofator BH4 ira aumentar a geragdo de Oz por eNOS, devido ao desacoplamento
da eNOS nos vasos, desta forma a NOS se torna uma enzima geradora de radicais durante o

processo inflamatdrio levando ao estresse oxidativo (DAIBER et al., 2020).

A figura 02 mostra o resumo do processo da ativacdo das células endoteliais na sepse.

Figura 02. Ativacéo das células endoteliais na sepse. (A) leucdcitos ativados liberam citocinas IL-1 e TNF-o da
inicio a vérias cascatas de quinase que levam a ativag@o dos fatores de transcri¢do fator nuclear kB (NF-kB) e
proteina ativadora (AP-1) aumentando a expressdo de selectinas, moléculas de adesdo, gerando quimiocinas,
COX-2 e NO (B) Leucocitos ativados produzem ERO e citocinas pro-inflamatérias que irdo ativar as células
endoteliais e estas aumentam a producéo de NO por iNOS (C) No vaso sanguineo neutréfilos ativados produzem
ERO como o superdxido que reage com o NO formando ONOO- o qual tem efeito deletério no sistema endotelial.
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Fonte: Elaborado pela autora do trabalho.

Endotoxinas locais e circulantes levam a ativagdo das células do sistema imune e
endotelial o que induz a expressédo do fator tecidual (FT), uma proteina de transmembrana que
inicia a cascata de coagulacdo pela via extrinseca. O FT se liga ao fator VII, ativando-o e o
complexo fator VII ativado/FT (VI1a/FT), responsavel pela ativacdo do fato X em Xa. O fator
Xa converte pequenas quantidades de protrombina (Fator 1) em trombina, 0 que por sua vez
resulta na clivagem do fibrinogénio produzido pelo figado, em polimeros de fibrina, originando
uma rede estavel no trombo (COHEN; TURNER; MOAKE, 2020).

As células endoteliais lesionadas durante a sepse liberam mediadores solUveis tais como

difosfato de adenosina (ADP) e tromboxano (TXA) que ativam as plaquetas. As plaquetas
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ativadas também irdo produzir tromboplastina que juntamente com o Ca?* ird clivar
protrombina em trombina amplificando a coagulagédo (COHEN; TURNER; MOAKE, 2020). A
trombina por sua vez ira clivar o fibrinogénio e ira aumentar a secrecéo a citocina IL-1ap18 por
plaquetas, levando ao aumento da trombopoiese através da fracao plaquetaria imatura (FPI) ou
também chamadas de plaquetas reticuladas e megacaridcitos na medula 6ssea a fim de repor
rapidamente o consumo das plaquetas durante o processo inflamatério (BURZYNSKI et al.,
2019) (Figura 03).

Figura 03. Ativacao da cascata da coagulacdo na sepse. (A) leucécitos ativados e células endoteliais expressam
FT (B) O FT se liga ao fator VII (VI1a/FT) e ativa o fator Xa (C) O fator Xa converte protrombina em trombina
(D) plaquetas juntamente com o Ca2+ ird clivar protrombina em trombina amplificando a coagulagdo (E) A
trombina ird clivar o fibrinogénio produzido pelo figado, em polimeros de fibrina (F) A rede de fibrina faz parte
da formagdo do coagulo.
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Fonte: Elaborado pela autora do trabalho.

As plaquetas sdo pequenos fragmentos de células anucleadas circulantes
(megacariocitos). Na presenca de patogenos (Figura 04-A) e de ADP as plaquetas sdo ativadas
e desgranulam liberando moléculas antimicrobianas como ROS, proteinas microbicidas e
quinocidinas. Além disso, as plaquetas liberam quimiotaticos de linfécito B (CD40 e CD154),
fatores do complemento C8 e C9, que irdo formar o complexo de ataque a membrana, acido
araquidénico que induz os neutrdfilos a produzirem leucotrienos (Figura 04-B), fator de
plaquetas (PF4) para atrair mondcitos, VWF e TXA-2 (Figura 04-C), e (KERRIS et al., 2020).
Uma vez ativadas, as plaguetas expressam selectina-P que se liga a glicoproteina ligante-1 de
P-selectina (PSGL-1) dos neutrdfilos inativados (Figura 04-D) ativando-os. Os neutrofilos

ativados expressam a integrina aMB2 que se liga glicoproteina Iba (GPIba) nas plaquetas
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inativadas (Figura 04-E). Além disso, os neutrdfilos ativados formam redes extracelulares de
neutréfilos (NETs) que sdo compostas de proteinas nucleares como isoformas de histonas,
proteinas granulares tais como serina proteases, elastase e catepsina G, com objetivo de destruir
0s patdgenos, no entanto, as NETs podem levar ao dano no tecido endotelial. As células
endoteliais lesionadas expdem VWF que promove ativacdo plaquetaria. O ciclo de ativacdo
célula endotelial-plaquetas-neutréfilos aceleram o processo de trombose promovendo o

desenvolvimento da coagulacdo intravascular disseminada (Figura 04-F). (WANG et al., 2018).

Figura 04. Formacdo de imunotrombos. (A)Patogenos e endotoxinas induz desgranulacdo das plasquetas (B)
Plaquetas ativadas produzem acido araquidénico que induz os neutrdfilos a secretarem leucotrienos. (C) Plaquetas
ativadas produzem TXA-2, PF-4 e vWF. (D) Plaquetas ativadas expressam p-selectina que se ligam a PSGL-1 de
neutrofilos inativados, ativando-os. (E) Neur6filos ativados expressam a interina M2 que se ligam a GBlba de
plaquetas inativadas, ativando-as. (F) Neutrofilos ativados formam NETs que podem causar dano no tecido
endotelial. Células endoteliais lesionadas expdem VWF que promove ativacao plaquetaria.
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Fonte: Elaborado pela autora do trabalho.
A figura 05 mostra resumidamente como ocorre o desenvolvimento da disfungéo

microvascular a partir da célula endotelial intacta e 0 reconhecimento de patdgenos até a
formagéo de imunotrombos.
Figura 05. Desenvolvimento da disfuncdo microvascular. (A) Célula endotelial com o glicocalix

intacto (B) O reconhecimento de patégenos por leucécitos leva a producgdo de citocinas pré-inflamatérias e ERO
que por sua vez ira ativar células endoteliais (C) A ativacdo das células endoteliais resulta no aumento da expresséo
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de moléculas de adesdo para a transmigracdo leucocitaria (D) A lesdo endotelial aumenta a interacdo com as
plaquetas ativadas por meio do fator de willebrand o que leva a agregacdo plaquetaria (E) O aumento da carga
bacteriana associada a ativacdo leucocitaria resulta em netosis que leva ao dano endotelial (E) A disfuncéo
microvascular resulta na formacao de imunotrombos.
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Fonte: Elaborado pela autora do trabalho.

2.2.2 Desenvolvimento da disfungdo hepética na sepse

Um dos principais 6rgdos responsaveis pela sintese das proteinas de fase aguda e de
coagulacdo é o figado, que € responsavel por diversas funcées, tais como biotransformacéo,
sintese de proteinas séricas, metabolismo de aminoécidos, lipideos e carboidratos, equilibrio
hormonal, desintoxicacdo e regulacdo do sistema imune. Nesse sentido, o figado apresenta
papel chave durante o processo séptico, com eliminacdo do patdgeno, inativacao dos produtos
bacterianos e producdo de mediadores inflamatoérios (KALRA et al. 2021).

Na presenca de patdgenos e produtos bacterianos, as células de Kuppfer sdo ativadas
levando ao aumento de producdo de mediadores pro-inflamatorios como TNF-a, 1L-1, IL-6,
IL-18, além da formacédo de ERO e ERN, como o peroxinitrito levando ao dano nos hepatécitos
(Figura 06-A) (KIM; CHOI, 2020). No interior dos hepatdcitos especificamente no citoplasma
e mitocdndria existem as enzimas alanina transaminase ou alanina aminotransferase (ALT ou
TGP) que é responsavel pela transferéncia do grupamento amina do glutamato para o piruvato,
gerando alanina enquanto a enzima aspartato aminotransferase (AST ou TGO) ira transferir o
grupamento amina do glutamato para o oxaloacetato gerando o aspartato. Estas enzimas
hepéticas sdo consideradas indicadores de dano hepéatico, uma vez que durante a sepse ocorre
disfungdo mitocondrial nos hepatocitos a AST e ALT séo rapidamente liberadas na corrente

sanguinea (Figura 06-B). Nesse sentido, ao avaliar o indice da razdo AST/ALT pode determinar
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o0 progndstico da disfuncdo hepética na sepse (EL-NAHHAL; AL_SHAREEF, 2018; ZHAO et
al., 2020).

Durante a sepse 0s hepatocitos sob estimulo priméario da IL-6, induz a producdo de
proteina C reativa (PCR), e esta por sua vez, ira diminuir a concentracdo do Ativador de
Plasminogénio (tPA), responsavel em destruir codgulos na parede vascular e aumentar a
concentracdo de PAI-1, a qual tem um papel importante na clivagem de plasminogénio em
plasmina inibindo consequentemente a fibrindlise levando a coagulacdo intravascular
disseminada. Além disso, ha reducédo da sintese hepatica dos fatores pré-coagulantes (V, VII,
X e protrombina) e anticoagulantes (PC, PS e AT) (TIPOE et al., 2018).

A PCR, também tem participacdo na regulacdo negativa na sintese de NO endotelial
(eNOS), e aumento da ativacdo do peptideo vasoconstritor endotelina (ET-1) pelas células
endoteliais sinusoidais que fazem parte da veia porta hepética (Figura 06-C). Além disso, as
células endoteliais sinusoidais sdo ativadas por endotoxinas como LPS, produtos bacterianos
ou mediadores pro-inflamatérios proveniente dos hepatdcitos aumentando a expressdo de
moléculas de adesdo (ICAM-1, P-selectina e E-selectina) resultando na infiltracdo de
neutrofilos para o sinusoide hepatico. Além disso, promove a ativacdo e adesdo plaquetaria com
consequente aumento de serotonina, NO e PAF (Figura 06-D) (GRACIA-SANCHO et al.,
2021; WOZNICA et al., 2018).

Figura 06. Desenvolvimento da disfuncdo hepética. (A) Células de Kuppfer ativadas por produtos
bacterianos, leva ao aumento de producdo de mediadores prd-inflamatérios como TNF-q, IL-1, IL-6, IL-18, ERO
e ERN ocasionando o dano hepatico. (B) Hepatdcitos danificados liberam AST e ALT na corrente sanguinea. (C)
IL-6, nos hepatdcitos induz a producgdo de PCR que ird estimular as células endoteliais sinusoidais a produzir ET-
1 que por sua vez aumenta a PAI-1 e inibe a Tpa. (D) Os hepatécitos ativados secretam mediadores pro-
inflamatdrios que irdo atuar nas células endoteliais promovendo a expressao de moléculas de adesdo (ICAM-1, P-
selectina e E-selectina), aumento do influxo de neutréfilos e adesdo plaquetaria. Além disso as células endoteliais
ativadas irdo produzir serotonina, NO e PAF que contribui com a disfuncdo microvascular hepatica.
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Fonte: Elaborado pela autora do trabalho.

2.2.3 Desenvolvimento da disfuncéo cardiaca na sepse

O aumento de mediadores pro-inflamatorios tais como as citocinas (TNF-a, IL-1 e IL-
6) em resposta a produtos bacterianos e a patégenos induzem a expressdo de VCAM-1 no
endotélio coronario aumentando o influxo de neutréfilos no miocéardio (Figura 07-A). O
aumento de TNF-a nos cardiomidcitos aumenta a expressao das caspases 3 ¢ 7 levando a
apoptose celular, altera a arquitetura dos cardiomidcitos reduzindo a expressao de caderinas e
altera a contratilidade cardiaca (Figura 07-B). Além disso, os neutrofilos ativados irdo secretar
IL-1 que leva depressdo miocardica séptica através do aumento da sintese de NO (Figura 07-
C). (HABIMANA et al., 2020; SARAF et al., 2021).

Niveis elevados de NO, assim como de outros radicais contribuem para disfuncédo
mitocondrial e lesdo nos cardiomidcitos gerando DAMPs que geram fragmentos de DNA
mitocondrial, caixa de grupo 1 de alta mobilidade (HMGB-1), proteinas de choque térmico
(HSPs), citocromo C e entre outros (Figura 07-D). (HABIMANA et al., 2020; SILVIS et al.,
2020). De acordo com (RAVIKUMAR et al., 2021), em pacientes sépticos a ativagdo de
cardiomidcitos por produtos bacterianos como LPS resulta no aumento da secrecao de citocinas
pro-inflamatorias e EROS que ocasiona disfungédo da membrana mitocondrial e danos teciduais
(Figura 07-E). Em condicdes fisioldgicas, o Ca*" entra nos cardiomidcitos através dos canais
de célcio tipo lento posteriormente armazenado no reticulo sarcoplasmatico (RS), no entanto,
com a alteracdo de permeabilidade da membrana mitocondrial ocorre aumento do vazamento

de Ca** do RS, assim como deficiéncia da geracdo de ATP por mitocondrias que reduz a
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recaptacdo de Ca”" pela SERCA2a (uma proteina dependente de ATP) no RS, levando a
disfuncdo contratil dos cardiomidcitos (Figura 07-F). (CARABALLO; JAIMES, 2019;
RAVIKUMAR et al., 2021).

Figura 07. Desenvolvimento da disfuncao cardiaca. (A) Mediadores pré-inflamatérios tais como TNF-
o aumenta a expressdo de moléculas de adesdo e a infiltragdo de neutréfilos (B) TNF-a nos cardiomidcitos resulta
no aumento de Caspase 3,7 levando ao dano de cardiomiécitos, reducédo de caderinas e alteragdo na contratilidade
cardiaca. (C) Os leucdcitos ativados secretam IL-1 e NO que contribui na depressédo miocérdica (D) O aumento
de NO leva a disfungdo mitocondrial e de DAMPs que séo reconhecidos pelos cardiomidcitos. (E) Produtos
bacterianos ativam os cardiomidcitos amplificando o processo inflamatorio e alteracdo da permeabilidade
mitocondrial. (F) A disfuncéo mitocondrial aumenta o vazamento de Ca*? dos RS e reduz a recaptacao destes fons
pela SERCA2 Fonte: Autor préprio (2021).
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Fonte: Elaborado pela autora do trabalho.

2.3 TERAPIA NA SINDROME DA DISFUNCAO DE MULTIPLOS ORGAOS

A sepse como discutido anteriormente consiste na resposta desregulada do paciente com
liberacdo excessiva de mediadores pro-inflamatorios e estresse oxidativo que pode resultar na
disfuncdo de mdaltiplos 6rgdos (MOD) e consequentemente em obito. O manejo de pacientes
sépticos com prognostico do desenvolvimento de disfuncdo organica tem carater
multidisciplinar com uso de antibidticos e suporte hemodinamico individualizado, haja vista
que com o desenvolvimento da disfuncdo microvascular leva o paciente a hipoperfusdo ou
hipoxia e como resultado disfuncdo cardiaca e hepatica (ASIM; AMIN; EL-MENYAR, 2020;
MEHTA,; GILL, 2019).
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Para isso € recomendado intervencdes que estabilizem a oxigenacdo do paciente
baseado nos sinais de alerta como hipoxemia, anemia, distrbios no ritmo cardiaco, sinais
clinicos entre outros. Assim que for detectado um sinal de alerta deve-se avaliar o grau de
severidade, a partir disto deve-se realizar ressuscitagdo imediata com as intervencgdes
necessarias caso seja grave, caso seja moderado deve se aplicar o conceito multimodal o qual é
baseado na andlise de indices tais como pressdo arterial media, PaO2, débito cardiaco,
resisténcia vascular sistémica entre outros. Caso seja confirmado o diagnostico baseado no
conceito multimodal deve-se aplicar as intervencdes necessarias e posteriormente reavaliado.
Por fim, na severidade leve o paciente deve ficar em observacdo e reavaliado (Figura 08)
(VIRAG et al., 2021).

Figura 08. Algoritimo de gerenciamento da gestdo hemodinamica individualizada.
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Fonte: Adaptado de (VIRAG et al., 2021).

O uso de antioxidantes na disfuncdo organicas tais como N-acetilcisteina, albumina,
vitamina C s@o promissores na preservacédo funcdo endotelial, otimizando a microcirculacgao e
consequentemente evitando o desenvolvimento de disfuncdo hepatica e cardiaca (JOFFRE;
HELLMAN, 2021). Nesse contexto, o uso de antioxidantes tem-se mostrado promissor tanto
em modelos experimentais como na clinica. Recentemente nossos estudos mostraram que 0
nutracéutico A.brasiliensis reduziu a resposta inflamatoria e a carga bacteriana aumentando a
sobrevida dos animais submetidos a CLP. Além disso, o extrato deste cogumelo protegeu os
animais do estresse oxidativo bem como foi capaz de reduzir os niveis dos marcadores
oxidativos (NAVEGANTES-LIMA et al., 2020b).

Em humanos, (ZHOU et al., 2012) a administracdo parentérica de ascorbato demonstrou

prevenir a disfungdo microvascular e melhorar a sobrevida em modelos experimentais de sepse.
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Em humanos, a suplementagdo com dieta a base de 6leo de peixe (6mega 3), &cido Y-linolénico
e vitaminas antioxidantes (E,C e B), reduziu a mortalidade, melhorou o padréo de oxigenagéo
e tiveram um menor desenvolvimento de disfuncdo cardiovascular, renal, hematoldgica,
metabdlica e neuroldgica comparada aos pacientes-controle (PONTES-ARRUDA; ARAGAO;
ALBUQUERQUE, 2006).

Nesse sentido, a terapia com antioxidantes e imunomoduladores como o A.brasiliensis
isolado ou concomitante com a terapia convencional podera reduzir o estresse oxidativo,
aumentar eficiéncia dos antimicrobianos, consequentemente a imunidade do paciente e sua

resposta no tratamento, reduzindo desta forma a mortalidade.

2.4 Agaricus brasiliensis - COGUMELO DO SOL
2.4.1 Classificacdo taxondmica da espécie e composi¢ao quimica

O cogumelo A.brasiliensis pertence ao reino Fungi, divisdo Basidiomycota da ordem
Agaricales, familia Agaricacea foi encontrado em 1960 na cidade Piedade no interior do Estado
de S&o Paulo (Brasil), e posteriormente foi enviado ao Japdo, para estudos no Institute Iwaide.
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 denominacéo, Agaricus
brasiliensis (Quadro 01) (MOURAO et al., 2011a).

Quadro 01. Classificagdo Taxondmica de Agaricus brasiliensis.

CLASSIFICACAO TAXONOMICA

HEINEMANN (1967) WASSER (2002) KERRIGAN (2005)
Reino: Fungi Fungi Fungi
Diviséo: 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:

Fonte: Mourdo et al., (2011)

O A.brasiliensis (Figura 09-A) tem em sua composi¢éo carboidratos tais como glucose,
inositol, manose; aminoacidos como acido aspartico, metionina e acido glutamico; flavonoides
como acido cafeico, acido citrico e acido clorogénico; Polifendis tais como acido gélico e

pirogalol; &cidos graxos como &cido linoleico e &cido palmitico; polissacarideos como 0 a-
glucana e B-glucana e ergosterol (DA SILVA CAMPELO et al., 2021)
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O ergosterol bem como outros derivados de esterol, como fitoesterdis e agarol, fazem
parte da porgdo lipidica de A. brasiliensis, € uma molécula estruturalmente semelhante ao
colesterol (Figura 09-B), possuindo caracteristicas essenciais para sua atividade nas membranas
celulares, como a presenga do grupo 3p-OH e a auséncia de grupos metil no C-4 e C-14. Essas
caracteristicas quimicas permitem que o ergosterol seja absorvido do meio ambiente pelas
celulas humanas (DA SILVA et al., 2017; MISGIATI et al., 2021). Além disso, o ergosterol é
um precursor da vitamina D2, o qual ao ser exposto a irradiagdo UV-B é convertida em
ergocalciferol (vitamina D2) que é responsavel por aumentar a absorcdo de célcio para a
formagé&o de 0ssos e dentes, prevencao de raquitismo e osteoporose e manutencdo da atividade
imunoldgica (ROMAN-HIDALGO et al., 2021).

Figura 09: O cogumelo Agaricus brasiliensis e a estrutura quimica do ergosterol. (A) Agaricus brasiliensis.
(B) Estrutura da Ergosterol.
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Fonte: Adaptado de Mantovani (2008) e https://pubchem.ncbi.nIm.nih.gov/compound/Ergosterol

2.4.2 Propriedades farmacoldgicas do A.brasiliensis

O A.brasiliensis € conhecido por sua capacidade antitumoral como demonstrada
anteriormente por (SOVRANI et al.,, 2017), mostraram que 0S exo-biopolimeros de

A.brasiliensis foram capazes de inibir 46% do carcinossarcoma 256 de Walker em ratos Wistar


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Ergosterol
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de maneira dose-dependente. Posteriormente, (RUBEL et al., 2018) ao suplementar com 50%
de micélio de A.brasiliensis a dieta de camundongos swiss inoculados com sarcoma 180
apresentaram inibicao do crescimento tumoral e recuperacdo do peso corporal. De acordo com
(CHENG et al., 2020) a atividade antitumoral é devido a capacidade do A.brasiliensis induzir
apoptose de células tumorais através da regulagdo positiva de BAX, das caspases 3,8 ¢ 9, BCL-
2.

A atividade antitumoral do nutracéutico A.brasiliensis pode ser resultado do seu efeito
imunomodulador. Anteriormente nosso grupo mostrou a propriedade imunomoduladora in vitro
de A.brasiliensis, no qual o tratamento com micélio de A. brasiliensis (LPB) foi capaz de inibir
a proliferagdo de esplendcitos estimulados com o mitégeno e reduzir os niveis de NO
produzidos por macrofagos. Por outro lado, o tratamento com o exopolissacarideo de A.
brasiliensis teve um efeito oposto, acentuando a proliferacdo de esplendcitos, mesmo na
auséncia do mitdgeno, assim como a producdo de NO por macrofagos peritoneais
(NAVEGANTES et al., 2013). (SANTA et al., 2014), também demonstraram um aumento de
células TCD4+ e subtipos de células CD4+ CD25+ em 6rgéos periféricos de camundongos ap6s
a administracdo de A. brasiliensis por via oral.

Recentemente, em nossos estudos o A.brasiliensis se mostrou promissor como terapia
na sepse. O tratamento oral de camundongos 24 horas e no momento da inducao de sepse pelo
modelo de CLP, foi capaz de aumentar sobrevida de todos os animais pelo menos por 16 dias,
recuperar 0 peso corporal a partir do 4° dia (NAVEGANTES-LIMA et al.,, 2020b).
Corroborando, (BERNARDSHAW et al., 2006) e Hetland et al. (2013), mostraram que
tratamento com A.brasiliensis em camundongos BALB/c um dia antes da inducéo da peritonite
polimicrobiana também aumentou a taxa de sobrevida, mostrando a eficacia do cogumelo
guando administrado profilaticamente.

Ainda in vivo, em nosso estudo o A.brasiliensis foi capaz de reduzir a carga bacteriana
de forma significativa com 24 horas apés CLP no sangue e no figado, apresentando niveis
indetectaveis (NAVEGANTES-LIMA et al.,, 2020b). Segundo (LIMA; GRIS;
KARNIKOWSKI, 2016)) o mecanismo pelo qual o cogumelo tem agdo antimicrobiana in vivo
e ndo in vitro, deve-se a interacdo das substancias bioativas como o polissacarideo glucana
presente no fungo que tem a capacidade de aumentar a atividade antimicrobiana de células
mononucleares e polimorfonucleares, intensificando a atividade funcional (VANNUCCI et al.,
2013). Ainda Tryggestad et al. (2013) sugerem que o cogumelo atua na ativagdo de NF-kB
através de TLR-2.
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Em processos inflamatorios intensos, o A.brasiliensis atua como anti-inflamatorio
devidos a compostos como &cido linoleico e ergosterol. In vitro, RAW 264.7 estimuladas com
LPS, o tratamento com &cido linoleico isolado de A.brasiliensis mostrou ser capaz de inibir 0s
niveis de NO e mediadores pré-inflamatorios tais como TNF-a, IL-6, IL-1B através da
supressdo de NF-kB e ativacdo da PPARa (SAIKI et al., 2017).

A sua atividade citoprotetora e antioxidante, também foi observada em nosso estudo,
em que o tratamento com A.brasiliensis em animais com sepse foi capaz de reduzir a
peroxidacdo lipidica resultante da sepse, com reducdo dos niveis de malonaldeido (MDA) no
soro, no coracdo e no figado. Além disso, o A.brasiliensis aumentou a capacidade antioxidante
total nos 6rgaos, especialmente figado dos animais com sepse. Ainda, foi possivel observar uma
reducdo significativa de ERO intracelular no sitio inflamatorio dos animais pré-tratados com o
cogumelo em comparacao aos animais pré-tratados com salina (NAVEGANTES-LIMA et al.,
2020b). Segundo a literatura, esta atividade antioxidante do A.brasiliensis é atribuida ao
ergosterol e a f-D-glucanas (MOURAO et al., 2011b).

Em resumo as atividades bioldgicas do A.brasiliensis na literatura sdo antitumoral,
antimutagénico, antigenotoxica, imunomoduladora,anti-inflamatéria e antioxidante (Figura
10).

Figura 10. Atividade biolégicas de A.brasiliensis. "
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Fonte: Elaborado pela autora do trabalho.

Considerando as propriedades farmacoldgicas imunomoduladora e antioxidante do
nutracéutico A.brasiliensis e sua eficacia no uso de camundongos sépticos previamente com

aumento de sobrevida, com reduco da carga bacteriana e reducio do estresse oxidativo. E de
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grande importancia investigar a agdo da Fracgdo lipidica do cogumelo A.brasiliensis rica em
ergosterol no tratamento de camundongos submetidos a sepse letal por ligadura e perfuragdo
cecal (CLP) com énfase na investigacdo do seu efeito no desenvolvimento da disfuncéo

microvascular, cardiaca e hepatica.
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3.0BJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade da Fragdo lipidica do Agaricus brasiliensis (FLAb) isolada in vitro
e avaliar o efeito do tratamento com FLAD isolada ou associada ao antibidtico ertapenem (F-
ERTA) nos parametros da coagulagdo, antioxidante e imunomodulador no modelo de sepse

letal em murino.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Avaliacéo da atividade in vitro

a. Avaliar a citotoxidade da FLAb na linhagem RAW-Luc;

b. Avaliar a capacidade antioxidante da FLAD;

c. Avaliar a capacidade fagocitica da FLAD;

d. Avaliar a atividade de NF-kB em linhagem RAW-Luc linhagemestimuladas com LPS

e FLAD;

e. Avaliar a concentragdo de nitritos em linhagem RAW-Luc estimuladas com LPS e FLAD;

f. Avaliar a producdo de citocinas pré-inflamatdrias TNF-a e IL-6 em linhagem RAW-Luc

estimuladas com FLAD:;

3.2.2 Avaliacdo do efeito do tratamento FLADb e F-ERTA na disfun¢do microvascular,

hepatica e cardiaca em modelo de sepse letal em murino

a. Avaliar o efeito da FLAb / F-Erta na sobrevida, parametros clinicos e carga bacteriana nos

animais com sepse induzida pelo modelo de CLP;

b. Avaliar o efeito da FLAb / F-Erta sobre 0s seguintes parametros no sangue, coracao e no

figado dos camundongos com sepse induzida por CLP:

e Pardmetros hematoldgicos tais como: contagem de eritrocitos, concentracdo de
hemoglobina, hematdcrito, indices hematimétricos, nUmero de plaquetas, contagem

global de leucdcitos e absoluto presentes no sangue;
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Parametros da coagulacdo por meio do tempo de retracdo do coagulo, tempo de
protrombina e de tromboplastina parcial ativada;

Pardmetros bioquimicos tais como alanina aminotransferase (ALT), aspartato

aminotransferase (AST);

Parametros do estresse oxidativo: producdo de NO, quantificacdo de ERO intracelular,
glutationa reduzida (GSH);

Producéo da enzima Mieloperoxidase (MPO);

Citocinas pro-inflamatdrias tais como TNF-a, IL-1B e IL-17 e anti-inflamatdrias fator

de transformacéo do crescimento beta (TGF-B) ¢ I1L-10;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 REAGENTES

Neste estudo foram utilizados Azul de trypan 0,4% (SIGMA), éacido
etilenodiaminotetracetato (EDTA) 5% (BIOLAB), Agar Muller Hinton, tamp&o fosfato salina
(PBS) 10x (800 g de NaCl, 20 g de KCl, 144 g de Na2HPOase 24 g de KH2POsem 8 L de &gua
destilada), reagente de griess (Sulfanilamida 1% (w/v) em H3POs 10% e o segundo reagente

que é formado por alfa-naftil-etilenodiamina 0,1% em &gua).

4.2 FORNECIMENTO E PREPARO DA FLADb

O extrato de FLADb foi fornecido gentilmente pela professora Herta Stuz Dalla Santa da
Universidade Estadual do Centro-Oeste (UNICENTRO), Parana, Brasil. O cogumelo A.
brasiliensis foi cultivado em llex paraguariensis de acordo com a metodologia realizada por
(MOKOCHINSKI et al., 2015) e posteriormente foi realizada a extragdo lipidica. Para a
extracdo da FLAD, primeiramente as amostras foram moidas a 60 mesh e foi calculada sua
umidade inicial. Foram inseridas 250g de amostra em tubinhos de 5 ml com veda rosca em suas
bocas, em quintuplicata para cada uma das 3 amostras. Foi adicionado a cada tubo 2 ml de
metanol e 0,5 ml de NaOH 2 mol/L. Os tubos foram tampados e aquecidos em microondas por
20 segundos em poténcia 5. Foram deixados para esfriar por 15 min. Foi adicionado 2 ml de
etanol aos tubos e foram agitados por 30s e entdo centrifugados por 3 minutos. Foi retirado o
sobrenadante dos tubos com micropipeta e colocado em um tubo limpo, em seguida no tubo
contendo a amostra foram adicionados mais 2 ml de etanol, agitado por 30 seg. e centrifugacao
por 3 min, retirando-se o sobrenadante novamente. Foi adicionado mais 1 ml de etanol, agitado
por 30 s e centrifugado por 3 min. Foi entdo retirado o sobrenadante. O etanol foi evaporado a
45°C sob aeracdo e apos os tubos foram congelados.

Posteriormente, foi preparada uma solugdo mae para preparar as concentracoes (1,25 e
5 pug/mL para os testes in vitro e para preparar a dose de 0,2mg/Kg por animal. Para o
estabelecimento do volume correto da FLAb a ser administrada no camundongo foram
realizados célculos dos pesos dos animais. Cada animal foi pesado antes da administragdo da

dose correspondente.
4.3 AVALIACAO in vitro DA FLAb

Os testes in vitro de diferentes concentragdes da FLADb (1,25 e 5 ug/mL) consistiu em

avaliar a citotoxicidade em linhagem de macrofagos RAW 264.7-Luc e verificar a capacidade
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antioxidante, capacidade fagocitica e com o sobrenadante foi realizado a dosagem de nitritos e
citocinas TNF-a, IL-6. Além disso, foi avaliada atividade de NF-kB em linhagem RAW-Luc
estimuladas com LPS e FLAD.

A figura 11 mostra o delineamento experimental in vitro.

Figura 11. Delineamento experimental in vitro da FLAb em diferentes concentragdes (1,25; 5; 12,5; 25 e 100
pg/mL). (A) Avaliacdo da atividade antioxidante da FLAb pelo método DPPH. (B)Avaliacdo da citotoxicidade
em linhagem RAW-Luc pelo método direto MTT. (C) Avaliacdo da atividade imunomoduladora da FLAb em
linhagem RAW-Luc através da (C.1) atividade da NF-«xB; (C.2) capacidade fagocitica; (C.3) dosagem de nitritos
a partir do sobrenadante e (C.4) dosagem de citocinas TNF-o e IL-6.
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Fonte: Elaborado pela autora do trabalho.

4.3.1 Determinagéo 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 coloragdo amarela, com
consequente desaparecimento da absorcdo, podendo a mesma ser monitorada pelo decréscimo
da absorbancia. A partir dos resultados obtidos ird se determinar a porcentagem de atividade

antioxidante ou sequestradora de radicais livres.
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O controle negativo foi feito pela adi¢éo de etanol e DPPH e o controle positivo foi feito
pela adicdo de solugdo de um padrédo (TROLOX) e DPPH. Em um tubo foi adicionado 50uL
de amostra de FLAD (1,25 ¢ 5 ug/mL), 600uL. de 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.

4.3.2 Citotoxidade pelo método direto 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de
tetrazolina (MTT)

Este ensaio foi realizado adaptado de acordo com Mosmann, (1983) e baseia-se na
avaliacdo da viabilidade celular a qual é quantificada pela reducdo do MTT (coloracdo amarela)
a formazan (coloracdo roxa). Dessa forma, a reducdo do MTT a formazan, serd diretamente
proporcional a viabilidade celular. A linhagem de macréfagos RAW 264.7-Luc foi distribuida
em microplaca de 96 pocos, de fundo U, células (2x10°> células/mL) e adicionado
posteriormente FLAb (1,25 e 5 pg/mL); o controle positivo — Triton X-100 (SIGMA-
ALDRICH®) a 10% e controle negativo — somente as células com RPMI. Posteriormente foi
incubado por 24 horas em estufa de CO2 a 37°C.

Ap06s o tempo foi adicionado na placa 20 pL de MTT em todos os pogos utilizados, e
incubado novamente por 3 horas, em estufa de CO2 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.

4.3.3 Avaliacdo da capacidade fagocitica

Aliquotas (0,1mL) da linhagem RAW-Luc (10° céls/mL) foram adicionados aos pogos
de placas de cultivo celular de fundo chato de 96 pocos. Em seguida foi adicionado 10uL de
FLAD (1,25; 5; 12,5; 25 e 100 pg/mL) e incubado por 30 minutos em estufa de CO2 a 5% a 37
°C e posteriormente, foi adicionado 10puL de LPS (100ng/mL) e incubado novamente por 30
minutos em estufa de CO2 a 5% a 37 °C. Em seguida foi adicionado 20ulL de zymosan
opsonizado fixadas em vermelho neutro e entdo incubado por 30 minutos em estufa de CO2za
5% a 37 °C. Apos a incubacdo, as células foram fixadas com solucédo de célcio-formol de Baker
(4% formaldeido, 2% sodio cloridrico, 1% acetato de célcio) em cada poco. Apds 30 minutos,
foi realizada a lavagem com PBS 1X e adicionado a solugéo de extragdo. Apos 30 minutos foi
realizada a leitura da placa em um espectrofotdmetro de microplacas em absorbéancia de 550nm.

Os resultados foram expressos em abs/nimero de células (BONATTO et al. 2004).
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4.3.4 Ensaio de luciferase em linhagem RAW 264.7 — Luc

Para avaliar a atividade de NF-«B foi utilizado o protocolo de (RUIZ-MIYAZAWA et
al.,, 2015) em que macrofagos RAW 264.7-Luc (300.000 células/pogo) estavelmente
transfectadas com o gene NF-kB-pLUC para expressarem luciferase através do fator de
transcricdo NF-xB, em placa de 24 pocos foram cultivadas em meio RPMI (Sigma) completo
overnight em estufa de CO2 a 5% a 37 °C. Apo6s o tempo de incubacdo foi retirado o
sobrenadante e adicionado 200 uL RPMI (Sigma) completo e 10uL de FLAb (1,25 e 5 pg/mL)
em seguida incubado por seis horas em estufa de CO2 a 5% a 37 °C. Posteriormente a placa foi
centrifugada 450G por cinco minutos a 4°C. Foi retirado o sobrenadante e armazenado para
dosagem de citocinas e de nitritos. Na microplaca foram adicionados 50uL de tampao de lise
1X. Em seguida uma aliquota de 10 uL foi transferida para uma microplaca branca opaca de 96
pocgos junto a 25ul do reagente para ensaio de luciferase (Promega, Madison, WI, EUA). A
atividade da luciferase foi determinada em um luminémetro (FlexStation 3 Microplate Reader,
Wisconsin,EUA) de acordo com as intruc@es o fabricante. Os resultados foram expressos como
atividade relativa da luciferase.

4.3.5 Dosagem de nitritos

O NO foi mensurado como nitrito (NOz2). A concentracgdo de nitrito foi mensurada pela
reacao de Griess. No qual o nitrito reage com a sulfanilamida em meio &cido. O diazo composto
formado reage com o cloridrato de N-(1-naftil) etilenodiamina (NED), gerando um composto
de coloracdo rosa-avermelhada, de acordo com a equacdo da figura 12. A reacdo é controlada
pelo tempo, e o produto é determinado ap6s 10 minutos.

Para tal, colocou-se 100uL do sobrenadante do cultivo celular ¢ 100uL do reagente de
Griess e posteriormente foi incubado por 10 minutos a temperatura ambiente e absorbancia
mensurada a 550 nm. A concentracéo de NOz foi determinada de uma curva-padréo feita com
NaNO: e expressa em uM (STUEHR e MALETTA, 1985).

Figura 12. Reacdo de Griess.
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Fonte: Ramos et al. (2006)
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4.3.6 Dosagem de citocinas

As citocinas TNF-a e IL-6, foram quantificadas por Ensaio de imunoabsorc¢ao
enzimética (ELISA) usando o kit comercial (R&D Systems, Minneapolis, Canada) de acordo

com as instruc¢des do fabricante. Os resultados foram expressos em pg/mL.

4.4 AVALIAQAO DO EFEITO DO TRATAMENTO FLAB E F-ERTA in vivo
4.4.1 Comité de ética

Os animais foram obtidos ap0s apreciacdo e aprovacdao do projeto de pesquisa pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Para (CEPAE- UFPA) e
aceito sob parecer n® 8355050418 (ANEXO 1). Os animais utilizados na presente investigacdo
foram manipulados segundo a legislacdo nacional em vigor de Procedimentos para o Uso
Cientifico de Animais (Lei Federal n® 11.794, de 8 de outubro de 2008) e a Diretriz Brasileira
Para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal —- CONCEA (CONCEA, 2013).

4.4.2 Obtencdo dos animais e eutanasia

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) da linhagem Swiss machos e fémeas
(n=65), com 30 a 90 dias de idade, 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 condicdes 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 agua. O
namero de animais que foram utilizados se restringiu ao minimo necessario para 0s ensaios pré-
clinicos. Para os experimentos in vivo foram utilizados no projeto 65 animais distribuidos em 5
grupos para sobrevida (Sham — n=5; CLP + Sal — n=5; CLP + Erta— n=5; CLP + FLAb —n=5
e CLP + F-Erta—n=5) e 4 (Sham— n=10; CLP + Sal- n=10; CLP + FLAb —n=10 e CLP + F-
Erta— n=10) para avaliacdo dos parametros da coagulacdo e no 6rgéos (coragdo e figado), a
atividade antioxidante e imunomoduladora. Todos os animais experimentais foram mortos pelo
método recomendado para a Ordem Rodentia - Roedores e pequenos mamiferos - que é o da
exsanguinacao por puncdo cardiaca apds anestesia geral de acordo com a Resolugdo Normativa
n® 6, de 10 de julho de 2012 do CONCEA. Os animais 6 ou 24 horas apds 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)
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seguido de exsanguinacdo por puncao cardiaca. Todos os animais experimentais eutanasiados
foram mantidos em freezer até o0 momento do descarte pela empresa responsavel, seguindo

normas internacionais.

4.4.3 Sobrevida e parédmetros clinicos
4.4.3.1 Grupos de estudos para sobrevida

Para avaliacdo da sobrevida os animais foram divididos em cinco grupos (n=5

animais/grupo) totalizando 25 animais que foram acompanhados por sete dias (Figura 13).

GRUPO 1 (Controle+Sal): Animais receberam tratamento com solucdo salina 0,9% estéril
por i.p (200uL) 30 minutos ap6s a CLP e depois de 12/12h por 7 dias n=5 animais;

GRUPO 2 (Controle SHAM): Animais receberam exatamente os mesmos procedimentos
cirargicos, com excecao da inducgdo de sepse e ndo receberam tratamento n=5 animais;
GRUPO 3 (CLP+ERTA): Animais receberam tratamento com Ertapenem (ERTA, 30mg/Kg)
por via i.p 30 minutos apds a CLP e depois de 12/12h por 3 dias n=5 animais;

GRUPO 4 (CLP + FLAD): Animais receberam tratamento da FLADb (0,2 mg/Kg/camundongo)
por i.p 30 minutos apds a CLP e depois de 12/12h por 7 dias n= 5 animais;

GRUPO 5 (CLP + F-Erta): Animais receberam tratamento da FLAb (0,2mg/Kg/camundongo)
30 minutos ap6s a CLP e depois de 12/12h por 7 dias e receberam juntamente o tratamento com
Ertapenem (Erta, 30mg/Kg) por via i.p 30 minutos apds a CLP e depois de 12/12h por 3 dias —
n=5 animais;

Figura 13. Delineamento experimental para avaliacdo do efeito da FLAb na sobrevida e parametros clinicos
em modelo de sepse em murinos.

GRUPOS SOBREVIDA
n=5 camundongos swiss/grupo (n total = 25 animais)

T=0h CLP LETAL

\

PARAMETROS CLIiNICOS

TRATAMENTO 30min apds CLP a) Sobrevida
b) Severidade da sepse
GRUPOS - DOSE b1) Escores T
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CLP + Sal - Salina 0,9% - 200pL i.p = 30' apés CLP e 12/12h por 7 dias 1N até 168h (7 dias) apos CLP _puiin- e
CLP + FLAb - 0,2mg/Kg i.p =+ 30" apés CLP12/12h por 7 dias -Olhos

CLP + Erta - 30mg/Kg i.p = 30" apos CLP12/12h por 3 dias
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c) % de perda de peso corporal

Fonte: Elaborado pela autora do trabalho. d) Consumo de 4gua e ragio
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Foi construida uma curva de sobrevida dos animais em relagdo ao tempo decorrido apds
o procedimento. E a fim de avaliar as altera¢Ges fisioldgicas dos camundongos submetidos a
CLP e determinar a severidade da sepse durante as 168 horas (7 dias) da avaliacdo da sobrevida,
foi utilizado o Murine Sepsis Score (MSS) (Quadro 02) duas horas ap6s a inducéo da sepse até
o fim dos sete dias. Os animais foram avaliados por trés pesquisadores de maneira simples-
cego em que somente quem manipulava as gaiolas sabiam de que grupo se tratava. Inicialmente
de uma em uma hora até as 6 horas, posteriormente de duas em duas horas até as 24 horas ap0s
a CLP. Posteriormente os animais foram avaliados duas vezes ao dia até completar os sete dias
da avaliacdo da sobrevida.

Os camundongos foram submetidos a eutanasia se 0 MSS em qualquer momento fosse
maior que 21 pontos, ou se 0s pontos atribuidos a frequéncia respiratéria ou a qualidade fosse

maior que 3.

Quadro 02. Escore de sepse em murinos.

Escores
Parametros 0 1 2 3
A . . A maioria dos pelos Piloerec¢do, aparéncia
Aparéncia Pelo liso Pelo levemente franzido nas costas estd em pé inchada
N|vg[ de_ Ativo Ativo, mas evita ficar de pé Atlvo,somente N&o responde mesmo
consciéncia quando € provocado guando provocado
Atividade Normal Eylta 0 cgnsumoNde racéo e Estacionério Estacionario, mesmo
&gua, além de néo correr. guando provocado
Resposta ao Normal Resposta retar(_ja_lda a estimulos Resposta lenta Sem r}esposta a
estimulo auditivos estimulos
. Quase que totalmente
Olhos Abertos Parcialmente abertgs, presenca | & o dos, presenca de Completamente
de secrecGes ~ fechado
secrecoes
| Qualidade da ) | Respiragio dificil Respiraco dificil e
Respiracao respiragao Periodos de respiracdo dificil . f
normal consistentemente ofegante

Fonte: adaptado de Mai et al. 2018.

O escore MSS foi desenvolvido por (SHRUM et al., 2014) e adaptado por (MAI et

al., 2018)). Este escore é analogo ao Acute Physiology and Chronic Health Evaluation
(APACHE II), um indice utilizado em UT]I para avaliar o prognéstico do paciente através de
variaveis fisioldgicas tais como temperatura, frequéncia cardiaca, escala de Glasgow entre
outros (MORENO; NASSAR, 2017). Além disso outros parametros foram avaliados duas

vezes ao dia, tais como: peso corporal, temperatura corporal, consumo de agua e de ragéo.
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4.4.4 Grupos experimentais e esquema de tratamento para avaliagdo dos parametros da

coagulacéo, estresse oxidativo e imunomodulador.

Para avaliagdo das disfuncbes microvascular, hepética e cardiaca na sepse, 0s animais
foram divididos em quatro grupos (n=5 animais/grupo) em dois tempos (6h e 24h), totalizando
40 animais. Os animais foram tratados 30 minutos apos a inducao da sepse somente (Grupo 6h)
ou 30 minutos, 6h e 12 h apds a CLP (Grupo 24h), passado o tempo foi induzido a eutanasia
nos tempos de 6 e 24 horas apds a indugdo da sepse que foram acompanhados por sete dias
(Figura 14).

GRUPO 1 (SHAM): Animais receberam exatamente os mesmos procedimentos cirurgicos,
com excec¢do da inducdo de sepse e ndo receberam tratamento, n= 5 animais/tempo;

GRUPO 2 (CLP+Salina): Animais receberam tratamento com solugdo salina 0,9% estéril por
I.p), n=5 animais/tempo;

GRUPO 3 (CLP + FLAD): Animais receberam tratamento da FLAb (0,2mg/Kgcamundongo)
por i.p., n= 5 animais/tempo;

GRUPO 4 (CLP + F-ERTA): Animais receberam tratamento da FLADb
(0,2mg/Kg/camundongo) juntamente o tratamento com Ertapenem (Erta, 30mg/Kg) por via i.p,

n= 5 animais/tempo.
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Figura 14. Delineamento experimental para avalia¢do do efeito da FLAb na disfuncéo organica em modelo

de sepse em murinos.
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CLP + F-Erta - 0,2mg/Kg; 30mg/Kgi.p = 30',12h e 24h" apos CLP

Fonte: Elaborado pela autora do trabalho.

4.4.5 Modelo de sepse letal induzida por CLP

o= Contagem diferencial de neutréfilos
MPO
Carga bacteriana
- NO
Coletade | EROS
lavado MDA
peritoneal | GSH

["Plasma | Tempo de recalcificagdo
Citrato™| TP
Ttpa

' Plasma {-&emograma

Coleta de EDTA | Plaquetograma
sangue L

Macroscopia
Peso do 6rgdo
MPO

Carga bacteriana
-|AST
ALT

Coletado |Indice AST/ ALT

Figado |NO
MDA

—Carga bacteriana

- EROS

Coleta de | Citocinas (TNF-q, IL-1B, IL-17, TGF-B e IL-10)
lavado

peritoneal

[TPlasma | Tempo de recalcificacao
citrato] TP
Ttpa
' - Pplasma | Carga bacteriana
Hemograma + Plaquetograma
Coleta de EDTA
sangue

soro { MDA

‘ -Eitocinas (TNF-q, IL-1B, IL-17, TGF-B € IL-10)

Coleta do
Figado
Macroscopia
Peso do 6rgao
MPO
Carga bacteriana
CK-MB
NO
MDA
GSH
Citocinas (TNF-q, IL-1B, IL-17, TGF-B e IL-10)

Coleta do
coragao

Os camundongos (Mus musculus) foram anestesiados com uma solugdo contendo

cetamina (75mg/kg) e xilazina (15mg/kg), na propor¢édo 1:1 por via intraperitoneal , quadrante

lateral inferior direito, utilizando agulha 25x5 mm. ApGs a anestesia geral, cuja profundidade

foi avaliada pela auséncia do reflexo podal, foi realizada a depilacdo da parede abdominal, a

assepsia do campo operat6rio com povidona e alcool a 70°. Foi realizada uma pequena inciséo

e 0 ceco exteriorizado com auxilio de uma pinga cirurgica. Com um fio de algodéo 2-0 agulhado
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foi feita a ligadura do ceco proximo a valvula ileocecal. Apo6s a ligadura, o coto isolado do ceco
foi transfixado uma vez com a agulha de 18 gauss a partir do ponto de ligadura até a por¢ao
mais distal do ceco (a fim de induzir sepse letal). O fio foi seccionado a um centimetro do ponto
de saida, funcionando desse modo como dreno do contetdo cecal para a cavidade peritoneal
(D"ACAMPORA,; LOCKS, 2014). Apos o procedimento o animal foi suturado com um fio de
seda 3-0, e a regido limpa com &lcool 70°, posteriormente foi administrado 1 mL de solucdo
salina estéril (a 37°C) subcutaneo, para a desidratacdo. Durante o tratamento foi ministrado
Bupremorfina (0,05 a 0,1mg/kg) para as dores provenientes do procedimento cirirgico e para
0s animais controle-sham (da cirurgia), o ceco foi exteriorizado sem a realizagdo da
transfixacdo. Os animais foram colocados em gaiolas pds-operat6ria (com pisos aramados em
aco inox) individuais, sob luz incandescente por 1 hora (Figura 15).

Figura 15. Procedimento da inducdo da sepse letal por CLP. (A) Administracdo de 60pL anestésico por via
intraperitoneal em camundongos swiss. (B) Assepsia da regido abdominal com povidona e alcool 70° ap6s a

raspagem. (C) Exteriorizacdo do ceco e exposicdo das fezes ap6s a perfuracdo. (D) Camundongo apés a sutura
com a assepsia da regido. (E) Administracdo de 1mL de solugdo fisioldgica 0,9%.

PERFURACAO COM
TRANSFIXACAO
(22GAUSS)

Fonte: Elaborado pela autora do trabalho.

4.4.6 Obtencdo de amostras
4.4.6.1 Coleta do sangue

Apo0s a sedacdo foi realizada a coleta da amostra de sangue, por puncédo cardiaca de
acordo com Hoff, (2000) apds 6 ou 24 horas de inducdo de CLP. O volume total de sangue
coletado foi de aproximadamente de 1mL. O sangue foi distribuido em eppendorfs contendo
anticoagulantes (heparina, EDTA ou citrato) e um sem aditivo.
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Para obtencgdo do plasma, as amostras heparinizadas e citratadas foram centrifugadas a
1600xg durante 15 minutos. As amostras de plasma foram separadas dos elementos figurados
e foram armazenadas em -20°C. Para a obtencdo do soro, o tubo sem anticoagulante foi
centrifugado a 3000 rpm durante 15 minutos. A amostra de soro foi separada do elemento

figurado e armazenado a -80°C até analise.

4.4.6.2 Coleta e preparo dos 6rgaos

O coracdo e o figado dos animais foram coletados 6 e/ou 24 horas ap6s a CLP. Apds a
coleta foram lavados com PBS 1x e separado em trés partes, a primeira parte foi pesado e
armazenado em microtubos de 1,5mL para posteriormente macerar em homogeneizador de
tecidos (Ultra Turrax T25 Basic) na presenca de PBS 1X e centrifugado por 10 minutos a 3000
rpm para que o sobrenadante seja coletado em eppendorfs devidamente identificados e
mantidos em freezer -80°C até o momento das analises. A segunda parte dos 6rgdos foram
armazenado em paraformoldeido com a finalidade de assegurar a preservacao das estruturas
morfologicas dos tecidos. E a terceira parte dos orgaos foram coletado em solugdo tampéo

(monobasico e dibasico) para posterior dosagem da enzima mieloperoxidase.

4.4.7 Avaliacdo da carga bacteriana

Para a realizacdo deste ensaio foram utilizadas as amostras coletadas 6 ou 24h ap6s a
CLP. Para a quantificagdo da carga bacteriana, foram retirados 100 puL. da amostra (sangue,
lavado peritoneal e sobrenadante do homogeinado do figado e coracdo) e realizada dilui¢Ges
seriadas com PBS 1x nas propor¢des 1:10 e 1:100. As amostras foram semeadas (10 uL) por
esgotamento, sob condicBes estéreis, em placas de Petri contendo Agar Miieller-Hinton. Em
seguida cultivada em estufa bacteriologica na temperatura de = 37 °C, para posterior contagem
de Unidades Formadoras de Colénias (UFC) em 24 h.

4.4.8 Avaliacédo dos parametros de estresse oxidativo

4.4.8.1 Dosagem de Oxido Nitrico (NO)
Para a realizacdo deste ensaio foram utilizadas as amostras coletadas (plasma, lavado
peritoneal e sobrenadante do homogeinado do figado e coragdo) 6 ou 24h apds a CLP e seguido

de acordo com o item 4.2.5 descrito anteriormente.
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4.4.8.2 Quantificacao da Liberacao de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) intracelular

O lavado peritoneal foi centrifugado a 1800 g x por 10 min e em seguida as celulas
foram lavadas duas vezes em PBS. Apos a lavagem foi adicionado 10uM 2,7-diacetato de
diclorodihidrofluoresceina (H2DCFH-DA), um composto ndo fluorescente que se difunde
passivamente através das membranas bioldgicas. O H2DCFH-DA é hidrolisado por esterases
intracelulares a diclorodidrofluoreceina (DCF), um composto que apds interacdo com ERO
presentes no meio intracelular geram subprodutos fluorescentes. Desta forma, o contetdo de
ERO foi medida pela oxidacdo do DCF em espectrofluorimetro nos comprimentos de onda de

emissdo e de excitacdo de 525 nm e 450 nm, respectivamente.

4.4.8.3 Determinacao de Glutationa Reduzida (GSH)

Os valores de GSH foram determinados no lavado peritoneal e do homogeinado do
coragdo, de acordo com o0 método de (ELLMAN, 1959). As amostras foram desproteinizadas
com &cido tricloroacético 2% e o sobrenadante, contendo a GSH, foi clareado por centrifugacao
a 7000 rpm por 5 min, em seguida adicionou o acido 5,5’- ditio-bis (2-nitrobenzoico) (DTNB)
com uma concentragdo de 0,47mM, culminando na formacao do acido 5-tio- 2-nitrobenzoico
(TNB), que é proporcional a concentragdo de &cido tiol sollvel, principalmente a GSH. O
experimento foi feito a 25°C e o valores de absorvincia foram obtidos a A=412 nm em
espectrofotdbmetro contra um reagente branco. As concentracdes nas suspensfes de das
amostras foram calculadas a partir de uma curva-padréo de absor¢édo versus a concentracdo de
GSH nas células, expressa em pM/mL (BUKOWSKA; KOWALSKA, 2004).

4.4.8.4 Determinacdo da peroxidacao lipidica

A peroxidacéo lipidica foi medida pela quantificacdo de malondealdeido (MDA) no
soro, lavagem peritoneal e homogenato do figado e coracdo, como indicador de estresse
oxidativo, por meio do ensaio de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS). O
procedimento técnico foi realizado de acordo com o protocolo proposto por (KOHN;
LIVERSEDGE, 1944), adaptado por (PERCARIO; VITAL; JABLONKA, 1994).
Resumidamente, as lipoproteinas foram precipitadas pela adicdo de amostras a acido
tricloroacético 0,05 M (TCA) e acido tiobarbitarico a 0,67% (TBA; Sigma-Aldrich) em sulfato
de sédio 2 M. A unido do peroxido lipidico e do TBA foi realizada por aquecimento em banho-
maria por 90 min. O cromédgeno formado foi extraido em n-butanol, medido no comprimento

de onda de 535 nm. A peroxidacao lipidica foi expressa em nanomoles de MDA por litro.
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4.4.5 Avaliacédo dos parametros da coagulacao
4.4.5.1 Hemograma

Os perfis hematologicos foram determinados por meio da realizagdo de hemogramas.
As determinacdes foram realizadas em contador hematoldgico de células semi-automatico,
HEMATOCLIN 2.8 VET, apropriado para mensuracdo de parametros hematoldgicos
veterinarios.

Desta forma, 50pL do sangue total acondicionado em microtubos de 1,5mL,
previamente identificado contendo 5uL de EDTA. Os parametros que foram avaliados sdo:
global de leucdcitos, contagem de eritrocitos, hematocrito, concentracdo de hemoglobina,
indices hematimétricos (volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média
(HCM), concentragdao de hemoglobina corpuscular média (CHCM), amplitude de distribui¢ao

dos eritrocitos (RDW) e numero de plaquetas.

4.4.5.2 Contagem diferencial de leucdcitos por microscopia 6Otica

Apbs a coleta de sangue total foi realizado o esfregaco sanguineo para contagem
diferencial de leucdcitos, imediatamente ap6s a punc¢do cardiaca dos animais. Posteriormente
as laminas foram identificadas e coradas com o kit Panotico Répido LB (Laborclin Ltda, BR)
seguindo instrucdes do fabricante. A metodologia aplicada para a realizacdo da contagem
diferencial foi com auxilio de microscopio ético no aumento de 1000x, contando-se 100

leucdcitos por lamina.

4.4.5.3 Determinacao do Tempo de Protrombina (TP)

Para determinacdo do tempo de protrombina utilizou-se o kit produzido pela WAMA
diagndstica. O reagente TP foi mantido em banho maria a 37°C por 10 minutos. Em um tubo
de plastico foi colocado 75uL de plasma e incubado em banho maria a 37°C por 1 minuto.
Acrescentou-se 150uL do reagente e disparou-se o crondmetro para registrar o tempo de

coagulacao do plasma. Todas as amostras foram testadas em triplicata.

4.4.5.4 Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPa)

Para determinagdo do tempo de tromboplastina parcial ativada utilizou-se o kit
produzido pela WAMA diagnostica. O reagente 2 (R2) foi pré-incubado em banho maria a 37°C

por no minimo 10 minutos. Em um tubo de plastico foi colocado 75uL do plasma e incubado
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por 3 minutos. Acrescentou-se 75uL do reagente 1 (R1) e incubou-se por mais 3 minutos.
Adicionou-se 75uL do R2 e disparou-se o cronometro para registrar o tempo de coagulagéo do

plasma. Todas as amostras foram testadas em triplicata.
4.4.6 Determinacgao da isoenzima MB da Creatina Quinase (CK-MB)

A determinacdo de CK-MB foi realizada através de teste Cinético-UV com
imunoinibicdo por Kit (Liquiform Labtest Diagnostica S.A). Os resultados foram expressos em
U/L.

4.4.7 Dosagem da enzima mieloperoxidase (MPO)

As amostras foram coletadas 6 ou 24 horas ap6s inducdo da sepse letal e sonicadas,
posteriormente centrifugadas. O sobrenadante foi usado. Este ensaio de avaliacao da atividade
da MPO ¢é feito pela reacdo de peroxidases do tecido com H202, usando
3,37,5,5" Tetrametilbenzidina (TMB) como o substrato cromogénico. Em um poco acrescentou-
se 70ul de solugdo de TMB (2,9 mM em dimetilsulfoxido; DMSO a 14,5%), 50 pl de H202a
0,75 mM, 10 pl tampéo de fosfato de sddio (150 mM a pH 5,4) e 20ul da amostra e incubado
em banho maria a 37°C durante 10 minutos. Posteriormente adicionou-se 10 uL de &cido
sulfarico 2 M. A solucéo foi lida no leitor de microplaca BioTek®, na absorbancia de 450 nm

para estimar a atividade de MPO.
4.4.8 Dosagem de citocinas

As citocinas TNF-a, IL-1B, IL-17, TGF-p e IL-10 das amostras foram coletadas 24

horas ap06s a CLP letal de acordo com o item 4.2.6 descrito anteriormente.
4.4.9 Determinacgdo dos parametros bioquimicos
4.4.9.1. Determinacao de AST/TGO, ALT/TGP

Para determinacdo da funcédo hepatica foi avaliada por meio dos parametros: AST/TGO,
ALT/TGP. Foram coletados 200uL de sangue de cada animal em eppendorfs de 1,5mL,
previamente identificados e centrifugados a 4.750g por 10 minutos a temperatura ambiente para
obtengdo do soro. Posteriormente, o soro foi rapidamente coletado e congelado a -70C e as

amostras que apresentarem hemolise excessiva foram descartadas.
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A metodologia aplicada e a reagdo utilizada em cada um dos testes poder ser

visualizadas no quadro 03.

Quadro 03: Relagdo de analitos, metodologia aplicada, tipo de reacdo e comprimento de onda (reagentes Labtest).

ANALITO METODOLOGIA REACAO AM(nm)
Cinética UV-IFCC: ALT catalisa a
transferéncia do grupo amina da alanina para o
cetoglutarato com formacédo de glutamato e
piruvato que é reduzido lactato. A diminuicéo
da absorbancia é proporcional a atividade da
ALT na amostra.

ALT/TGP Cinética comum decrescente 340nm

Cinética UV-IFCC: AST catalisa a
transferéncia do grupo amina do acido
aspartico para o cetoglutarato com formagéo Cinética Continua
de glutamato e oxalacetato que é reduzido a Decrescente
malato. A diminuigdo da absorbéncia é
proporcional a atividade da AST na amostra.

AST/TGO 340nm

Fonte: Elaborado pela autora do trabalho.

4.4.10 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise 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 Two way Analise Variancia (ANOVA)
seguida do teste de Tukey para a comparacdo de pares de médias. Para verificacao de possivel
correlagéo entre parametros, foi realizado o teste de correlacdo de Pearson. Os resultados foram

considerados estatisticamente significativos para p < 0,05.
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5. RESULTADOS
5.1 ATIVIDADE DA FLAD in vitro
5.1.1 Atividade anti-inflamatéria e antioxidante da flab

Inicialmente in vitro, foi avaliado a viabilidade da linhagem de macréfagos RAW 264.7-
Luc em diferentes concentracdes da FLAb (1,25 e 5 pg/mL) e a capacidade antioxidante.

A Figura 16-A mostra que as concentragdes de 1,25 pg/mL e de 5 ug/mL de FLAb néo
induziram citotoxicidade na linhagem RAW-Luc in vitro, e apresentaram atividade
antioxidante através do sequestro de radical livre pelo método DPPH (1,25ug/mL -30,10£7,09;
Sug/mL -73,74+8,72) (Figura 16-B).

Figura 16. Avaliacdo da atividade da FLAb in vitro. (A) Avaliacdo da viabilidade celular em linhagem
Raw-Luc (B) Ensaio da reducdo de DPPH pela FLAb. Os resultados representam a meédiatEPM. *p<0.05
tratamento (teste t de Student).
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Fonte: Elaborado pela autora do trabalho.

Em seguida, avaliou-se a atividade fagocitica e anti-inflamatéria FLADb (1,25 e 5 pg/mL)
in vitro. Para isso, a linhagem celular Raw 264.7-Luc foram estimuladas com as concentragoes
de 1,25 ¢ 5 pg/mL da FLAD e 30 minutos apds o estimulo foi adicionado 100 ng/mL de LPS.
Os resultados demonstraram que a concentracao de 1,5 ug/mL nao alterou a capacidade
fagocitica, no entanto, foi capaz de reduzir a expressdo de NF-kB e consequentemente a
producdo de mediadores pro-inflamatérios, NO, TNF-a e IL-6 (Figura 17-A, B, C, D e E). Em
relagdo a concentragdo de 5 pg/mL, observou-se que esta concentragdo também apresentou
efeito anti-inflamatorio com reducdo da capacidade fagocitica, no entanto ndo alterou os niveis
de NO quando comparado ao controle LPS (LPS + FLAb- 5 pg/mL vs LPS, p=0,0587) (Figura
17-C).
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Figura 17. Avaliacdo da atividade fagocitica e anti-inflamatéria da FLAb in vitro. (A) Capacidade Fagocitica
(B) Atividade da NF-«B (C) Niveis de 6xido nitrico (D) Niveis de TNF-a (E) Niveis de IL-6. Para os Os resultados
representam a médiaxtEPM. *p<0.05 tratamento (LPS ou LPS + FLAb) versus grupo RPMI. #p<0.05 tratamento
(LPS+FLAD) versus grupo LPS (two-way ANOVA seguida pelo pés teste de Boferroni).

A S 8x107- LPS (100ng/mL) B = 107 .
= I 1 2 LPS (100ng/mL)
3 . -
= % s 8
= 6x107 &~
: + X
g 3 =
23 = £ 6 4
s« st = 8 == i
; z 41074 — - -
&« T o 44
= & = 3
§ 2x1074 5 S,
B =9
= #
= =
i ﬂ T T T ~ (l T T T
RPMI LPS 1,25 5 RPMI LPS 1,25 5
FLAb (pg/mL) FLAD (pg/mL)
C = 4- D 1501 E 100001
% LPS (100ng/mL) g LPS (100ng/mL) _ LPS (100ng/mL)
= ! ! S 125 g ' £ 5000 ' '
o 34 & S
‘. sk F ? 1001 :
1 w L
g E = 60004
= 2 : 4 # :
" g N . 3
% 3 N 40004
& 14 5 50 3
= 8 2
b = 2 2000 ‘
= z - « # #
T T T =
RPMI LPS 1,25 5 0 0 | “ |
FLAD (pg/mL) RPMI LPS 125 5 RPMI LPS 125 5
FLAb (pg/mL) FLAb (pg/mL)

Fonte: Elaborado pela autora do trabalho.

5.2 ATIVIDADE DA FLAb em modelo de sepse murino letal

5.2.1 O tratamento com FLAb aumenta a sobrevida, reduz carga bacteriana e melhora

parametros clinicos dos animais sépticos

A fim de estudar o efeito anti-inflamatorio e antioxidante de FLAb no modelo de
inflamacéo, os animais foram submetidos a sepse letal induzida por CLP e tratados com solugéo
salina (CLP+Sal); ou 0,2 mg/Kg de FLAD isolada (CLP+FLAD); ou 30mg/Kg do antibidtico
ertapenem (CLP+Erta) ou FLADb associada ao antibidtico ertapenem (CLP+F-Erta).
Posteriormente foram observados parametros clinicos tais como sobrevida, severidade da sepse
através do escore MSS, perda de peso corporal, consumo de agua e ra¢ao durante 168 h.

O grupo CLP+Sal foram a ébito dentro de 48 horas apds a inducdo da sepse e durante
este periodo os animais apresentaram piora do quadro clinico com elevado escore da severidade
(Figura 18-A e B.1). No periodo entre 6 horas e 10 horas apds a CLP, observou-se que 0 grupo
CLP+Sal apresentou reducdo do movimento, olhos semicerrados e piloerecdo, o que pode

caracterizar dor (AHWLA) (Figura 18-B.2). A partir das 10 horas até as 48 horas, 0 grupo
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CLP+Sal ndo se mostrou ativo mesmo quando provocados com estimulos auditivos e ndo
apresentou resposta ao toque, os olhos apresentaram secre¢@o e ndo estavam abertos na maior
parte do tempo, assim como apresentavam dificuldades ao respirar, com escores clinicos
elevados e perda de peso (Figura 18-B.2 e D). Além disso, os animais CLP apresentaram
hipotermia quando comparado aos grupos sham, confirmando desta forma a severidade do
modelo utilizado neste estudo (Figura 18-C).

Os animais septicos tratados somente com a FLAD apresentaram a taxa de sobrevida de
100% e melhora significativa das alteracfes fisioldgicas (Figura 18-B.1). Na figura 18-B.2
observa-se uma reducao significativa dos escores a partir das oito horas ap6s a CLP, o que
significa que os animais estavam ativos, com a aparéncia e respiragdo normal, temperatura
corporal normal (Figura 18-C), além de consumirem &gua e ragdo (Figura 18-E e F) dentro do
esperado e consequente ganho de peso (Figura 18-D), mostrando um excelente progndstico
destes animais.

Em relacéo ao grupo CLP+Erta, 0os animais apresentaram a taxa de sobrevida de 66,7%
(Figura 18-A), sendo que os animais CLP+Erta que sobreviveram foram avaliados até o sétimo
dia e apresentaram melhora das alteracGes fisiologicas (Figura 18- B.1), assim como
aumentaram o seu consumo de agua e racdo 48 horas apds a inducdo da CLP (Figura 18-E e F).
Por outro lado, quando administrado ertapenem concomitantemente com a FLAb (grupo
CLP+F-Erta) foi observado aumento da taxa de sobrevida de 100% (Figura 18-A) com melhora
dos parametros fisioldgicos (Figura 18-E e F) semelhante ao grupo CLP+FLAb bem como

obtiveram um excelente progndstico.



56

Figura 18. Efeito da FLAb como terapia isolada ou adjuvante na taxa de sobrevida (%) e nos parametros
fisiol6gicos dos animais sépticos. Sobrevida de animais submetidos a CLP e tratados com salina (0,9%), FLAb
(0,2mg/Kg/animal), F-ERTA (Flab:0,2mg/Kg/animal; Erta:30mg/Kg/animal) (A) Taxa de sobrevida (%) (B)
Escore total da sepse até 24 horas apds CLP (B.1) Escore de 1 a 6 horas ap6s CLP (B.2) Escore de 6 a 24 horas
apos CLP (C) Temperatura (D) Perda de peso corporal (%) (E) Consumo de racdo (F) Consumo de agua. O teste
de sobrevida foram expressos em porcentagem e avaliada pelo teste Log-Rank Mantel-Cox. A avaliacdo dos
parametros clinicos foram representados através da média+tEPM de n=5 animais. *p<0.05 tratamento (Ertapenem,
FLADb ou FLADb com Ertapenem) versus grupo sham. #p<0.05 tratamento (FLAb ou FLAb com Ertapenem) versus
grupo CLP-salina (two-way ANOVA seguida pelo p6s teste de Boferroni).
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Fonte: Elaborado pela autora do trabalho.

5.2.2 O efeito do tratamento de flab isolado ou concomitante com ertapenem na cavidade
peritoneal de animais submetidos a CLP.

Na fase inicial da sepse, 6 horas apds a inducdo, o grupo CLP+Sal apresentou aumento
do recrutamento de leucdcitos na cavidade peritoneal, bem como foi observado o aumento da
enzima MPO comparado ao grupo Sham (Figura 19-A e B). Além disso, estes animais

apresentaram aumento da producéo de ERO e NO (Figura 19-C e D), elevada carga bacteriana,
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com consequente dano oxidativo com aumento de MDA e diminuigdo de GSH (Figura 19-E e
F). Em relagéo ao perfil de citocinas, o grupo CLP+Sal, apresentou aumento de TNF-a, IL-13
e TGF-B (Figura 19-H, I e K) e reducéo da citocina anti-inflamatoria IL-10 (Figura 19-J).

O tratamento isolado com a FLAb nos animais CLP, manteve o recrutamento de
neutréfilos e MPO (Figura 19- B), e foi observado menor producdo de EROs e NO (Figura 19-
C e D), com redugéo significativa da carga bacteriana na cavidade peritoneal (Figura 19-E) e
consequentemente reducdo do dano celular, com diminuicdo de MDA e aumento de GSH
(Figura 19-F e G). O tratamento com a FLAb também apresentou um perfil anti-inflamatorio,
com aumento dos niveis de I1L-10 (Figura 18- L), e diminuicao dos niveis de TNF-a e TGF-$
comparado ao grupo CLP+Sal (Figura 19-F e H), embora tenha apresentado altos niveis de IL-
1B (Figura 19-1).

Ao avaliar o grupo CLP+F-ERTA, os animais apresentaram alguns resultados
semelhantes ao grupo FLAb isolado, visto que mantiveram niveis de MPO, reduzira, ERO, NO,
carga bacteriana e niveis de MDA na cavidade peritoneal (Figura 19-B-E), mas mantiveram os
niveis de GSH semelhante ao grupo CLP tratado com salina. Em relagdo as citocinas, observou-
se uma acao imunossupressora com aumento dos niveis de TGF-f e IL-10 (Figura 19-K e L), e
reducdo dos niveis de TNF-a comparado ao grupo CLP+Sal (Figura 19-H). Em relacéo a
citocina IL-1p também foi observada aumento no grupo CLP+F-Erta ap6s 24 horas da inducdo
da sepse (Figura 19-1). Em todos os grupos ndo houve alteracéo nos niveis de IL-17 na cavidade
peritoneal 24 horas ap6s a CLP (Figura 19-J).

Figura 19: Efeito da FLADb na cavidade peritoneal em modelo de sepse letal. (A) Recrutamento de neutrdéfilos
para cavidade peritoneal do Sham e CLP-salina 6 horas apés CLP (B) Niveis de MPO 6 horas apés CLP (C)
Geracéo de EROs 6 e 24 horas apds CLP (D) Niveis de dxido nitrico 6 horas ap6s CLP (E) Carga bacteriana na
cavidade peritoneal 6 horas apds CLP (F) Niveis de MDA 6 horas ap6s CLP (G) Niveis de GSH 6 horas apds
CLP (H) Niveis de TNF-a 24 horas apds CLP (I) Niveis de IL-1 24 horas apds CLP (J) Niveis de IL-17 24 horas
apos CLP (K) Niveis de TGF-B 24 horas ap6s CLP (L) Niveis de IL-10 24 horas ap6s CLP. A avaliacdo dos
pardmetros clinicos foram representados através da média+tEPM de n=>5 animais. *p<0.05 tratamento (Ertapenem,

FLADb ou FLAb com Ertapenem) versus grupo sham. #p<0.05 tratamento (FLAb ou FLAb com Ertapenem) versus
grupo CLP-salina (two-way ANOVA seguida pelo p6s teste de Boferroni).
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Em resumo, a FLAD apresentou efeito anti-inflamatorio, diminuiu o estresse oxidativo

e protegeu do dano celular, mantendo o recrutamento de neutrdfilos e os niveis de NO,

reduzindo a carga bacteriana como mostrado na figura 20.

Figura 20: Resumo do efeito da FLAb na cavidade peritoneal em modelo de sepse letal. Efeito da FLAb na
cavidade peritoneal em modelo de sepse letal. (1) 6 horas apds CLP ocorre aumento da carga bacteriana (2) 6 horas
apos a CLP a FLAb manteve recrutamento de neutréfilos, MPO, além de reduzir a carga bacteriana (3) 6 horas
apos a CLP a FLADb evitou o Burst oxidativo com redugdo de ERO e aumento dos niveis de GSH (4) 6 horas ap6s
a CLP a FLADb protegeu os animais do dano oxidativo (5) 24 horas apds a CLP é possivel observar ainda o efeito
anti-inflamatdrio da FLAb com a reducdo de TNF-o e aumento de TGF-f3 e IL-10.
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5.2.3 O efeito do tratamento de flab isolada ou concomitante com ertapenem na prevengao
da disfunc¢éo na coagulacao

O modelo de CLP é capaz de reproduzir alteracdes hemodindmicas e imunoldgicas. As
alteracdes no sistema hemostatico durante a sepse, estdo relacionadas a contagem global de
leucdcitos, eritrocitos e plaquetas (LIBERSKI; SZEWCZYK; KRZYCH, 2020). Nesse sentido,
foi avaliado o hemograma dos camundongos submetidos a sepse e tratados com salina,
ertapenem, FLADb isolada ou associada ao ertapenem, 6 e 24 horas ap0s a indugdo da sepse
(Tabela 02).

Tabela 02: Efeito da FLAb nos parédmetros hematoldgicos. Hemograma dos animais tratados com salina
(0,9%), FLAb (0,2mg/Kg/mL/animal), F-ERTA (Flab:0,2mg/Kg/mL/animal; Erta:30mg/Kg/animal) 6, 24 horas
apo6s a inducdo da sepse. Os resultados representam a médiatEPM. *p<0.05 tratamento (FLAb ou FLAb com

Ertapenem) versus grupo CLP. #p<0.05 tratamento (FLAb ou FLAb com Ertapenem) vs grupo Ertapenem. (two-
way ANOVA seguida pelo pos teste de Boferroni).

HEMOGRAMA 6 HORAS

PARAMETROS SHAM CLP+SALINA CLP+FLAb CLP+F-ERTA
Hemécias (x10°/uL) 6,911 5,7+0,58 5,90+0,09 5,37+0,66
Hemoglobina (g/dL) 10,35+3,32 9,3+1,13 9,241 8,35+1,2*
Hematocrito (%) 36,65+8,9 32,942,8* 32,9540,21* 30,05+3,88
VCM (fL) 52,85+5,30 57,9+2,82* 55,95+0,49 56,1+0,28
HCM (pg) 14,8+2,7 16,25+0,35 15,55+0,5 15,5+0,28
CHCM (g/dL) 27,95+2,2 28,2+0,98 28,25+077 28,1+0,98
RDW (%) 17,125+2,01 13,75+0,91 15,5+1,37 15,8+1,13
Leucacitos (x10%/uL) 5,9+2 54 3+1,69 4,6+3,11 6,35+0,63
Linfocitos (%0) 61,2+26,02 67,75+20,39* 63,55+8,13 54,8+4,24%"
Monécitos (%) 5,15+1,20 6+3,5 5,45+1,48 6,15+0,5
Granuldcitos (%) 33,65+24,81 26,8+16,85* 31+6,64 39,05+4,73

Tabela 02: Efeito da FLAb nos parédmetros hematoldgicos. Hemograma dos animais tratados com salina
(0,9%), FLAD (0,2mg/Kg/mL/animal), F-ERTA (Flab:0,2mg/Kg/mL/animal; Erta:30mg/Kg/animal) 6, 24 horas
apos a inducdo da sepse. Os resultados representam a médiaxtEPM. *p<0.05 tratamento (FLAb ou FLAb com
Ertapenem) versus grupo CLP. #p<0.05 tratamento (FLAb ou FLAb com Ertapenem) vs grupo Ertapenem. (two-
way ANOVA seguida pelo pos teste de Boferroni).

(concluséo)

HEMOGRAMA 24 HORAS

PARAMETROS SHAM CLP+SALINA CLP+FLADb CLP+F-ERTA
Hemaécias (x10°/uL) 5,99 + 1,824 2,68+1 5,1+0,812" 7,27 £1,173°
Hemoglobina (g/dL) 98+14 11,9+0,7 75+1,44 11,1+ 1,69
Hematdcrito (%0) 35,32 £ 4,42 19,3+1,417 24,25+ 0,21 39 +5,23"
VCM (fL) 53,95 + 1,48 59,46 +0,15" 53,16+1,79" 52,26 + 1,017
HCM (pg) 14,6 £ 0,28 34,16 £ 2,15" 14,63+0,55" 14,86 + 0,58"
CHCM (g/dL) 27,15+ 1,20 57,25+ 3,75 27,6 +0,23" 28,53 + 0,46"
RDW (%) 18,25+1,02 29,568+9,52* 13,85+0,15 14,65+0,35
Leucdcitos (x10%/uL) 1,35+ 0,49 10,92 + 0,87 4,4+0,787 3,46 £ 0,647
Linfécitos (%6) 50 + 10,26 76,53+ 1,17 55,9 + 4* 56,2 + 0,7
Mondcitos (%) 43+1414 4+0,45 5,1+0,81 44+0,8
Granuldécitos (%) 56,4 + 8,06 16,46 + 1,26 54,250,217 57,675 + 8,527

Legenda: CLP: ligadura e perfuracéo do ceco ; CHCM= Concentracgdo de hemoglobina corpuscular média; ERTA:
ertapenem; FLAB: fracdo lipidica de A. brasiliensis; F-ERTA: fracdo lipidica de A. brasiliensis + ertapenem;
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HCM: Hemoglobina corpuscular média; RDW: Distribuicdo de glébulos vermelhos; VCM: Volume corpuscular
média.

Fonte: Elaborado pela autora do trabalho.

O grupo CLP+Sal nas primeiras 6 horas apresentou alteracbes nos parametros do
eritograma tais como anisocitose, baixa no nimero de eritrocitos, bem como reducgdo da
percentagem do hematocrito, 0 que caracteriza anemia, no entanto, estas alteracdes foram mais
significativas com 24 horas. O grupo CLP+FLAb apresentou baixo hematdcrito nas primeiras
6 horas, mas recuperou dentro de 24 horas apds a inducdo da sepse. Resultado semelhante foi
observado no grupo CLP+F-Erta, em que os valores da hemoglobina e hematocrito foram
recuperados dentro de 24 horas apds CLP.

Em relacdo ao leucograma, no grupo CLP+Sal observou-se leucopenia com reducao da
porcentagem de granulécitos. Embora, com 24 ap6s CLP o grupo tenha apresentado
leucocitose, 0s animais ainda permaneceram com granulocitopenia, por outro lado a linfocitose
foi acentuada nesse periodo. O grupo tratado com a FLADb isolada ou associada ao antibidtico
ertapenem apresentaram melhora significativa no quadro séptico quando comparado ao grupo
CLP+Sal como observado no leucograma na tabela 02.

Em relacdo aos parametros da coagulacdo, seis horas apds a inducéo da sepse letal, o
grupo CLP+Sal apresentou trombocitose (Figura 21-A), maior tempo de recalcificacdo, TP e
TTPa, por outro lado 24 horas apés a indu¢do da CLP, os camundongos CLP+Sal apresentaram
trombocitopenia (Figura 21-A), mas mantiveram aumento no tempo de recalcificagdo (Figura
21-B), no tempo de protrombina (Figura 21-C) e no tempo de tromplastina parcial ativada
(Figura 21-D). Por outro lado, o tratamento dos grupos CLP+FLAb e CLP+F-Erta foi capaz de

reverter as alteracdes dos parametros da coagulacdo (Figura 21-A, B, C e D).
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Figura 21: Efeito da FLAb nos parametros da coagulacao e do estresse oxidativo no modelo de sepse letal.
(A) Contagem plaquetaria 24h ap6s CLP (B) Tempo de recalcificacdo 24h apés CLP (C) TP 24h apés CLP (D)
TTPA 24h ap6s CLP. (E) Niveis de 6xido nitrico 24 horas apés CLP (F) Carga bacteriana na cavidade peritoneal
24 horas ap6s CLP (G) Niveis de MDA 24 horas ap6s CLP. Os resultados representam a médiaztEPM. *p<0.05
tratamento (FLAb ou FLAb com Ertapenem) versus grupo CLP. #p<0.05 tratamento (FLAb ou FLAb com
Ertapenem) vs grupo Ertapenem. (two-way ANOVA seguida pelo pds teste de Boferroni).
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Fonte: Elaborado pela autora do trabalho.

Nos parametros do estresse oxidativo, 24 horas ap6s a inducdo da sepse letal o grupo
CLP+Sal apresentou aumento dos niveis de NO, do dano oxidativo e da carga bacteriana no
sangue. Enguanto o grupo CLP+FLAb embora tenha elevado os niveis de NO, apresentou
reducdo do dano oxidativo, com diminuicdo de MDA, bem como eliminou a carga bacteriana
(Figura 22- E, F e G). Quando a FLAb ¢ associada ao antibiotico, os niveis de NO néo tiveram
alteracdo significativa, porém também houve reducdo do dano oxidativo bem como a
eliminacdo da carga bacteriana sistémica (Figura 22- E, F e G).

Em resumo, o tratamento com a FLADb protegeu os animais sépticos da disfuncéo
microvascular através da atividade imunomoduladora, antimicrobiana, diminuiu o estresse

oxidativo e protegeu do dano celular (Figura 23).
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Figura 22: Resumo do efeito da FLAb nos parametros da coagulacdo e no estresse oxidativo. (1) 24 horas
apos CLP ocorre aumento da carga bacteriana (2) 24 horas ap6s a CLP a FLAb normalizou o recrutamento de
neutrdfilos (3) 24 horas apds a CLP a FLAb normalizou os parametros do hemograma (4) 24 horas ap6s a CLP a
FLADb protegeu os animais do dano oxidativo (5) eliminou a carga bacteriana no sistema circulatério (6) A FLAb
protegeu os animais do distlrbio da coagulacéo.
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5.2.4 Avaliacado do efeito do tratamento de flab isolada ou concomitante com ertapenem

Fonte: Elaborado pela autora do trabalho.

na disfuncdo dos parametros bioquimicos e do estresse oxidativo no figado.

Em animais, é possivel observar o dano hepatico nas primeiras 6 horas apds a inducéao
da sepse a alteracGes bioguimicas como a elevagdo das transaminases é observada dentro das
15 horas apds a CLP (YAN; LI; LI, 2014). Nesse sentido, foi avaliado o efeito do tratamento
de FLAD no desenvolvimento da disfuncdo hepética seis horas apés a inducdo da sepse nos
animais.

Seis horas apds a inducdo da sepse, na macroscopia o grupo CLP+sal aumento da massa
total do figado (Figura 23-A) aumento do recrutamento de neutréfilos, com aumento de MPO
(Figura 23-B), dos niveis de 6xido nitrico (Figura 23-C), da carga bacteriana (Figura 23-D), do
dano tecidual com aumento de MDA (Figura 23-E). O dano hepatico foi observado com as
enzimas AST e ALT (Figura 23-F e G), em que seis horas ap6s a CLP estavam elevadas
comparadas ao grupo sham, sendo o indice AST/ALT do grupo CLP+Sal (2.53+0.53) superior
ao grupo sham (0.20£0.03) caracterizando dano hepatico. Por outro lado, a FLAb isolada ou
associada ao ertapenem protegeu 0s animais sépticos da evolucdo para disfuncdo hepatica
(Figura 23-D-G), visto que levou a diminuigdo de todos os parametros avaliados incluindo o
indice AST/ALT (CLP+FLAb=0.38+0.06; CLP+F-Erta=0.50+0.01) retornando aos niveis
controles, semelhantes aos animais Sham.

As citocinas inflamatérias foram avaliadas 24 horas ap6s a CLP, os animais CLP+Sal

apresentaram niveis elevados de TNF-a, IL-1p e IL-17 (Figura 23-H, 1 e J) no tecido hepético
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24 horas apds a inducéo, enquanto os niveis de IL-10 estavam diminuidos e TGF-  ndo havia
alteracdo quando comparado ao grupo sham (Figura 23-K). O tratamento com a FLADb
apresentou um perfil anti-inflamatorio, com reducdo dos niveis de TNF-a, IL-1p ¢ IL-17
(Figura 23-H, | e J), e aumento dos niveis de IL-10 e TGF-p no figado (Figura 23-K e L)
comparado ao grupo CLP+Sal. Em relacdo ao grupo CLP+F-ERTA, o0s niveis das citocinas
TNF-a, IL-1pB, IL-17 e IL-10 foram semelhantes a terapia isolada com FLAb (Figura 23-H, I, J
e L), no entanto, os niveis de TGF-f nao tiveram alteragcdo significativa no figado quando
comparado ao grupo CLP+Sal (Figura 23-K).

Figura 23. Efeito da FLAb nos parametros bioquimicos e do estresse oxidativo no figado. (A) peso do figado
(9) (B) Niveis de MPQ no figado (C) Niveis de 6xido nitrico no figado (D) Carga bacteriana no figado (E)Niveis
de MDA no figado (F) Niveis de AST e ALT 6 horas ap6s CLP (G) Razdo AST/ALT (H) Niveis de TNF-a 24
horas ap6s CLP (1) Niveis de IL-1B 24 horas apds CLP (J) Niveis de 1L-17 24 horas apds CLP (K) Niveis de TGF-
B 24 horas apds CLP (L) Niveis de I1L-10 24 horas ap6s CLP. Os resultados representam a médiatEPM. *p<0.05

tratamento (FLAb ou FLAb com Ertapenem) versus grupo CLP. #p<0.05 tratamento (FLAb ou FLAb com
Ertapenem) vs grupo Ertapenem. (two-way ANOVA seguida pelo pds teste de Boferroni).
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Fonte: Elaborado pela autora do trabalho.

Na Figura 24 mostra em resumo que o tratamento com a FLAb em modelo de sepse letal
apresenta atividade antimicrobiana, anti-inflamatoria, reduz o estresse oxidativo, protege os

animais do dano celular bem como da disfuncédo hepatica.
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Figura 24. Resumo do efeito da FLAb nos parametros bioquimicos e do estresse oxidativo no figado. Efeito
da FLAD na disfuncdo hepatica (1) 6 e 24 horas ap6s CLP ocorre aumento da carga bacteriana (2) 6 horas ap6s a
CLP a FLAD reduz o recrutamento de neutréfilos (3) 24 horas ap6s a CLP a FLAb reduz a carga bacteriana (4) 6
e 24 horas ap6s a CLP a FLAb protegeu os animais do dano oxidativo, do processo inflamatério e da disfuncéo
hepaética.
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Fonte: Elaborado pela autora do trabalho.
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5.2.5 Avaliacdo do efeito do tratamento de flab isolada ou concomitante com ertapenem

nos parametros bioquimicos e do estresse oxidativo no coracao

A reposta inflamatoria exacerbada associada a disfuncéo endotelial vascular resulta no
aumento do infiltrado de neutréfilos nos cardiomidcitos e aumento de agregados plaquetas-
leucdcitos no coracdo. Em consequéncia o paciente séptico desenvolve disfuncéo cardiaca (L1U
etal., 2017). Nesse sentido, neste estudo foi avaliado dano cardiaco através dos niveis de MDA
e CK-MB e o perfil imunolégico e do estresse oxidativo apds a inducdo de CLP.

Dentro de 24 horas ap6s CLP néo foi observado alteracdo significativa na massa total
do coracdo dos animais tratados com FLAb comparados ao grupo CLP-salina (Figura 25-A).
No entanto, os animais apresentaram aumento da migracdo de neutréfilos, com aumento de
MPO, associado a elevada carga bacteriana 24 horas ap6s a inducao de sepse (Figura 25-B e
D). Em relacdo aos parametros do estresse oxidativo, o grupo CLP+sal apresentou aumento do
estresse oxidativo com elevado niveis de NO (Figura 25-C) e MDA (Figura 21-F). Além disso,
0s niveis da enzima CK-MB, que correspondem ao dano cardiaco estavam elevados 24 horas
apos a inducéo da sepse (Figura 25-E).

Por outro lado, o tratamento com a FLAb protegeu 0s animais do dano cardiaco através
da reducgdo dos niveis de MPO, NO, MDA e CK-MB (Figura 25- B, C e E), assim como
eliminou a carga bacteriana (Figura 25-D), e aumentou da enzima antioxidante GSH (Figura
25-G).

Os niveis séricos de TNF-a, IL-1B e IL-17 (Figura 25-1, J e K) do grupo CLP+Sal no
tecido cardiaco 24 horas ap6s a inducdo estavam elevados enquanto os niveis de TGF- f
diminuiu e IL-10 ndo alterou em relacdo aos animais Sham (Figura 25-K e L). O tratamento
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com a FLAb apresentou um perfil anti-inflamatorio, com redug&o dos niveis séricos de TNF-a,
IL-1pB e IL-17 (Figura 25-H, | e J) comparado ao grupo CLP-salina, e aumento dos niveis de
IL-10 (Figura 25-N), mas ndo TGF- B. Em relagdo ao grupo CLP+F-ERTA, 0s niveis das
citocinas pro inflamatorias (TNF-a, IL-1pB e IL-17) foram semelhantes a terapia isolada com
FLAb (Figura 25-H, | e J) , no entanto, os niveis de TGF-f foram maiores que o grupo
CLP+FLAD (Figura 25-K), enquanto que os niveis de IL-10 reduziram (Figura 25-L).

Figura 25. Efeito da FLAb de flab isolada ou concomitante com ertapenem nos parametros bioquimicos e
do estresse oxidativo no coracao. (A) peso do coracgéo (g) (B) Niveis de MPO no coragdo (C) Niveis de 6xido
nitrico no coracdo (D) Carga bacteriana no coracéo (E) Niveis de CK-MB (F) Niveis de MDA no coracéo (G)
Niveis de GSH (H) Niveis de TNF-a 24 horas apds CLP (I) Niveis de IL-1p 24 horas ap6s CLP (J) Niveis de IL-
17 24 horas apés CLP (K) Niveis de TGF-B 24 horas ap6s CLP (L) Niveis de 1L-10 24 horas apés CLP Os
resultados representam a média+tEPM. *p<0.05 tratamento (FLAb ou FLAb com Ertapenem) versus grupo CLP.
#p<0.05 tratamento (FLAb ou FLAb com Ertapenem) vs grupo Ertapenem. (two-way ANOVA seguida pelo pés
teste de Boferroni).
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Fonte: Elaborado pela autora do trabalho.
Na Figura 26 mostra em resumo que o tratamento com a FLAb em modelo de sepse
letal apresenta atividade antimicrobiana, anti-inflamatdria, reduz o estresse oxidativo, protege

os animais do dano celular bem como da disfungao cardiaca.
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Figura 26. Resumo do efeito da FLAb de flab isolada ou concomitante com ertapenem nos parametros
bioquimicos e do estresse oxidativo no coragdo. (1) 24 horas ap6s CLP ocorre aumento da carga bacteriana (2)
24 horas apés a CLP a FLAb normalizou o recrutamento de neutrdfilos (3) 24 horas apds a CLP a FLAb normalizou
os parametros do hemograma (4) 24 horas apés a CLP a FLAb protegeu os animais do dano oxidativo, reduziu o
processo inflamatério e evitou o dano cardiaco.
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Fonte: Elaborado pela autora do trabalho.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo foi demostrado o efeito anti-inflamatorio e antioxidante da FLAD in
vitro, através da inibi¢do da atividade da NF-kB bem como da redugdo de mediadores pro-
inflamatdrios TNF-a, IL-6 e NO. Em modelo de sepse letal induzida por CLP em murinos, o
tratamento com FLAb protegeu os animais sépticos da disfuncdo organica, levando a
homeostase dos pardmetros da coagulagéo e do estresse oxidativo evitando o desenvolvimento
dos danos microvascular, cardiaco e hepatico, assim como reduziu a carga bacteriana, melhorou
0s parametros clinicos tais como a aparéncia, responsividade, temperatura e peso corporal, 0
que ocasionou 0 aumento da sobrevida.

Fracdes lipidicas obtidas do cogumelo Agaricus sdo ricas em esterdis tais como
ergosterol, agarol e peroxido de ergosterol. No entanto, o cultivo de cogumelos em diversos
substratos podem modificar o contetdo de ergosterol como mostrado anteriormente por nossos
colaboradores em que avaliaram o conteudo de esterdis totais (ug / g) obtido do micélio de
A.brasiliensis (6,23+0,66) cultivado em substrato convencional e quando obtida através da
fermentacdo da erva-mate com A.brasiliensis (21,32+3,74) (dados ndo publicados). Em nosso
estudo, a fracdo lipidica foi obtida a partir do micélio de A.brasiliensis cultivado em
|.paraguariensis e posteriormente foi avaliado o seu efeito in vitro e em modelo de sepse letal
em murinos.

Diversos estudos mostram que o ergosterol extraido de nutracéuticos tais como a
Monascus anka (YONGXIA et al., 2020), Agaricus bisporus (GIL-RAMIREZ et al., 2014),
Calocybe indica (RATHORE et al., 2020) e Agaricus blazei (CORREA et al., 2018a)
apresentam atividade antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatoria, anticolerosterémica e
anticarcinogénica. De acordo com Medina; luga; Trigos, (2016) o efeito antioxidante de
esterdis como o ergosterol, se da pela capacidade deste reagir com radicais livres tais como
*OOH ¢ *OCCHzs e provavelmente com radicais alquil-peroxil. Além disso, de acordo com a
literatura os esterois provenientes de cogumelos e plantas (os chamados fitoesterois) tem
capacidade modular a resposta imune e 0 estresse oxidativo nos processos inflamatérios através
da inibicdo da via NF-kB/p65 (HUAN et al., 2017; KOBORI et al., 2007). In vitro, a esses
dados corroboram com nossos resultados, o tratamento com 1,5 e Sug/mL da FLAb foi capaz
de inibir a atividade da NF-kB in vitro mesmo com a adicéo do estimulo de LPS.

A via NF-kB ¢ responsavel pela proliferagdo celular, produgdo citocinas pro-
inflamatdrias tais como TNF-a e IL-6, quimiocinas, e na resposta ao estresse oxidativo, a qual

tem um importante papel no desenvolvimento da disfuncdo organica da sepse (MUSSBACHER
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etal., 2019). De acordo com Xu et al., (2018), o ergosterol inibe a via de sinalizacdo NF-kB/p65
através do aumento da expressao do fator nuclear eritrdide 2 (Nrf-2) (XU et al., 2018). O Nrf-
2 regula negativamente a via de sinalizagdo NF-kB através da redugdo dos niveis de ROS
intracelular e inibe a degradacao do proteassomal ixB-a assim como a translocagao nuclear do
NF-xB (SAHA et al., 2020). Alem disso, o Nrf-2 aumenta a expressdo da enzima
Hemeoxigenase-1 (HO-1), a qual tem papel crucial na inflamagéo protegendo do estresse
oxidativo e dano celular (VIJAYAN; WAGENER; IMMENSCHUH, 2018).

Desta forma, considerando a capacidade da FLAb inibir a via NF-xB, com reducao dos
mediadores pré-inflamatdrios (NO, TNF-a e IL-6) in vitro, foi avaliado o efeito do tratamento
com a FLADb isolada ou concomitante com ertapenem em modelo de sepse letal. O modelo de
ligadura e perfuragéo cecal pode levar a peritonite grave e MOD. A peritonite induzida por CLP
replica fatores e complexidade da fisiopatologia inflamatoria da sepse humana induzida pela
interacdo patdgenos e hospedeiro (SJAASTAD et al., 2020). Nesse sentido o modelo CLP é
considerado padréo ouro no estudo no desenvolvimento de novas terapias eficazes para sepse
(GONG; WEN, 2019).

Em modelo de sepse letal, o tratamento com a FLAb foi capaz de aumentar a sobrevida
dos animais sépticos. Além disso, os animais que receberam a FLAb isolada ou associada ao
antibidtico apresentaram melhor progndéstico quando comparada aos animais que receberam
apenas o ertapenem. Sabe-se que 0 aumento da sobrevida na sepse e do excelente prognostico
dos animais assim como em humanos esta intimamente relacionado com a reducdo da carga
bacteriana, reducdo do estresse oxidativo e regulacdo do sistema imune (OPOTA; JATON;
GREUB, 2015). Nesse sentido, estudos mostram que terapia antimicrobiana tem o papel central
no aumento da sobrevida dos pacientes, em que sua administracdo tardia leva ao aumento da
taxa da mortalidade em 2% a cada hora dos pacientes na UTI (FERRER et al., 2014,
MARTINEZ et al., 2020).

Embora o ertapenem, um carbapenémico, tem-se mostrado eficaz na reducdo da
mortalidade por infeccdes comparado aos demais antibiGticos da mesma classe (GUTIERREZ-
GUTIERREZ et al., 2016), a terapia antimicrobiana por si s6 pode néo ser efetiva, como ja foi
discutido anteriormente por Halbach et al., (2017). Os autores avaliaram o efeito do antibidtico
imipenem (25mg/Kg de peso corporal) em diferentes protocolos de tempo (1h antes, 3 e 6h
apos a indugdo da sepse letal, bem como 4, 24 e 48h apds a CLP) e ndo foi observado diferenca
significativa na sobrevida. Posteriormente observaram que mesmo sem a presenca de bactérias

0s animais vinham a obito comprovando que apenas 0 uso de antibiotico ndo € eficaz no
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aumento da sobrevida e controle da sepse devido a componentes bacterianos que ativam a
resposta inflamatéria (HALBACH et al., 2017).

Os parametros clinicos permite avaliar o prognostico dos pacientes com sepse, para isso
em humanos ¢ utilizado o APACHE 2 (Acute Physiology and Chronical Health Evaluation),
SAPS Il (Simplified Acute Physiology) e SOFA (Sequential Organ Failure Assessment). O uso
de protocolos que indiquem o progndstico do paciente esta intimamente relacionada com a taxa
de mortalidade destes pacientes. Jee et al., (2020), avaliaram as taxas de mortalidade de
pacientes que tiveram o diagnostico precoce da sepse (admitidos dentro de uma hora no
departamento de emergéncia) e os pacientes que tiveram diagndstico tardio (os demais) atraves
do uso de SOFA e APACHE Il. Os autores reportaram que 0s pacientes que foram
diagnosticados precocemente apresentaram mortalidade significativamente menor em
comparagdo com os pacientes que foram diagnosticados tardiamente.

Em animais sépticos o indice de progndstico é realizado através de M-CASS (mouse
clinical assessment score for sepsis) ou MSS (murine sepsis score) (SHRUM et al., 2014). No
presente estudo os animais submetidos a CLP letal e tratados com FLAb apresentaram reducao
dos escores do MSS. Apos trés horas da CLP os animais ndo apresentavam piloerecdo (que
pode caracterizar dor), encontravam-se ativos com a atividade ligeiramente suprimida, com os
olhos abertos, respiragéo ligeiramente reduzida. Embora os animais que foram tratados com
CLP associado ao antibidtico ertapenem apresentaram reducdo dos escores significativamente
apos seis horas da inducdo da sepse, estes animais apresentaram melhora do quadro clinico com
aumento de sobrevida. Nesse contexto, considerando o indice de prognéstico dos animais
sépticos associado a literatura foi definido o tempo de 6 e 24 horas apds a inducéo da sepse para
avaliar o efeito da FLAb isolada ou associada ao antibiético ertapenem no desenvolvimento da
sepse através de parametros do estresse oxidativo, bioquimico e imunolégico.

A inducdo de sepse por CLP consiste no rompimento da barreira intestinal levando a
difusdo persistente da microbiota intestinal na cavidade peritoneal com entrada de micro-
organismo na corrente sanguinea, que ocasiona alteracdes imunologicas, hemodindmicas e
metabolicas e a faléncia multipla de érgdos observada na sepse (KAKIHANA et al., 2016; LI
et al., 2018). Nesse sentido, inicialmente foi avaliado o efeito da FLAb isolada ou associada a
antibioticoterapia no primeiro sitio inflamatorio apds a inducao da sepse, a cavidade peritoneal.

Nas primeiras 6 horas apds a CLP, a administragdo da FLAD via intraperitoneal mostrou
efeito antimicrobiano na cavidade abdominal. Anteriormente Corréa et al., (2018), mostrou que
extrato de Agaricus rico em ergosterol possui excelente atividade bacteriostatica frente a

bactérias gram-negativas e gram-positivas que podem ser encontradas no trato gastrointestinal
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de camundongos e em humanos, entre estas a Escherichia coli, Staphyloccocus aureus e
Salmonella enteritidis. Outra hipdtese mostrada na literatura € que o ergosterol tem a
capacidade de aumentar o efeito antimicrobiano de antibidticos como aminoglicosideos,
tornando-os mais eficaz. Acredita-se que o ergosterol pode alterar a membrana das bactérias
potencializando a captacdo do antibiético (ANDRADE et al., 2018)

Ainda no estagio inicial da sepse, 0 aumento da carga bacteriana e seus produtos na
cavidade peritoneal irdo ativar células do sistema imune como 0s mondcitos e aumentar o
recrutamento de neutrdfilos para o sitio inflamatorio. Os neutrofilos a fim dos contribuirem
com a eliminacdo do patdgeno, liberam o conteldo dos granulos incluindo a MPO a qual
sintetiza &cido hipocloroso e outros oxidantes reativos sdo importantes na defesa do hospedeiro
e esta associado com o clearance bacteriano (SCHRIJVER et al., 2017).

No entanto, a producéo excessiva de mediadores pro-inflamatérios na sepse resulta no
estado pro-oxidante com desequilibrio entre a formacdo e a remoc¢do dos radicais livres no
organismo, decorrente da diminuicdo dos antioxidantes enddgenos, como a GSH, o que
favorece a ocorréncia de lesdes oxidativas em macromoléculas e estruturas celulares, que irdo
inibir as funcdes fisioldgicas inclusive podendo resultar na morte celular como observado
anteriormente em nosso estudo em modelo de sepse em murinos (DE SOUZA GOMES et al.,
2018; PRAUCHNER, 2017).

Na cavidade peritoneal a FLADb reduziu a geragdo de ROS e protegeu do dano tecidual.
Recentemente, Dupont et al., (2021) propuseram quatro mecanismo dos esterois na atividade
antioxidante na prevencao de peroxidacdo lipidica: i. devido a transferéncia de atomo de
hidrogénio do esterol para o radical livre; ii. a transferéncia de elétrons do esterol para o radical
livre; iii. transferéncia de elétrons seguida da transferéncia de prétons para o radical livre e por
fim iv. a formacdo de um aduto radical, o qual consiste na ligacdo de um radical com um esterol
fornecendo estabilidade ao radical.

Além da atividade antioxidante a FLAb apresentou atividade imunomoduladora 24
horas apds a indugdo da sepse através da reducdo dos niveis de TNF-a e TGF-B em
contrapartida aumentou os niveis de IL-18 e IL-10. No estagio inicial da sepse o paciente
apresenta uma resposta inflamatoria exacerbada e posteriormente supressdo imunolégica. O
aumento de TGF-P na sepse tardia esta associado ao aumento da mortalidade, reducdo da
depuracdo bacteriana e aumento da lesdo tecidual (ZHOU et al., 2020), logo a reducdo do niveis
de TGF-B 24 horas ap0s a inducdo da sepse pode caracterizar um bom prognostico dos animais

sépticos tratados com a FLAD.
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Em relacéo a citocina IL-1p, estudos mostram que o aumento de IL-1p na fase tardia da
sepse estimula a proliferacdo, migracéo e diferenciacéo de células da medula 6ssea revertendo
a paralisia imunologica da sepse (GUO et al., 2021). Enquanto o0 aumento de IL-10 promove a
expansdo de células Treg. De acordo com Nascimento et al., (2017) pacientes que sobrevivem
a sepse apresentam aumento de IL-33 que induz a diferenciagdo de macrofagos do tipo M2 e
estes sdo secretores de IL-10. O mesmo é observado em modelo de sepse letal em murinos.

Durante processo inflamatdrio da sepse, a alteracdo da morfologia dos eritrocitos
modifica a afinidade da hemoglobina pela molécula de oxigénio (SIMCHON; JAN; CHIEN,
1987). O aumento da afinidade da hemoglobina pelo oxigénio compromete o transporte de
oxigénio para os tecidos e aumenta a conversdo de oxigénio em EROs (BATEMAN et al.,

2017). Além disso, in vivo (por volta de 6 horas apds a indugdo) é possivel observar a
diminuicdo da deformabilidade dos eritrdcitos, perdem a capacidade de liberar vasodilatadores
e se agregam facilmente o que contribui para o desenvolvimento da disfuncdo microvascular.
Em humanos é possivel observar dentro de 24 horas apds a admissdo de pacientes criticos
(BATEMAN et al., 2017; HUA et al., 2018). A deformabilidade de eritrdcitos é observada por

meio da amplitude de distribuicdo dos eritrocitos (RDW), e tem sido associada como
biomarcador de inflamacao cronica e na sepse e tem mostrado relacdo direta com aumento da
mortalidade dos pacientes que ddo entrada na UTI (KIM et al., 2013; MAHMOOQOD et al., 2014).
No estagio inicial da sepse além das alteracBes dos eritrocitos ocorre degradacdo do
glicocalice das células endoteliais o que resulta no comprometimento da barreira endotelial
causando aumento da permeabilidade endotelial com extravasamento de fluidos e células e
consequentemente compromete a perfusdo microcirculatéria (BEURSKENS et al., 2020). Um
estudo realizado por Vardon Bounes et al., (2018), mostraram que dentro de oito horas ap6s a
inducdo da sepse por CLP a contagem global de leucécitos diminuiu significativamente sendo
que a neutropenia foi observada nas primeiras quatro horas apo6s a inducdo da sepse, assim
como a contagem de plaquetas que reduziu progressivamente ap0s 24 horas.

O modelo CLP letal reproduz alteracGes que caracterizam um fendtipo pré-inflamatorio
das células endoteliais vasculares como aumento da expressdo de moléculas de adesdo,
citocinas pré-inflamatorias (TNF-a, IL-1 e IL-6), reducdo da expressdo de VE-caderina e ZO-
1, responsaveis pela permeabilidade do tecido endotelial. Além disso, 0 modelo CLP apresenta
alteracOes na ativacao e agregacao plaquetaria na sepse, através do aumento da expresséo de p-
selectina 24 horas persistindo até 48 horas ap6s CLP, o que caracteriza aumento da ativago

plaquetaria, com formacdo de imunotrombos desde as primeiras quatro horas na
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microcirculacdo em diferentes 6rgdos resultando na disfun¢do microvascular (BRASS, 2010;
LIVERANI et al. 2017).

Recentemente, Zhong et al., (2021) mostraram que em modelo de sepse em murinos
ocorre hiperatividade do receptor P2Y12 , um receptor central na ativagdo plaquetaria. A
ativacdo deste receptor por nucleotideos como a ADP nas plaquetas, contribui com a geragao
de trombina, aumenta a expressao do fator tecidual e a expresséo de p-selectina que promove a
agregacao plaquetas-leucdcitos e amplificacdo da cascata de coagulacéo (LI; ZHANG; CAO,
2021). A ativacdo das plaquetas por P2Y12 leva aumento da liberacdo de mediadores pro-
inflamatorios como citocinas, quimiocinas e ligante CD40 soltvel (sCD40L) o que aumenta o
recrutamento e agregados com leucdcitos em especial neutréfilos. Com isso, os neutrofilos
produzem ERO e liberam NETSs levando a disfungéo endotelial (MANSOUR et al., 2020).

No presente estudo, foi observado que o tratamento com a FLAb isolada ou associada a
anbioticoterapia, normalizou os parametros da coagulacéo e preveniu a trombocitopenia grave.
Além disso, o tratamento com a FLAb protegeu do dano endotelial por peroxidacao lipidica
embora os niveis e NO estivessem elevados. De acordo com Feng, Hou, Cheng (2017), o
ergosterol é capaz de inibir a ativacdo e agregacdo plaquetaria. Os autores testaram in vitro
frente a quatro tipos de indutores plaquetarios (&cido araquidénico, trombina, colageno e
adenosina difosfato) e o ergosterol inibiu a ativacdo dos receptores AMPc e P2Y12. Nesse
contexto, acredita-se que a FLAD tem atividade antimicrobiana eficaz através da ativacéo de
leucdcitos sem levar o dano endotelial, evitando desta forma o desequilibrio da coagulacgéo.

A disfuncdo endotelial também é observada na microvasculatura hepatica. Estudos
apontam que a translocacao de endotoxinas e patdgenos da circulacao sistémica para o sistema
porta-hepatico sdo reconhecidos pelos hepatdcitos desencadeando o processo inflamatério com
aumento de citocinas pré-inflamatdrias tais como TNF-a e IL-1B além de ERO ¢ NO. O
aumento de TNF-a ativa neutrofilos e aumenta a expressao de moléculas de adesédo nas células
endoteliais sinusoidais (YAO; WANG; YIN, 2014). No estagio inicial da sepse induzida por
neutrofilos recrutados secretam enzimas proteoliticas e ERO o resulta em dano nas células
endoteliais sinusoidais e hepatdcitos em consequéncia, € possivel observar diminuicdo do fluxo
sanguineo hepatico e dano mitocondrial (HUANG et al., 2020). O dano nos hepatocitos pode
observado através das enzimas transaminases ALT, AST e a sua razdo (EL-NAHHAL;
AL_SHAREEF, 2018; ZHAO et al., 2020).

Em nosso estudo, foi observado o aumento do infiltrado de neutrdfilos e edema das
células hepaticas foi observado no grupo CLP+Sal através do aumento da massa hepatica e dos

niveis de MPO seis horas ap6s a indugdo da CLP. Sabe-se que a MPO ¢é derivada de ERO e
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tem como principal atividade eliminar bactérias durante a sepse. No entanto, estudos apontam
que niveis elevados de MPO esta associado a disfungdo organica devido aumento do estresse
oxidativo associado com anormalidades metabolicas como a geracdo de lipoproteinas o que
aumenta o risco de trombose e em células endoteliais leva a expressao de FT amplificando o
processo inflamatorio sisttmico (NDREPEPA, 2019).

Por outro lado, o grupo CLP+FLADb e CLP+F-erta, ndo desenvolveu uma resposta
inflamatdria exacerbada e consequentemente dano hepatico, este fato foi observado através da
reducdo de ALT, AST e MDA bem como apresentaram perfil anti-inflamatorio. O mecanismo
protetor do ergosterol no desenvolvimento da disfungdo hepatica pode ser justificado através
do aumento do fator de transcrigdo Nrf2 (XIE et al., 2020). Um estudo realizado por Li et al.,
(2021) mostrou que a deficiéncia de Nrf2 em camundongos sépticos apresentaram dano
hepatico com elevados niveis de ALT, AST e MDA, além do aumento de citocina pro-
inflamatdrias (TNF-a, IL-1pB).

Ainda de acordo Tai et al., (2016) outro mecanismo protetor hepatico do ergosterol é
através da regulacdo positiva do Receptor Gamma ativado por proliferador de peroxissoma
(PPARYy). Estruturalmente os PPARs sdo semelhantes aos receptores de esterdides sendo
ativados por ergosterol. A ativacdo PPARy regula negativamente citocinas pro-inflamatérias
TNF-o, IFN-y, IL-2, IL-1B, IL-6, MCP-1 e MIP-1f e diminui a ativagdo de TLR-4. Além disso,
PPARy polariza os macrofagos em fendtipo M2 com perfil anti-inflamatério (MONROY -
RAMIREZ et al., 2021).

Os PPARs também sao altamente expressos em cardiomidcitos. A ativagao dos PPARy
tem mostrado efeito protetor nos cardiomidcitos através da regulagcdo positiva da proteina
antiapoptatica Bcl-2 e inibigdo de NF-kB (CHANDRA; MIRIYALA; PANCHATCHARAM,
2017). Recentemente,Xie et al., (2020), avaliou o estresse oxidativo no dano miocéardico
induzido por Isoproterenol. Os autores mostraram que o tratamento de ergosterol com diferentes
doses 5mg/Kg, 25mg/Kg e 50mg/Kg diminuiu a expressdo de Bax, citocromo c, caspase-3,
caspase 9, PARP, e aumentou os nhiveis de Bcl-2, Nrf2 e HO-1. Além disso, mostraram que as
doses de ergosterol foram capazes reduzir os niveis das enzimas marcadoras de disfuncédo
cardiaca como 0 CK-MB em modelo de rato, além disso reduziu MDA e aumentou 0s niveis
de SOD comprovando o efeito cardioprotetor do ergosterol.

O estresse oxidativo na disfuncdo orgéanica como ja discutido anteriormente, contribui
com a piora da progressdo da sepse (WINKLER et al., 2017). Espécies reativas tais como o0 NO
tem um papel fundamental na regulacdo do tonus vascular e na manutencdo da integridade

endotelial, no entanto em excesso estd envolvido no dano tecidual, disfungdo endotelial,
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alteracdo da presséo arterial (ZHANG, 2017). Nesse contexto, 0 aumento de NO e citocinas
pro-inflamatorias por cardiomiocitos e pelo infiltrado de células do sistema imune no coragéo
regulam negativamente os receptores B-adrenérgicos levando a depressdo miocardica das vias
de sinalizacéo pds-receptor. Além disso, niveis elevados destes mediadores levam a disfungéo
na permeabilidade mitocondrial e alteram os niveis de Ca®" intracelular e consequentemente
causam disfuncdo contratil dos cardiomiocitos dos pacientes sépticos (KAKIHANA et al.,
2016; POVEDA-JARAMILLO, 2021).

No presente estudo, os animais tratados com FLADb isolada ou associada ao ertapenem
apresentaram reducdo de NO, de citocinas pré-inflamatorias (TNF-a, IL-1B) aumento das anti-
inflamato6ria (IL-10) quando administrado somente FLAb e aumento de TGF- quando
administrado concomitantemente com ertapenem evitando desta forma o desenvolvimento do

dano cardiaco.
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7. CONCLUSAO

No presente estudo mostramos que a Fracdo lipidica de A.brasiliensis cultivado em
I.paraguariensis em diferentes concentracdes (1,25 e 5 pg/mL) apresenta atividade
antioxidante através do sequestro de radicais in vitro e ndo causa citotoxicidade em linhagem
de macréfagos RAW 264.7-Luc. Além disso, a FLAb manteve a capacidade fagocitica,
diminuiu os niveis de NO na menor concentracao, reduziu a atividade do fator de transcrigcdo
NF-kB ¢ consequentemente as citocinas pro-inflamatorias TNF-a e I1L-6, mostrando efeito
imunomodulador.

Em modelo de sepse letal induzida por CLP em murinos, 0s animais sépticos tiveram
diminuicdo da sobrevida e piora nos parametros clinicos tais como a aparéncia, responsividade,
temperatura e peso corporal. Por outro lado, o tratamento com 0,2mg/Kg de FLAb e o
tratamento com 0,2mg/Kg de FLAb associado ao antibidtico ertapenem (30mg/Kg) manteve os
animais vivos durante o periodo avaliado bem como foi observado a melhora nos pardmetros
clinicos. O tratamento dos animais sépticos com a FLAb somente assim como quando associado
ao ertapenem levou a homeostase dos parametros da coagulacdo e do estresse oxidativo
evitando o desenvolvimento da disfuncdo microvascular. Além disso, protegeu os animais do
desenvolvimento da disfuncdo organica, reduzindo a carga bacteriana, estresse oxidativo bem
como evitou o dano hepatico e cardiaco.

Nesse sentido, o presente estudo mostrou que o uso da FLAb como tratamento, assim
como adjuvante a antibioticoterapia na sepse se mostrou promissor devido a sua atividade

antioxidante, antimicrobiana e imunomoduladora.
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ANEXOS

ANEXO 1 — Certificado do comité de ética
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