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RESUMO

OLIVEIRA, A. L B. AVALIACAO DO EFEITO IMUNOMODULADOR DA B-
LAPACHONA EM MODELO DE SEPSE E IN VITRO. £.85. Dissertagdo de Mestrado,
Programa de Pds-graduagcéo em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal do
Para, Belém, 2018

Sepse é uma resposta inflamatéria sistémica decorrente de uma infecgao e falha na
resposta imune do hospedeiro. Apesar dos tratamentos atuais, a sepse continua
sendo umas das principais causas de morte em UTI. Assim, se torna necessario a
pesquisa por novas terapias para o controle da infec¢ao. A B-lapachona é uma orto-
naftoquinona obtida a partir da casca de Tabebuia avellanedae conhecida por sua
atividade antimicrobiana e anti-inflamatéria por meio da imunomodulacido. Neste
estudo, foi avaliado o efeito de B-lapachona sobre a infecgao polimicrobiana induzida
por ligadura e perfuragéo cecal (CLP). Camundongos swiss foram divididos em 4
grupos pré e po6s tratados, sendo que um deles apenas recebeu o procedimento
cirurgico sem indugao de CLP (Sham). Os demais receberam por via intraperitoneal
solugao salina 0,9%, Antibiético (Ceftriaxona ou ertapenem) e B-lapachona 24 horas
antes, momento da indugédo (Pré-tratamento) da CLP e 7 dias ap6s CLP (Pds-
tratamento). A taxa de sobrevida foi analisada por um periodo de 16 dias. Apés 12, 24
horas e 7 dias do procedimento cirurgicos amostras dos animais de cada grupo foram
coletadas e foi avaliado a migragédo leucocitaria, carga bacteriana, parametros
oxidativos (NO, MDA e TEAC) e fagocitose. Além disso, foi investigado in vitro a
viabilidade celular do composto em diferentes concentragbes. O grupo pré-tratado
com B-lapachona mostrou aumento da taxa de sobrevivéncia de 100% em 16 dias. O
pré- tratamento com B-lapachona causou um aumento na migragao de células
mononucleares e reduziu o niumero de neutréfilos para o peritbnio. Apresentou
também redugéo da carga bacteriana,niveis de NO e MDA reduzidos e aumentodos
niveis de antioxidante no soro. Por outro lado, houve aumento nas concentracdes de
MDA nas amostras de 6rgdos dos animais apesar do aumento de antioxidantes totais.
Com relagao ao poés-tratamento verificou-se aumento de sobrevida em 60% e alguns
parametros semelhantes ao grupo CLP tratado com salina. No ensaio de viabilidade
celular verificou-se que a concentragcdo de 1,00 uM manteve 82% viaveis.Assim, os
melhores resultados do potencial efeito farmacolégico do composto no pré-tratamento,
pode ter ocorrido porque a intervencao terapéutica ocorre mais cedo no processo da
doenca em comparacao com a situacgao clinica.

Palavras-chaves: B-lapachona, Sepse, Imunomodulacao.



ABSTRACT

OLIVEIRA, A. L B. EVALUATION OF THE IMMUNOMODULATOR EFFECT OF B-
LAPACHONE IN SEPSE MODEL AND IN VITRO. Masters Dissertation, Post-
Graduation Program in Pharmaceutical Sciences, Federal University of Para, Belém,
2018.

Sepsis is a systemic inflammatory response resulting from an infection and failure of
the host immune response. Despite the current treatments, sepsis remains one of the
main causes of death in ICU. Thus, it is necessary to discover new therapies developed
to control the infection. B-lapachone is an ortho-naphthoquinone obtained from the
bark of Tabebuia avellanedae known for its antimicrobial and anti-inflammatory activity
through immunomodulation. In this study, the effect of B-lapachone on polymicrobial
infection induced by ligature and cecal perforation (CLP) was evaluated. Swiss mice
were divided into 4 pre and post treated groups, and one of them only received the
surgical procedure without induction of CLP (Sham). The others received
intraperitoneal saline 0.9%, antibiotic (Ceftriaxone or ertapenem) and B-lapachone 24
hours before, induction time (Pretreatment) of CLP and 7 days after CLP (Post-
treatment). The survival rate was analyzed for a period of 16 days. After 12, 24 hours
and 7 days of the surgical procedure the samples of the animals of each group were
collected and evaluated the leukocyte migration, bacterial load, oxidative parameters
(NO, MDA and TEAC) and phagocytosis. In addition, the cell viability of the compound
in different concentrations was investigated in vitro. The group pretreated with -
lapachone showed an increase in the survival rate of 100% in 16 days. Treatment with
B-lapachone caused an increase in the migration of mononuclear cells and reduced
the number of neutrophils to the peritoneum. It also showed reduced bacterial load,
reduced NO and MDA levels and increased serum antioxidant levels. On the other
hand, there was an increase in the concentrations of MDA in samples of animal organs
despite the increase of total antioxidants. With regard to posttreatment, there was an
increase in survival of 60% and some parameters similar to the CLP group treated with
saline. In the cell viability assay it was found that the concentration of 1.00 yM
maintained 82% viable. Thus, the best results of the potential pharmacological effect
of the compound on pretreatment may have occurred because the therapeutic
intervention occurs earlier in the disease process compared to the clinical situation.

Keyword: B-lapachone, Sepsis, immunomodulation.
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1. INTRODUGAO

A sepse é uma disfungao organica com potencial risco de morte, causada por
a uma resposta imune desregulada no hospedeiro associada a um processo
infeccioso, induzido principalmente por bactérias ( SINGH; EVANS, 2012; SINGER et
al., 2016). Durante a sepse, o0 organismo desencadeia uma resposta inapropriada,
com producido excessiva de mediadores inflamatérios e desequilibrio no sistema
redox (STEARNS-KUROSAWA et al., 2011). Desta forma, a regulagao da resposta
imune do hospedeiro é essencial para controlar os danos teciduais ocasionados pela
inflamacgao e pelo préprio patdégeno (MATSUKAWA et al., 2000).

Sepse ¢é a principal causa de mortalidade de pacientes em unidade de terapia
intensiva (UTI), apesar de abordagens terapéuticas modernas, incluindo a intervencéo
cirargica, tratamento com antibiéticos especificos, suporte nutricional ou terapias com
anticorpos (CHUNG et al., 2003). Dessa forma, a procura por farmacos com alta
eficiéncia anti-inflamatéria e com menos efeitos colaterais possiveis sdo necessarias.
Nesse sentido, B-lapachona é bastante estudada devido as suas atividades anti-
inflamatéria e imunomoduladora em varios processos patogénicos (SITONIO et al.,
2012).

A B-lapachona é uma orto-naftoquinona isbmera do lapachol, conhecida
quimicamente por [3,4-dihidro-2,2-dimetil-2H-naftol (1,2-b) pirano-5,6-diona]. Esta
substancia pode ser isolada do ipé roxo ou pau d’arco roxo (Tabebuia avellanedae),
da familia Bignoniaceae (PLACHON et al.,, 1995; DOCAMPO et al., 1978). Este
composto apresenta diversas atividades farmacoldgicas, tais como antibacteriana,
antifungica, tripanossomicida, antirretroviral e anti-inflamatéria (LI et al., 1993;
GUIRAUD et al., 1994; PINK et. al., 2000; KRISHNAN et. al., 2001; CARVALHO et.
al., 2002; PESSOA-ANTUNES et al., 2006; DONG-HO at. al., 2007; SALAS et al.,
2008).

Estudos anteriores in vitro mostraram que B-lapachona reduz significativamente
os niveis de oxido nitrico (NO) e a liberagao de prostaglandina E2(PGEZ2). Além disso,
a B-lapachona atenuou, de forma dose dependente, a expressdo de citocinas pro-
inflamatérias, tais como interleucinas (IL) 1B, 6 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a) (DONG-HO et. al., 2007). Em modelo in vivo de inflamagao, este composto foi capaz
de inibir o fator nuclear kappa B (NF-KpB) através da regulagao proteina inibitéria IkBa,

com redug&o de citocinas pré-inflamatérias e NO (SITONIO et al., 2012).
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Em 2008, Byeon et. al. (2008) mostraram a agéo anti-inflamatoria de Tabebuia
avellanedae em modelo de edema na orelha estimulada pelo acido araquidénico, um
ativador de ciclooxigenase (COX)-2 que catalisa a producao de PGEZ2, e pelo éleo de
croton, um ativador de leucotrienos B4 e lipoxigenase. Esses autores mostraram que
o extrato aquoso de Tabebuia avellanedae diminuiu significativamente o edema
nestes modelos, devido a inibicdo da expressdao do RNAm das enzimas COX e
oxido nitrico sintase induzida (iNOS) que levou a diminuigao da produgédo de PGE2 e
NO em macrofagos.

Outro estudos também relatam que a B-lapachona foi capaz de induzir a
formacgao intracelular de espécies reativas do oxigénio (EROS) ( SILVA et al., 2003;
AIRES et al.,, 2014). O estresse gerado altera a divisdo celular por interferir no
“checkpoint” (ponto de checagem) levando a apoptose celular. Além disso, um estudo
realizado por MACEDO et al. (2013) concluiu que a formagdo de EROS por B-
lapachona produziu um efeito antimicrobiano sinérgico quando em combinagdo com
antibidticos testados em cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
(MRSA), resultados estes que podem ser aplicadas no futuro préoximo em terapias
alternativas para doencas infecciosas causadas por MRSA.

Mediante a alta taxa de mortalidade decorrente da sepse, é muito importante
investigar a agao de compostos que possam inibir a resposta inflamatéria sistémica,
desencadeada por células de defesa quando em contato com patégenos. Desta
maneira, avaliar a agao de um potencial agente imunomodulador e anti-inflamatério,

como a B-lapachona pode ser util para atenuar doengas inflamatérias como a sepse.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Sepse

A sepse é definida pela Society of Critical Care Medicine e a European Society
of Intensive Care Medicine como uma disfungéo organica com potencial risco de morte
devido a uma resposta imune desregulada do hospedeiro a uma infecgdo (SEYMOUR
et al., 2016). Além da sepse, o termo choque séptico foi definido como uma sepse
acompanhada por profundas anormalidades circulatdrias, celulares e metabdlicas
capazes de aumentar a mortalidade substancialmente(SECKEL; AHRENS, 2016). O
paciente pode ser clinicamente identificado com choque séptico quanto estiver na
presenca da sepse confirmada, mais hipotensao persistente. Nesse caso ha a
necessidade de vasopressor para elevar apressao arterial médiaacima de 65mmHg e
lactato > 2 mmol/L (18 mg/dL) apds a reanimagao volémica adequada (SHANKAR-
HARI et al. 2016).

O escore SOFA “Sequential Organ Failure Assessment” permite, em parte,
avaliar a evolugdo da disfungdo mdultipla de 6rgaos, principal foco dos tratamentos
intensivos (Tabela 01). A medida avalia o estado do paciente com base na func&o de
seis sistemas de 6rgdos em uma pontuagao que varia de 0 (Sem disfungao orgéanica)
a 4 (graves disfungbes organicas) (DE GROOTH et al., 2017).A sepse pode ser
identificada através de Pontuacao Total 22 pontos em SOFA, estando associado a
uma mortalidade hospitalar superior a 10%. (SINGER et al., 2016). Porém, o escore
SOFA nao é de uso comum por necessitar de variaveis laboratoriais que podem nao
estar disponiveis rapidamente (SINGER et al., 2016).
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Tabela 01. Escore do SOFA “Sequential Organ Failure Assessment’relacionado a Sepse. Adaptado de

Singer et al. (2016).

Escore
Sistema 0 1 2 3 4
Respiratorio >400 (53,3) <400 (53,3) <300(40) <200 (26,7) com <100 (13,3) com
PaO2/Fi02 mmHg suporte suporte
(kPa) respiratério respiratorio
Coagulagao 2150 <150 <100 <50 <20
Plaquetas, x103/uL
Hepatico <1,2 1,2-1,9(20- 2-5,9(33- 6-11,9 (102- >12 (204)
Bilirrubina:mg/dL 30) 101) 204)
(umol/L)
Cardiovascular PAM = PAM< Dopamina Dopamina5-15; Dopamina5-15;
70mmHg 70mmHg <5; epinefrina<0,1; epinefrina=0,1;
dobutamina  Norepinefrina<0,1  Norepinefrina>0, 1
Nervoso Central 15 13-14 10-12 6-9 <6
Escala de Glasgow
(coma)
Renal <12 1,2-1,9 2-34 3,5-4)9 >5 (440)
Creatinina:mg/dL
(umol/L) (110) (110-170) (171-299) (300-440) <200
Débito Urinario <500
(mL/d)

Legenda: FIO2: Fracdo inspirada de Oxigénio; PAM: Pressdo Arterial Média; PaO2: Pressdo de

oxigénio arterial

Adicionalmente, foi sugerido uma nova medida denominada SOFA rapido
(qSOFA) como forma de melhorar a triagem de pacientes sépticos sem usar qualquer
variavel laboratorial. Esta ferramenta permite avaliar de maneira mais simples e rapida
a identificacéo de pacientes que correm risco de desenvolver sepse (DE GROOTH et
al., 2017).0s critérios usados no q SOFA sao: PA sistolica menor que 100mmHg,
freqUéncia respiratéria igual ou maior que 22/min e alteragdo do estado mental (GCS
< 15). Cada variavel conta um ponto no score, em que uma pontuagao igual ou maior
a 2 indica maior risco de mortalidade ou permanéncia prolongada na UTI (SEYMOUR
et al., 2016).

Tem sido demonstrado que a mortalidade associada a sepse é crescente nos
ultimos anos(DELLINGER, 2007; MELAMED; SORVILLO, 2009; TANIGUCHI et al.,

2014). Estudos relativos a epidemiologia da sepse em paises com alta renda per
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capita sugerem altas taxas de incidéncia. Na Australia, em 2003, 194 por 100.000
habitantes, na Alemanha 335 casos por 100.000 habitantes em 2013, e nos Estados
Unidos 580 por 100.000 habitantes em 2006 (HOTCHKISS et al., 2016). A mortalidade
decorrente de sepse é cerca de 25-30%, e se eleva para 40-50% quando se trata de
choque séptico (COHEN et al., 2015). Entretanto, espera-se um continuo aumento da
mortalidade devido ao envelhecimento da populacao, aumento de doencas crénicas,
uso de imunossupressores, quimioterapia, procedimentos invasivose o0
desenvolvimento de agentes infecciosos mais virulentos e resistentes a antibioticos
(MAYR; YENDE; ANGUS, 2014; TURNIDGE, 2003). No Brasil, a sepse representa
um significativo problema de saude, a propor¢gdo de morte associada a sepse
aumentou de 9,8% em 2002 para 16,5% em 2010 (TANIGUCHI et al., 2014).

2.2 Fisiopatologia da sepse

A resposta inflamatéria na sepse é iniciada por micro-organismos em geral
(virus, bactéria, fungos e protozoarios). Estudos recentes realizados pela “European
Prevalence of Infection in Intensive” mostraram a incidéncia de bactérias gram-
positivas (46,8% dos casos) e gram-negativas (62,2%), no que Staphylococcus aureus
€ predominante (20,5%) seguido de Pseudomonas (19,9%), Enterobacteriacae
(16,0%) (MAYR; YENDE; ANGUS, 2014). Um estudo prospectivo realizado por
TABAH et al. (2012) em 162 UTls de 24 paises, revelou que das infecgbes
monomicrobianas, 58,3% eram causadas por gram-negativos, 32,8% por gram-
positivos, 7,8% por fungos e 1,2% por anaerdébios estritos.

As bactérias sao classificam de acordo com a caracteristica de sua estrutura

da parede celular (gram-positivas e gram-negativas) e morfologia (Figura 01).
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Figura 01: Parede celular bacteriana. Camada de peptidoglicano em paredes celulares gram-
positivas e gram-negativas, juntamente com outras caracteristicas uUnicas de sua estrutura. Fonte:
adaptado de https:/clinicalgate.com/cell-structure-and-function/

As bactérias gram-positivas possuem uma camada espessa de peptidoglicano e sao
desprovidas de lipideos na parede celular, juntamente com &cido teicdico e acido
lipoteicdico (LTA), que é ancorado a membrana celular (MAGRO, 2014; BROWN et
al. 2015). As bactérias gram-negativas, por sua vez possuem uma fina camada de
peptideoglicano no espacgo periplasmatico entre as membranas lipidicas, interior e
exterior, em que fica incorporada a molécula de lipopolissacarideo (LPS) (COHEN,
2002; BROWN et al. 2015), composta por polissacarideo ligado covalentemente ao
lipidio A e cadeia O, que é Unica para cada sorotipo bacteriano, e importante fator de
viruléncia (KABANOV et al. 2010)

A infeccdo microbiana é detectada através de estruturas comuns compartilhadas por
uma grande maioria de patégenos, os chamados padrées moleculares associados a
agentes patogénicos (PAMPs).( MOSSIE, 2013; BOYD; RUSSELL; FJELL, 2014,
CAWCUTT; PETERS, 2014). Os PAMPs sao reconhecidos por receptores
de Reconhecimento de Padrées (PRRs) que estdo localizados em membranas
celulares e compartimentos citosélicos de células imunes especializadas como
macrofagos, células dendriticas (CD)e polimorfonucleares(PMN) (RAYMOND et al.,
2017a)

Os mamiferos possuem varias classes distintas de PRRs, incluindo os receptores tipo
Toll (TLRs), uma familia de pelo menos 12 proteinas de membrana que desencadeiam

respostas imunes inata (Tabela 02).
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Tabela 02. PRRs comumente estudados e seus PAMPs e DAMPs associados. Adaptado de Raymond

etal. (2017).
PRRs  Localizagio PAMPs DAMP=
TRL1  Membrana Plasmatica Lipoproteina
TRLZ  Membrana Plasmatica Lipoproteina HMGE1
Peptidoglicano Hzp7o
Acido lipotdicoico 5100
TREL3 Endossoma RMA Viral
TRL4  Membrana Plasmatica Lipopolissacarides HMGE1
Hzp70
5100
Acido
hialurdnico
TRLS  Membrana Plasmatica Flagelina
TRLE  Membrana Plasmatica Lipoproteina
TRLY Endossoma RMA Viral
TRELS Endossoma RMA Viral
TRLS Endossoma DN& de patogeno miDNA
nOkA
Dectina Membrana Plasmatica Beta-glucanos
Mincle  Membrana Plasmatica SAP130
WOD1  Citoplasma Peptidoglicano
WOD2  Citoplasma Peptidoglicano
MALP3 Citoplasma RM& Viral nDOMA
ATP
RNA Viral AcidoUrico
RIG-1  Citoplasma RM& Viral
MDAS  Citoplasma RM& Viral
RAGE Membrana Plazsmatica AGEs
HMGE1
5100

Legenda: TRL:Receptores do tipo Toll; NOD: Dominio de oligomerizagéo de ligagéo a nucleotideos; RIG-

1:Gene induzido por acido retinoico I; MDA: Gene associado a diferenciagdo do melanoma 5; RAGE:

receptor para produtos finais de glicagéo avangada.

Os TLR-2 irdo reconhecer os PAMPs de bactérias gram-positivas, incluindo

lipoproteinas, lipopeptideos, peptideoglicanos e LTA, enquanto o TLR4 é responsavel

pelo reconhecimento de LPS e se destaca por ser um dos principais mediadores da
sepse ( NEILL; GOLENBOCK BOWIE, 2013; KAWASAKI; KAWAI, 2014;). A ativagao
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desses receptores resulta na expressdao de genes associados a inflamagao,
estimulando o sistema imune inato do hospedeiro, e imunidade adaptativa com
ativagao de linfocitos B e T que s&o especificos para antigenos particulares (PRUCHA;
ZAZULA; RUSSWURM, 2017)

Durante o inicio da infecgdo, uma complexa cascata de eventos € iniciada apés
a invasdo do hospedeiro por microorganismos patogénicos. Na sepse ocorre entao,
um processo dindmico que abrange uma resposta hiperinflamatéria seguido de uma
resposta anti-inflamatéria compensatéria (RAYMOND et al, 2017b; YUKI;
MURAKAMI, 2015). Como mostrado na figura 02, o estado pro-inflamatorio é
caracterizado pela ativacao de Leucécitos, do sistema complemento, da cascata de
coagulagao e morte celular necroética resulta em danos ao proprio organismo (ANGUS;
VAN DER POLL, 2013).

Perpetuagdo da inflamagdo

Ativagdo de Leucdcitos

L X
Ativagdo do sistema Ativagdoda cascata Morte celular
complemento de coagulagdo necrotica
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Figura 02: A resposta do hospedeiro durante a sepse. Apds infecgdo causada por bactérias, virus,
parasitas ou fungos e reconhecimento de PAMPs por PRRs ocorre ativagao de leucécitos, sistema
complemento, cascata de coagulagéo e por consequéncia da inflamagao exagerada a lesdo colateral
do tecido com morte celular necrética, que resulta em liberagdo de padrées moleculares associados a
dano DAMPs que perpetuam a inflamagao. Fonte: Adaptado de Angus; Van der poll, (2013).

2.2.1 ATIVACAO DE LEUCOCITOS

A resposta do hospedeiro a sepse é acionada pela ativacdo TLRs em células
imunes tais como macréfagos, PMN e células dendriticas. O reconhecimento de
PAMPs por estes receptores sinalizam uma resposta direcionada na eliminagéo do

patégeno. Os TLRs interagem com a molécula adaptadora, gene primario de
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diferenciagao mieldide 88 (MyD88), resultando em ativagao de fatores de transcrigao,
como o Fator Nuclear k B (NFKB). O NFkB € o principal fator de transcrigao durante
a inflamagao, que regula a transcricdo de genes para mediadores pro-inflamatérios,
tais como TNF-a, IL-1B, IL-6 entre outras, conforme mostrado na Figura 03
(KENDRICK; JONES, 2008; YUKI;MURAKAMI, 2015).

LPS

Macrofago

Bactéria gram-negativa

TNF-a, IL-1 e IL6, (COX) -2, INOS

Figura 03: Reconhecimento de LPS por TLR4 expressos pelas células de resposta imune do
hospedeiro como os macréfagos. O dominio intracelular de TRL4 interage com MyD88 com posterior
?zti(;/?;;)élo de NF-kB e transcricdo de mediadores pro-inflamatérios. Fonte: Adaptado de SHUKLA et al.,

A proteina MyD88 recruta cinases associadas ao receptor da IL-1 para ativar o
fator 6 associado ao receptor de TNF-a, que ativa o fator de crescimento beta
associado a cinase 1, que em seguida ativa o complexo IKK. Este complexo promove
a fosforilagédo do IkB e a sua degradagao resulta na ativagcdo do NF-kB, que sera
translocado para ao nucleo para induzir a expressado de mediadores pré-inflamatoérias
tais como TNF-q, IL-1 e IL6,COX-2, e das moléculas de adesdo(KENDRICK; JONES,
2008; RITTIRSCH; FLIERL; WARD, 2008). Além disso, sdo produzidos EROs por
células fagociticas que atuam na eliminagao da infec¢éo pela capacidade microbicida
resultante da explosdo oxidava (KAYMAK; BASAR; SARDAS, 2012).

As principais células responsaveis pela fagocitose e destruicdo de agentes
patogénicos durante a infeccdo do hospedeiro sdo os neutrofilos e os
mondcitos/macréfagos. Tais células consomem a molécula de oxigénio (O2) durante
seu metabolismo, com transferéncia de elétron, mediado pelo NADPH oxidase (NOX),
levando a produg¢ao do anion superoxido (O2™) e, em seguida dismutagao em peroxido
de hidrogénio (H202) (YESILKAYA et al. 2013). Durante a reagéo de Fenton, o H20O>
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produzido sofre redugéo para formar radical hidroxil (OH+), que é altamente reativo,
ou sera metabolizado pela enzima mieloperoxidase (MPO) resultando na formagao de
acidos (Figura 04) (REPETTO et al. 2012; KEHRER e KLOTZ, 2015).

Ex. bactéria

Figura 04: A produgao de espécies reativas por fagocitos. Os fagdcitos sdo capazes de gerar espécies
reativas por meio do “oxidative burst’, mediado por NADPH oxidase (NOX). Peréxido de hidrogénio
produzido durante a reagéo, pode sofrer redugéo para a forma do radical hidroxil, ou ser metabolizado
pelo mieloperoxidase (MPO) com formacgao de acidos. A oxido nitrico sintase (NOS) ira produzir NO,
outro radical que pode originar outras espécies reativas, como o peroxinitrito. Fonte: Adaptado de
Kehrer e Klotz (2015).

Além das EROs, durante a fagocitose ocorre a produgao de ERN, cujo principais
representantes sao o oxido nitrico (NO") e perdxido nitrito (ONOO’). A agao sobre
células endoteliais, mediada por NO, leva a vasodilatacgdo, aumento da
permeabilidade vascular e recrutamento de neutréfilos para o tecido infectado. No
entanto, estimulos que induzem a inflamacao levam a ativacdo da iINOS que produz
quantidades muito maiores de NO, sendo a ativagao sustentada por varios dias. O NO
pode entdo reagir com O2" para formar ONOOQO’, responsavel por danos celulares
irreversiveis(SNOWDEN; KIRKMAN, 2002).

Nos pacientes com sepse, 0s niveis de espécies reativas estdo elevados e os
sistemas antioxidantes apresentam-se reduzidos, com a diminuicdo da superéxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase e deplecao da glutationa (SULIMAN et al.
2004; ZANG et al. 2007; MUHL et al. 2011). Como consequéncia desse desequilibrio,
as espécies reativas causam uma série de modificacdes reversiveis e irreversiveis

téxicas nas biomoléculas, tais como carbonilacao de proteinas e peroxidacao lipidica



25

levando aos danos em células proprias, inclusive no endotélio (CIMOLAI et al. 2015;
YU et al. 2015). O excesso de produgcdo de EROS e ERNS durante a sepse, pode
resultar em prejuizos, incluindo significativa citotoxicidade para os &rgaos
(KENDRICK; JONES, 2008; GALLEY, 2011; BOSMANN; KAYMAK; BASAR;
SARDAS, 2012; WARD, 2014).

2.2.2 ATIVACAO SISTEMA COMPLEMENTO

O sistema complemento € ativado como forma de reagdo a uma infecgéo.
Apesar do seu papel em protegdo, o sistema também pode contribuir para o
desenvolvimento de complicagbes graves que pioram significativamente o progndstico
de pacientes sépticos. Esse sistema possui trés vias de ativacdo, a classica, a via
lectina e a via alternativa. A ativagao ¢é iniciada por imunoglobulina, manose, ou ligagao
a superficie de um patégeno respectivamente. Todas as vias de ativagdo de
complemento seguem uma sequéncia de rea¢des para a gerar a chamada protease
C3 convertase (JANEWAY et al., 2001; DEJAGER et al., 2011).

A protease formada cliva C3 em C3a, uma anafilotoxina e C3b uma opsonina.
O C3b liga-se ao complexo C4b2a para formar C5 (C4b2a3b), uma protease que cliva
C5 em Cba, uma potente anafilotoxina e em C5b (MARKIEWSKI; DEANGELIS;
LAMBRIS, 2008). O fragmento C5b liga-se por sua vez, a C6, C7 e C8 para formar o
complexo C5b-8. A ligagcéo de C9 forma o C5b-9 ou o complexo litico de membrana
(CLM), também conhecido como complexo de ataque a membrana (MAC) ou
complexo terminal do complemento (TCC), quando formado na superficie de
bactérias, leva a formagao de “poros”, que permitem um influxo descontrolado de agua

e ions, com turgéncia e lise celular subsequentes (Figura 05) (VOGOT et al. 1992).
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Figura 05: Ativacdo do sistema complemento. A ativagdo induzida por sepse das trés vias do
complemento resulta, coletivamente, na geragao das anafilatoxinas pré-inflamatérias C3a e C5a. O
sistema de complemento pode ser ativado por pelo menos trés caminhos diferentes, cada um dos quais
leva a clivagem de C3 e C5 pelas converstases C3 e C5. Durante a sepse, no entanto, a ativagéo
excessiva do sistema do complemento leva a inflamagao descontrolada. Fonte: Adaptado de Dejager,
et al. (2011).

Em modelos experimentais de sepse e na clinica, sdo detectados altos niveis
plasmaticos de anafilatoxinas C5a e C3a, indicando ativacdo do sistema
complemento. Nos estagios iniciais da sepse tal ativagao é benéfica para a defesa do
hospedeiro. Os fragmentos C3a e C5a estédo envolvidos em eventos inflamatorios tais
como aumento da permeabilidade vascular, quimiotaxia, e extravasamento de
leucdcitos. A deficiéncia de C3 em camundongos e em individuos os torna mais
vulneraveis a infecgdes, pela ndo formacao de MAC. No entanto, a ativagdo do
sistema complemento pode se tornar excessiva levando a uma inflamagao
descontrolada (MARKIEWSKI; DEANGELIS; LAMBRIS, 2008).

A grande quantidade de anafilatoxina gerada interage com receptores Cbar,
C3ar e C5I2, presentes ndo s6 em fagocito, mas também em células ndo mieloides,
como as células endoteliais. Ensaios pré-clinicos verificaram a o papel de tais
receptores na progressdo da sepse polimicrobiana induzida por ligadura e pungao

cecal (CLP). A ativagcédo desses receptores sinaliza, em resposta a um segundo
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estimulo, por exemplo produzido por um PAMP, a liberagdo de granulos
citoplasmaticos, producéo de EROS e quimiotaxia (CHEN et al., 2007; RITTIRSCH et
al., 2008; WIERSINGA et al., 2014). Além disso, a acao de C5a pode induzir a cascata
de coagulacéo e liberagdo de citocinas, tais como Fator de inibicdo da migragao de
macrofagos (MIF) e proteina de alta mobilidade Box-1 (HMGB1) (RITTIRSCH;
FLIERL; WARD, 2008). A ativagdo exagerada do sistema complemento contribui
ainda para efeitos nocivos como alteragdo das fungdes imunoldgicas, apoptose de

timécitos e células medulares supra-renais e cardiomiopatia (DEJAGER et al., 2011).

2.2.3 ATIVACAO DA COAGULACAO

A regulagao positiva do fator tecidual (FT) é o ponto iniciador mais importante
da cascata de coagulagdo e formagado de trombina na sepse. O ambiente pro-
inflamatério, por agdo de LPS, citocinas inflamatérias ou endotoxinas, provocam na
sepse 0 aumento da expressdao de FT em mondcitos e endotélio danificado
(RITTIRSCH; FLIERL; WARD, 2008; MOSSIE, 2013; LEVI; VAN DER POLL, 2017).
O FT se liga ao fator Vlla, ativando-o e o complexo fator Vlla/tromboplastina ativa o
Fator X em Xa. O fator Xa converte a protrombina em trombina, o que por sua vez
resulta na clivagem do fibrinogénio em fibrina, com o objetivo de bloquear a
propagacao da infeccao (HENKIN et al., 2009; MOSSIE, 2013) como mostrado na
figura 06.
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Figura 06: Cascata de coagulagdo na sepse. O fator tecidual é exposto, apds indugdo, por padrdes
moleculares associados a agentes patogénicos, tais como LPS, citocinas inflamatdrias ou endotoxinas. O
FT se liga ao fator Vlla, ativando-o e o complexo fator Vlla/tromboplastina ativa o Fator X em Xa. O fator
Xa converte a protrombina em trombina, o que por sua vez resulta na clivagem do fibrinogénio em fibrina.
Apesar da agao do inibidor da fibrindlise trombina-ativavel (TAF-1), durante a sepse ha aumento da sintese
do inibidor do ativador do plasminogénio 1 (PAI-1), com supressao da fibrindlise resultando no aumento
de coagulo de fibrina. Fonte: Adaptado de Bernad et al. (2001)

A disfuncdo dos mecanismos anticoagulantes fisiolégicos com baixa de
antitrombina, proteina C e inibidor da via do fator tecidual (TFPI) foram observados
em pacientes sépticos. A redugdo de anticoagulantes na sepse pode ser causada por
aumento do consumo, diminui¢ao da sintese e degradagao por proteases, tais como
plasmina (DANIEL G. REMICK, 2002; SNOWDEN; KIRKMAN, 2002; WIERSINGA et
al., 2014). Ocorre também, o aumentando da sintese do inibidor do ativador do
plasminogénio 1 (PAI-1), interrompendo a fibrindlise (RUSSEL, 2006).Tais eventos
culminam no desenvolvimento de trombos, que é ainda mais facilitado pela formacao
de “neutrophil extracellular traps” na tentativa dos neutréfilos em capturar e matar
micro-organismos, assim como ativar outras células imunes (ANGUS; VAN DER
POLL, 2013; WIERSINGA et al., 2014).

A ativagdo da cascata de coagulagédo e sistema complemento podem ainda
atuar em conjunto para amplificar as condigdes inflamatérias e trombdticas na sepse.
Componentes de cada cascata interagem com receptores de superficie celular para
mediar tais efeitos biolégicos (FLOREA LUPU, RAVI S. KESHARI, JOHN D.
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LAMBRIS, 2014; OIKONOMOPOULOU et al., 2012). A extensdo da ativagdo da
cascata de coagulagdo durante a sepse pode variar de proporgdes menores até a

ocorréncia de coagulacao intravascular disseminada (CIVD) (RITTIRSCH, FLIERL e
WARD, 2008).

2.2.4 MORTE CELULAR NECROTICA

O resultado da inflamagé&o exagerada na sepse € a lesao tecidual e morte
celular necrotica com liberacdo de padrbes moleculares associados a danos
(DAMPs), também chamados de sinais de perigo enddgenos ( SHUKLA et al., 2014;
RAYMOND et al., 2017b). Os DAMPs s&o moléculas que possuem proteinas similares
aos das bactérias, podendo assim ser reconhecida por PRRs. O reconhecimento
dessas moléculas por células imunes sustenta a resposta inflamatéria em curso
através da estimulagéo constante de PRRs (LASZLO et al., 2015).

A proteina de alta mobilidade Box-1 (HMGB1), liberada por células necroticas,
atua como um dos principais mediadores da inflamagao sistémica (SHUKLA et al.,
2014).0 HMGBH1 facilita a expresséo e/ou replicagdo do DNA, que também possui
propriedades semelhantes as citocinas. Pode ser liberada por apoptose numa forma
oxidada que nao induz resposta imune. Entretanto, quando secretada ativamente
durante a necrose, em sua forma reduzida pode induzir o NF-KB, com indugao da
expressao de citocinas e quimiocinas inflamatérias ( RITTIRSCH; FLIERL; WARD,
2008; DIENER et al., 2013; MOSSIE, 2013;). O ciclo que gira em torno da inflamagao
e do sistema hemostatico pode em casos mais extremos, resultar em maiores
complicagbes como trombose microvascular, hipoperfusao, e por fim em disfuncao
organica multipla e morte em poucas horas (HARDAWAY; WILLIAMS; VASQUEZ,
2001). O organismo na tentativa de reestabelecer a homeostase gera entdo uma
mudanca de resposta do hospedeiro, levando o individuo a um estado de

imunossupressao (CHUN et al., 2015)..

2.2.5 IMUNOSSUPRESSAO
Os efeitos cumulativos da resposta imune desregulada durante a sepse
ameagam a funcao organica e leva a um aumento da mortalidade. A resposta anti-

inflamatéria sistémica compensatoria € entdo estimulada por mecanismos neurais
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com finalidade de atenuar a inflamacao sistémica. Ha um aumento de citocinas anti-
inflamatdrias tais como IL-10, e producao reduzida de citocinas como IL-1(3, TNFa, IL-
6) (CHUN et al., 2015).

Além disso, ocorre deplecao de células T e B por apoptose no baco, pulmao,
intestino, nédulos linfaticos e outros 6rgaos. As células circulantes se tornam entéo
anérgicas resultando em apresentagao ineficaz de antigenos (PINHEIRO DA SILVA,;
NIZET, 2009; BOSMANN; WARD, 2014). A progressao do estado imunosuprimido
aumenta a susceptibilidade a infecgdes secundarias. A resposta anti-inflamatéria
sistémica compensatdria também esta diretamente relacionada com o aumento da
mortalidade destes pacientes sépticos (BOYD; RUSSELL; FJELL, 2014).

2.3 Tratamento da sepse

Em pacientes com sepse, as primeiras horas sao de valiosa importancia para
a evolucao da sepse. Terapias de suporte como corticosterdides, terapia nutricional,
imunomoduladores e antioxidantes na UTIl sao essenciais para trazer beneficios
necessarios na mudanga do desfecho da sepse (PEREIRA JUNIOR et al. 1998;
MENDES, 2014).

A abordagem inicial € a tratamento com antimicrobianos empirica, apés a
realizagao de uma hemocultura, independente do agente agressor. Os mais indicados
sao os antimicrobianos de amplo espectro, como os desenvolvidos nas ultimas
décadas: carbapenem, cefalosporinas de 3° 4° geragdo, substituindo associagdes
utilizadas de aminoglicosideo com B-lactamico. Apesar de ser o tratamento inicial, a
literatura mostra que os antimicrobianos podem aumentar a resposta inflamatéria
devido a lise dos microrganismos, com liberagao de endotoxinas e consequentemente
producédo de mediadores enddgenos, por isso ha necessidade de verificar o risco e
beneficio do uso de antimicrobianos (PEREIRA JUNIOR et al. 1998; CARVALHO et
al. 2003).

Como medida de suporte na sepse ¢ utilizado a reposicao volémica, pois ocorre
uma grande perda de fluidos que gera hipovolemia na sepse (BONE, 1991; HANNA,
2003; CORREA et al. 2007). Além deste, o uso de drogas vasoativas é indicado caso
a reposigcao volémica seja insuficiente, se mesmo com tais medidas a pressao arterial
sistolica ndo atingir 90 mmHg, devem ser administradas catecolaminas. A droga de

escolha nesses casos tem sido a dopamina em altas doses (maiores que
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20mg/kg/min), a fim de atingir os objetivos terapéuticos. Caso ndo haja resposta,

descontinua-se a dopamina e administra-se noradrenalina (HANNA, 2003).

2.4 Imunomodulacao na sepse

Apesar dos tratamentos atuais, a sepse ainda é responsavel por uma alta taxa
de mortalidade. A resisténcia bacteriana, assim como os danos gerados pela
inflamagao aguda na sepse, tem um papel critico para o aumento da mortalidade. O
interesse pela utilizagdo de terapias imunomoduladoras destinadas a melhorar este
quadro tem sido crescente (MAZZIO et al., 2016; YADAV; CARTIN-CEBA, 2016). Os
imunomoduladores sao agentes que possuem a capacidade de normalizar ou modular
processos fisiopatolégicos (SHUKLA; BAJPAI; KIM, 2014).

imunomoduladoras como supressao da resposta imune aplicadas precocemente em

As estratégias

pacientes durante o estado inflamatério podem ser benéficas (AZIZ et al., 2013).
Dentre as pesquisas atuais experimentais e clinicas, a imunomodulagao esta entre as
abordagens para a intervengéo da sepse como mostrados no quadro 01.

AGENTE MECANISMO DE AGAO

Neutraliza a atividade do LPS
Bloqueia a atividade do HMGB-1
Atua frente ao MIF

Sequestrantes de LPS
Inibidores do HMGB-1
Inibidores de MIF

Peptideos antimicrobianos Antibacteriano e neutraliza a atividade o LPS

Curcumina

Diaceréina

Proteina C recombinante ativada
Antagonista dos TLR4
Antagonista do receptor C5a e
inibidor do C1
Dispositivos removedores de
endotoxinas

Inibidores de caspases
Agonistas dos receptores beta do

estrogénio

Estatinas

Inibe a atividade transcritora de NF-kB
Reduz a sintese e a atividade das citocinas pré-inflamatérias

Bloqueia os fatores Va e Vllla, inibe a produgéo de citocinas
Bloqueia o TLR 4

Previne a ativagéo do sistema complemento

Se liga e neutraliza a atividade do LPS
Atividade anti-apoptotica
Suprime a transcrigdo de genes pro-inflamatorios

Inibem a ativagdo induzida por LPS de NF-kB e tem agéo

antioxidante

Quadro 01. Abordagens de intervengbes terapéuticas na sepse. Fonte: Adaptado de Shukla et al.

(2014).
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2.5 Potencial terapéutico das plantas na sepse

As plantas sao fontes importantes de pesquisas que visam a descoberta de
novas substancias com atividades farmacolégicas (LUSTOSA et al., 2016). Sao
utilizadas desde a antiguidade como abordagem terapéutica de muitas doencas
(ARCHANA , SURESH JATAWA, 2011). Os extratos e por¢gdes ativas das plantas
também s&o recursos valiosos no desenvolvimento de novos agentes para
complementar os tratamentos atuais (JANTAN; AHMAD; BUKHARI, 2015).

O estudo de substancias provenientes de plantas medicinais com potencial
imunomodulador que possam promover a resolugao da inflamagado de uma maneira
homeostatica é de fundamental importancia (RECIO; ANDUJAR; RiOS, 2012). Nesse
sentido, um estudo referente a suplementacdo de Momordica charantia na dieta
alimentar de camundongos com sepse induzida por LPS revelou que o vegetal reduziu
niveis de mediadores e fatores de transcricao pro-inflamatérios, tais como NF-kB,
INOS e COX-2 nesses animais (CHAO et al., 2014). Além disso, Popov et al. (2011),
mostraram que o extrato de Capsicum spp.no modelo de sepse foi capaz de inibir a
produgéo de citocinas pro-inflamatérias, aumentando a sobrevida dos animais.

Maria-Ferreira et al. (2013), mostraram que a fragao soluvel com polissacarideo
de llex paraguariensis impediu a letalidade causada por sepse polimicrobiana em
ratos, significativamente comparado a dexametasona, um anti-inflamatorio esteroidal.
Estes autores observaram a redugédo na migragao de neutréfilos, e a inibicao também
das enzimas proé-inflamatdrias, tais como a iINOS e (COX)-2. Dessa forma, as plantas
e seus compostos ativos podem ser uma fonte de novas opgdes terapéuticas em

casos de inflamagao descontrolada como na sepse.

2.6 Tabebuia avellanedae

Tabebuia avellanedae, pertencente a familia Bignoniaceae, € uma arvore
nativa da América do Sul (Figura 07). No Brasil é particularmente encontrada no
nordeste brasileiro, sendo comumente conhecida como " pau-d’arco " ou " ipé-roxo"
(FREITAS et al., 2013). A altura alcangada pela espécie varia de 20 a 35 m e largura
do troco entre 30 a 60 cm de didmetro. Suas folhas sdo compostas por 5 foliolos quase
glabros, medindo 5 a 15cm de comprimento. Durante a floragédo as flores vermelho-

arroxeadas cobrem quase que completamente a planta (LORENZI,2002).
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Figura 07: Tabebuia avellanedae. Fonte: http://www.freewords.com.br/ipe-roxo/

Esta planta é utilizada na medicina popular desde a era Inca ( YAMASHITA et
al., 2009; KIM; JEON; LEE, 2013). A espécie era chamada de "arvore divina" pelos
povos indigenas da América do Sul, pela versatilidade no tratamento de varias
doencas cronicas. O produto obtido a partir da casca, denominado Taheebo, tem sido
utilizado ha mais de 1.500 anos em diversas aplicagdes etno farmacolégicas (SUO et
al., 2013; SUO; YAN, 2016;). A infusao da casca é utilizada por colombianos como
estimulante do sistema nervoso central. O uso da infusdo por brasileiros tem por
finalidade tratar malaria, cancer, disturbios estomacais, febre, infec¢cdes bacterianas e
fungicas e para alivio de disturbios do estado mental (BYEON et al., 2008; FREITAS
et al., 2013).

Varios estudos tém demonstrado que as fragcdes da planta possuem acgdes
como antibacteriana, antifungica, diurética, anticoagulante, laxantes, anticancer e anti-
inflamatéria (YAMASHITA et al., 2009; LEE et al., 2012). Byeon et al.(2008) relataram
niveis reduzidos de PGE2 e NO em macrdéfagos tratados com o extrato aquoso da
planta. Suo et al. (2012) também mostraram um efeito anti-inflamatoério de cinco
compostos presentes em Tabebuia avellanedae, com inibicao de citocinas como TNF-
a e IL-1B em células de mieloma co-estimuladas por LPS.

As fragdes isoladas de Tabebuia avellanedae obtidas a partir da casca séo
produtos bioativos como antraquinonas, flavonoides, derivados de benzaldeido,
derivados do acido benzoico, cumarinas, iridoides e naftoquinonas (KIM; JEON; LEE,
2013). As naftoquinonas s&o metabolitos secundarios que possuem em sua estrutura

molecular o anel quinonoidica sustentado por anel naftalénico. Estas moléculas tem
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despertado o interesse cada vez maior para pesquisadores de todo o mundo, devido
a sua grande diversidade estrutural e atividades bioldgicas (SILVA; FERREIRA,;
SOUZA, 2003). Dentre as naftoquinonas que ocorrem naturalmente na planta em
maior abundancia estdo o lapachol, a-lapachona e - lapachona (CAVALCANTE et
al., 2008). Dentre estes, a B-lapachona vem sendo bastante estudada devido a sua
atividade anti-inflamatdria e antimicrobiana (CRUZ; DOCAMPO; BOVERIS, 1978;
ABREU; GOULART; BRETT, 2002;SITONIO et al., 2012).

2.7 B -lapachona

A B-lapachona (Figura 08), conhecida quimicamente por 3,4-diidro-2,2-dimetil-
2H-naftol[1,2-b]pirano-5,6-diona, € uma orto-naftoquinona lipofilica obtida a partir da
Figura 08(PINTO et al., 1977; CAVALCANTE et al., 2008; DU et al., 2015). A molécula
de cor vermelho alaranjada é sintetizada a partir da ciclizagdo do lapachol catalisada
por acido sulfurico (HOOKER, 1936).0 composto possui uma forma bem definida de
cristais aciculares, visiveis a olho nu, possuem um tamanho praticamente uniforme,
em cerca de 233,1 um, e instabilidade quando expostos a luz fluorescente com
mudanga da cor de laranja para vinho. Apesar da forma cristalina, a B-lapachona
apresenta propriedades de fluxo e compactacao adequadas para desenvolvimento
farmacotécnico (ALVES et al., 2008).

O
O
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Figura 08: Estrutura quimica de B-lapachona Fonte: http://www.beta-lapachone.com/

A B-lapachona apresenta fraca solubilidade em agua (0,16 mM) (CAVALCANTI

et al., 2011), sendo tal caracteristica, bem como a biodegradag¢éo no figado e intestino
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delgado, relacionadas com a baixa biodisponibilidade apds administragao oral. Estudo
referente a farmacocinética do composto através do método de HPLC mostrou uma
biodisponibilidade baixa apds administragao oral, de cerca de 15%. Este mesmo
estudo verificou uma concentracdo plasmatica maxima de 0.218 (ug/ml) quando
administrada uma dose de 40mg/kg em ratos (KIM et al., 2015). Apesar de novas
pesquisas quanto ao uso de polimeros como estratégias que possibilitem aumentar a
solubilidade e a dissolucdo de [-lapachona apdés administracdo oral, as
administragbes intraperitoneal ou intravenosa demonstraram ter maior
bioacessibilidade para os locais de acdo (BERMEJO; ISABEL, 2016)

O composto utilizado neste estudo apresenta um bom grau de pureza
demostrado a partir da avaliagdo por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-
DAD). Nao se observa indicio de lapachol ou a-lapachona (isbmero de B-lapachona).
No cromatograma da Figura 09 observa-se apenas o pico relativo caracteristico da -
lapachona, com area de 100% e tempo de retencao de 27,4 minutos. No espectro no
UV obtido online (Figura 1) observaram-se as bandas de absor¢cdo com maximos de
absorgao (Imax) de 212,0, 256,8 e 290,0 nm, caracteristicas da [B-lapachona,

conforme literatura (Cunha-Filho et al, 2007)

Cromatograma
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Figura 09: Cromatograma obtido por CLAE-DAD, a 350 nm, e espectro no UV da B-lapachona. Fonte:
Pontes (2016)

A B-lapachona tem sido relatado por apresentar uma variedade de agdes
farmacolégicas como antibacteriana, antifungica, antiplaquetaria, antiviral,
antiparasitaria e mais notadamente como anticancerigena e anti-inflamatéria (TZENG

et al.,, 2003; LEE et al., 2015). As atividades bioldgicas de B-lapachona estdo
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atribuidas a sua capacidade redutora das ortoquinonas. A molécula pode ser
bioativada pela enzima NQO1 (NADPH- quinina oxidase) gerando EROS. A tabela 03
mostra as pesquisas quanto as atividades da [-lapachona em estudos pré-clinicos
bem, como o uso de diferentes formulagdes para a dissolucao total de 3-lapachona.

Tabela 03. Composi¢ao da formulagéo, dose e via de administracéo utilizadas em estudos pré-clinicos

de atividade de B-lapachona. Adaptado de Bermejo et al. (2016)

Modelo animal Via Dose Formulagao Atividade Referéncia
(mg/kg)
Ratos Sprague- |V 1,5 Solugdo em  Anticancerigena  OUGH et
Dawley machos DMSO a 50% al., 2005
(260-300 g)
Camundongos P 50 10% (DMSO), Antiparasitaria AIRES et
albino swiss (30 Tween 80 a al., 2014
d) 1%
Ratos feméas |V 30-50 Micelas Anticancerigena BLANCO et
com tumor e poliméricas al., 2011
sem timo (25 g) PEG-PLA 5%
p/p
Camundongos Oral 50 SDS Cardioprotetor JEONG et
aMHC-ACS- al., 2014
transgénico
Camundongos IP 5 DMSO Anti- XU et al.,
C57BL/6 (20- inflammataria 2014
259)
Camundongos IT 14,17  Mistura HPb- Anticancerigena SEOANE et
femea SCID (20 CD/ al., 2013
g) Poloxamer
407

Legenda: DMSOdimetilsulféxido, PEG-PLA poli(etilenoglicol) -co-poli (acido D, L-lactico), SDS Dodecil
sulfato de sédio, HPb-CD hidroxipropilo beta-ciclodextrina, IP intraperitoneal, IV intravenosa, IT

intratumoral

Estudos in vitro realizados por Cruzet al. (1978) verificaram a inibigdo do

crescimento de cepas Bacillus subtilis e Bacillus stearothermophilus tratadas com -

Lapachona. Além disso, este composto apresentou acao efetiva contra as cepas de

MRSA quando em combinagcdo com beta-lactamicos,

fluoroquinolonas (MACEDO et al., 2013).

Em relagéo a atividade anti-inflamatdria, foi demonstrado por Lee et al. (2015)

carbapenémicos, e

que houve a inibicdo da expressao de iNOS e de citocinas pré-inflamatérias como

TNF-q, IL-1B, e IL-6, assim como elevou a expressdo de moléculas anti-inflamatérias
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como IL-10, heme oxigenase-1 (HO-1) pela [-lapachona em modelo de
neuroinflamagao. Estudos in vitro realizados por XU et al. (2014) em células da
microglia e CDs induzidas por LPS demonstraram que a [B-lapachona inibiu a
expressao de IL-12 e IL-23, citocinas estas que tem um papel chave no
desenvolvimento de doencgas inflamatdrias do sistema nervoso central.

Tendo em vista a resposta sistémica hiperinflamatdria da sepse desencadeada
apos o reconhecimento de micro-organismos patogénicos ou a sinais de perigo
enddgeno, e as e as atividades farmacoldgicas apresentadas por 3-lapachona como
anti-inflamatdria e antimicrobiana é de grande relevancia o estudo do composto em

modelo de sepse.
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3. OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito imunomodulador B-lapachona em modelo animal de sepse

3.2. Especificos:

o Avaliar a sobrevida dos animais pré-tratados com B-lapachona (50 mg/kg) e
pos-tratados (5 mg/kg e 1 mg/kg) apds sepse induzida;

° Avaliar o efeito do pré-tratamento e pds-tratamento com B-lapachona no
sangue e no exsudato peritoneal de animais com sepse (modelo CLP) sobre os
seguintes parametros: migragao leucocitaria; carga bacteriana, concentragao de oxido
nitrico e capacidade fagocitica

° Avaliar o efeito do pré-tratamento e pds-tratamento com B-lapachona no
sangue, exsudato peritoneal e tecidos (bago, coragéo, pulmao e figado) de animais
com sepse (modelo CLP) sobre os parametros oxidativos: peroxidagao lipidica, e a
capacidade antioxidante total (TEAC)

° Avaliar citotoxicidade das diferentes concentracbes de [-lapachona em
fibroblasto pulmonar pelo método direto MTT.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais de experimentacao

4.1.1COMITE DE ETICA

O projeto foi previamente submetido & Comiss&o de Etica no Uso de Animais
da UFPa e obteve aprovagéao sob o parecer de numero 1912080716 (ANEXO 1).

4.1.2 OBTENGCAO DOS ANIMAIS E EUTANASIA

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) da linhagem Swiss machos e
fémeas de 8 a 12 semanas de idade (n=60), pesando em torno de 20 a 30 gramas,
oriundos do Biotério Central do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal do Para (UFPA). Todos os animais foram mantidos sob condi¢gdes controladas
de temperatura (25 = 1°C) e submetidos a um ciclo claro-escuro de 12 horas (6-18
horas), tendo livre acesso a alimentagdo e agua. O numero de animais que foram
utilizados se restringiu ao minimo necessario para os ensaios pré-clinicos. Para os
experimentos in vivo foram utilizados no estudo aproximadamente 60 animais

distribuidos em 4 grupos, cada grupo foi dividido em animas pré e poés tratados.

4.1.2 OBTENGCAO DA B -LAPACHONA

As amostras de B-lapachona utilizadas neste estudo foram fornecidas
gentilmente pela professora Dra. Alaide Braga De Oliveira da Universidade Federal

do Para.

4.2 Experimento in vivo

Para a realizacdo da avaliagao imunomoduladora de B-lapachona in vivo, os
animais foram divididos em grupos pré-tratados 24 horas antes da indugéo da sepse

e pos-tratados por 7 dias e 3 dias de 12 em 12 horas apdés a inducéo de sepse. O pré-
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tratamento foi realizado em busca de uma possivel profilaxia em cirurgia, como um
instrumento importante na prevengao da infecgao e inflamagao. No pés tratamento
avaliamos a resposta desencadeada pela intervengédo do tratamento apds sepse ja
instalada.

Para a indugdo da sepse foi usado o método da ligadura e pungao do ceco
(Cecal ligation and puncture - CLP), neste modelo o ceco é desvascularizado por
ligadura como forma de preservar a continuidade intestinal e perfurado de forma
padronizada (FINK, 2001; RITTIRSCH et al., 2009). Os tratamentos foram realizados
com solucéo salina 0,9%, B-lapachona (50 mg/kg, 5 mg/kg e 1 mg/kg), e ceftriaxona
(20mg/kg) ou Ertapenem (30mg/kg). Os animais sham foram submetidos a cirurgia
sem indugao de CLP e ndo receberam nenhum tratamento, assegurando assim que
os dados obtidos refletem os efeitos do experimento em si e ndo uma consequéncia
da cirurgia. Os animais foram eutanasiados com 12 horas, 24 horas ou 8 dias apds o
procedimento. Os 6érgédos foram extraidos, o exsudado peritoneal e o sangue
coletados para a avaliagao da migragao leucocitaria, avaliagdo da carga bacteriana,
dosagem de oxido nitrico, avaliagao da capacidade fagocitica, TEAC e MDA. Paralelo
a este experimento, foi avaliado a sobrevida de animais sépticos pré-tratados 24h e
Oh da indugao de sepse e tratados por 3 e 7 dias de 12 em 12 horas apds a indugcao

de sepse. Um delineamento experimental € demonstrado na Figura abaixo:
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DELINEAMENTO DO EXPERIMENTO IN VIVO ¢ EX VIVO

Pré Pos P
Sem Salina B-lapachona Cef/Erta
24he | 1°a07° tratamento 0,9% (L.P) (LP) 1P
Oh (12/12h)
1 SHAM CLP
36h . Extracdo de 6rgios, sangue e lavado peritoneal, migragdo leucocitaria,
48h AR avaliagdo da carga bacteriana, dosagem de nitrito, MDA, TEAC, e
o avaliacdo da capacidade fagocitica.
Pré Pos
1°ao 3° .
24he e Sem Salina B-lapachona Cef/Erta
Oh 1°a07°  tratamento 0,9% (LP) (LP) (IP)
(12/12h)
SHAM CLE
16° dia Avaliar a sobrevida por 16 dias

[ —

Figura 10: Delineamento experimental in vivo. Fonte: Autor

4.2.1 GRUPOS EXPERIMENTAIS
Para esse estudo os animais foram divididos nos seguintes grupos:

o GRUPO 1 (Controle-Sham): Animais foram submetidos a exatamente os

mesmos procedimentos cirurgicos, com exceg¢ao da indugao de sepse

o GRUPO 2 (Controle-Salina): Animais receberam tratamento com solugéo

salina 0,9% estéril por via intraperitoneal (100uL), antes ou apés indugao de sepse;

o GRUPO 3 (Controle- ATB): Animais receberam tratamento com antibidtico
Ceftriaxona (20mg/Kg) ou Ertapenem (30mg/Kg) por via intraperitoneal antes e apés

inducao de sepse;

o GRUPO 4(B-Lap-CLP): Animais receberam tratamento de B-lapachona por via

intraperitoneal antes ou apds inducao de sepse;

4.2.2 MODELO DE SEPSE INDUZIDA POR TRANSFIXAGCAO DO COTO-CECAL
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O modelo CLP inicialmente foi proposto em ratos, porém posteriormente foi
adaptado para o uso em camundongos, seguindo a metodologia de Cuenca et al.
2010. Os camundongos foram anestesiados com uma solugédo contendo cetamina
(75mg/kg) e xilazina (15mg/kg), na propor¢ao 1:1 por via intraperitoneal (Figura 10-A)
posteriormente foi realizada a depilagdo da parede abdominal, a assepsia do campo
operatorio com povidona e alcool a 70° (Figura 10-B). Foi realizada uma pequena
incisdo e o ceco exteriorizado com auxilio de uma pinga cirurgica. Com um fio de
algodao 2-0 agulhado foi feita a ligadura do ceco a um centimetro da valvula ileocecal
(Figura 10-C).

Figura 11: Procedimento da CLP. (A) Administragdo de 60uL anestésico por via intraperitoneal em
camundongos Balb/C; (B) Assepsia da regido abdominal com povidona e alcool 70° apos a raspagem;
(C) Ceco exteriorizado e a ligadura do ceco (D) Perfuragdo com agulha 18 gauss e exposigao das fezes
apos a perfuragao (seta e circulo); (E) sutura apés a CLP com fio de seda 3-0; (F) Administragéo de
1mL de solugéo fisiolégica 0,9%. Fonte: Grupo Imunologia/LABEIM.

Apos a ligadura, o coto isolado do ceco foi transfixado com a agulha de 18
gauges a partir do ponto de ligadura até a porgdo mais distal do ceco (Figura 10-D).
O fio foi seccionado a um centimetro do ponto de saida, funcionando desse modo
como dreno do conteudo cecal para a cavidade peritoneal (D’ ACAMPORA e LOCKS,
2014). Apos o procedimento o animal foi suturado com um fio de seda 3-0, e a regido
limpa com alcool 70° (Figura 10-E), posteriormente foi administrado 1 mL de solugéo
salina estéril subcutaneo, para a reposi¢édo volémica (Figura 10-F). Durante o
tratamento foi ministrado Bupremorfina (0,05 a 0,1mg/kg) para as dores provenientes
do procedimento cirdrgico. Os animais controle-sham (da cirurgia), o ceco foi

exteriorizado sem a realizagdo da transfixagdo. Os animais foram colocados em
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gaiolas pés-operatéria (com pisos aramados em ago inox) individuais, sob luz

incandescente por 1 hora.

4.2.3 AVALIACAO DA SOBREVIDA

Foi realizado o procedimento de CLP nos camundongos e foram tratados
conforme descrito anteriormente. Os animais foram observados por até 16 dias apds
a cirurgia e tratamento, sendo anotados, os pesos diariamente no protocolo de
pesquisa. Foi construida uma curva de sobrevida dos animais em relagao ao tempo

decorrido apds o procedimento.

4.2.4 OBTENGCAO DO LAVADO PERITONEAL, SANGUE E ORGAOS

4.2.4.1 Coleta do lavado peritoneal

Apéds a indugéo de CLP e tratamento, os animais foram submetidos a sedacéo
(Xilazina e Cloridrato de Cetamina), na proporgéao de 1:1, por via intraperitoneal. A
coleta do lavado peritoneal consistiu na lavagem do peritbnio com 3mL de PBS 1X
acrescida de EDTA 1mM. As amostras foram, entdo, armazenadas em tubos tipo
falcon de 15 ml devidamente identificados. Para as analises no conteudo do
sobrenadante, o mesmo foi obtido através centrifugagcéo (5 minutos a 1500 RPM) e
congelado em freezer -800C até o momento das analises.

4.2.4.2 Coleta do sangue

Apdés a sedacdo foi realizada a coleta da amostra de sangue, por via
intracardiaca, como demonstrado na figura 11, ap6s indugédo de CLP. O volume total
de sangue coletado foi colocado em tubos de vidro contendo EDTA para posterior
separagao do soro por centrifugagéo (5 min a 1500 RPM), sendo todas as amostras
devidamente identificadas. O soro foi mantido em freezer -80°C até o momento das

analises.
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4.2.4.3 Coleta e preparo de 6rgaos

O baco, coragao, figado e pulmao foram coletados apés a CLP. Cada 6rgao
coletado, foi lavado com PBS 1x e armazenados em tubos do tipo eppendorf de 1,5mL.
Os 6rgaos foram macerados em homogeneizador de tecidos (Ultra Turrax T25 Basic)
na presenca de PBS 1X. Posteriormente foi centrifugado por 10 minutos a 3000 RPM
e o sobrenadante coletado em eppendorfs devidamente identificados e mantidos em
freezer -80°C até o momento das analises.

4.2.5 AVALIACAO DA MIGRACAO LEUCOCITARIA

Para avaliagao da migracao leucocitaria realizada apés CLP, fez-se a assepsia
com alcool 70% do abdome dos animais e foram injetados 3 mL de PBS estéril
contendo EDTA (1mM) na cavidade peritoneal. Posteriormente, o conteudo foi
aspirado, centrifugado e o pellet foi ressuspendido em RPMI completo. A contagem
global de leucdcitos foi realizada em camara de Neubauer e expressa como numero
de 106 células/mL. A contagem diferencial foi realizada com 100 células diferenciando
os tipos celulares de acordo com Lindstrom et al. (2015), a partir de laminas contendo
o lavado peritoneal preparado em citocentrifugado (INBRAS®) a 1500 RPM por 10
minutos. As Iaminas foram coradas com Pandtico rapido (INTERLAB®) e realizada a
contagem de 100 leucécitos em microscoépio éptico. Os resultados foram expressos
como numero de neutrofilos e mononucleares presentes no lavado peritoneal x
106/cavidade.

4.2.6 AVALIACAO DA CARGA BACTERIANA

Para a realizacao deste ensaio foram utilizadas as amostras coletadas apds da
CLP. Para a quantificagdo da carga bacteriana, foram retirados 100 pyL do lavado
peritoneal, sangue e do homogenado dos 6rgaos, e realizada diluigdes seriadas com
PBS1x nas proporgdes 1:10 e 1:100. As amostras foram semeadas (10 ulL) por
esgotamento, sob condicdes estéreis, em placas de Petri contendo Agar Mieller-
Hinton. Em seguida cultivado em estufa bacteriolégica na temperatura de + 37 °C,

para posterior contagem de UFC em 24 h (Figura 12).
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Figura 12: Esquema dos procedimentos para avaliagao da carga bacteriana.

4.2.7 DOSAGEM DE OXIDO NITRICO EM AMOSTRAS BIOLOGICAS

O NO foi mensurado como nitrito (NO2). A concentragdo de nitrito foi
mensurada pela reagao de Griess, no qual o nitrito reage com a sulfanilamida em meio
acido. O diazo composto formado reage com o cloridrato de N-(1-naftil) etilenodiamina
(NED), gerando um composto de coloracao rosa-avermelhada. A reagao € controlada
pelo tempo, e o produto é determinado apds 10 minutos. Para tal, foram utilizadas 100
ML das amostras do soro, sobrenadante do lavado peritoneal e dos 6rgéos (bago.
Coragao, figado, pulmao) de todos os grupos (Sham, Salina, Ceftriaxona, Ertapenem
e [-lapachona) apoés a CLP. Adicionou-se 100uL do reagente de Griess e
posteriormente foi incubado por 10 minutos a temperatura ambiente e absorbancia
mensurada a 550 nm. A concentracao de NO2 foi determinada de uma curva-padrao
feita com NaNO2 e expressa em yM (STUEHR e MALETTA, 1985).

42.8 DETERMINAGAO DE MALONDIALDEIDO (MDA) EM AMOSTRAS
BIOLOGICAS

O MDA, importante biomarcador utilizado na avaliagédo do estresse oxidativo,
foi determinado pela técnica que baseia-se na reacao do MDA e outras substancias
com o 4cido tiobarbiturico (TBA; SIGMA-ALDRICH T5550) em pH baixo e temperatura
elevada, formando o complexo MDA-TBA de coloragao résea. O procedimento foi de
acordo com fundamentos propostos por Khonn & Livesedge (1944), adaptados por
Percario et al. (1994), método que consiste no preparo inicial do fosfato monobasico
de potassio (KH2PO4 75 mM, Synth, 35210) em agua acidificada (pH 2,5). Esta

solugdo é utilizada na preparagao do TBA (10 nM). Adiciona-se 500 pl de amostra a
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1000 ul da solugao de acido tiobarbiturico 10 nM. Em seguida leva-se ao banho-maria
(95°C x 60 min); apds a incubacgao deixa-se esfriar a temperatura ambiente; adiciona-
se 4,0 ml de alcool 1-butilico, homogeneiza-se bem em vértex e posteriormente
submete-se a centrifugagdo a 175 x g (15 min); coleta-se 3,0 ml do sobrenadante para
leitura espectrofotométrica a 535 nm. Ultilizou-se como padréao o 1,1,3,3,

tetrahidroxipropano (SIGMA-ALDRICH, T9889) para a realizagao da curva padréao.

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

A avaliagdo da capacidade antioxidante total das amostras biologicas foi
determinada de acordo com a capacidade antioxidante equivalente ao Trolox. O
Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromono-2-carboxilico; SIGMA-ALDRICH
23881-3) é um potente antioxidante analogo hidrossoluvel da vitamina E. Seguiu-se o
método proposto por Miller et al. (1993) modificado por Re et al. (1999). Trata-se de
uma técnica colorimétrica baseada na reagdo entre o ABTS (SIGMA-ALDRICH
A1888) com persulfato de potassio (K2S208; SIGMA-ALDRICH 60490), produzindo
diretamente o radical cation ABTSe++, cromdforo de coloragao verde/azul. A adicao de
antioxidantes a este radical cation pré-formado o reduz novamente a ABTS,
determinando uma descoloragao. Uma solucio de estoque estavel de ABTS -+ sera
produzida por reacdo de uma solucdo aquosa a 7 mmol/L de ABTS com 2,45 mmol
de persulfato/L de potassio (concentragdo final) posteriormente a solugéo sera
deixada em repouso no escuro a temperatura ambiente durante 12-16 h antes de usar
(PELLEGRINI,1999). Foram utilizadas 30 yL das amostras do soro, sobrenadante do
lavado peritoneal e dos 6rgéos (bago, coragao, figado, pulméo) de todos os grupos
(Sham, Salina, Ceftriaxona ou ertapenem e B-lapachona) apés a CLP. Os resultados
foram expressos como TEAC no mmol de Trolox por quilograma.

4.2.10 AVALIACAO DA ATIVIDADE FAGOCITICA

Para a avaliagdo da atividade fagocitica, os macrofagos peritoneais

provenientes dos animais sépticos 24 horas apos a CLP de todos os grupos (Sham,
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Salina, Ceftriaxona ou ertapenem e B-lapachona) foram coletados, e uma
concentracao de 2x105 céls/mL foram incubadas com 10uL de Zymosan fixadas em
vermelho neutro (1x108 particulas.mL-1) por 30 minutos em estufa de CO2 a 5% a 37
°C. Apés a incubagéo por 30 minutos em estufa de CO2 a 5% a 37 °C, as células
foram fixadas com solugéo de calcio-formol de Baker (4% formaldeido, 2% sddio
cloridrico, 1% acetato de calcio) em cada pog¢o. Apés 30 minutos, foi realizada a
lavagem com PBS 1X e adicionado a solu¢do de extragdo. Apos 30 minutos foi
realizada a leitura da placa em um espectrofotdmetro de microplacas em absorbancia
de 550nm. Os resultados foram expressos em abs/numero de células (BONATTO et
al. 2004).

4.3 Testes in vitro

4.3.1 REAGENTES

Neste estudo foi utilizado meio de cultura DEMEN (dissolvido em de agua
destilada e adicionado Bicarbonato de Sédio em p6 para ajuste pH 7,2) suplementado
com soro bovino fetal (10%) e solugéo de antibiético penicilina (1%) e solugédo de MTT
(0,5 mg/mL).

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

Este ensaio foi realizado de acordo com Mosmann, (1983) e baseia-se na
avaliagao da viabilidade celular a qual € quantificada pela redugéo do MTT (coloragao
amarela) a formazan (coloragao roxa). Dessa forma, a redugao do MTT a formazan,
sera diretamente proporcional a viabilidade celular. Fibroblastos pulmonares (MRC5)
foram distribuido em microplacas de 96 pogos, de fundo reto, células (1x104
células/mL) e incubadas por 24 horas em estufa de COZ2. Posteriormente, foram
tratadas com B-lapachona em diferentes concentragdes (0,125; 0,25; 1,00; 2,00; 4,00
e 8,00 uM). O perdéxido organico TBHP (hidroperéxido de terc-butilo) foi utilizado como

controle positivo.
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Apds 24 horas o meio de cultura foi retidado dos pogos para entao ser
adicionado 100 yL de MTT (0,5 mg/mL) e incubado novamente por 3 horas, em estufa
de CO2 a 37°C. Apos este periodo o MTT foi retirado dos pocos e adicionado a eles
100 pL de DMSO puro para a dissolugao dos cristais de formazan. Em seguida a placa
foi levada ao agitador por 10 minutos para posterior leitura em espectofotobmetro de
microplacas a 560 nm (MOSMANN, 1983). O valor de IC50 (concentragdo necessaria
para inibir 50% do crescimento celular) foram determinados através de andlise de
regressao nao linear utilizando-se o programa GraphPad Prisma.O perdxido organico

TBHP (hidroperoxido de terc-butilo) foi utilizado como controle positivo.

4 .4 Analise estatistica

Todos os dados foram avaliados pela Analise de Variancia (ANOVA) de uma
via, com corregao pelo teste de Tukey. Os dados de cada grupo experimental seréo
expressos como a média desvio padrao. A probabilidade aceita como indicativa da

existéncia de diferengas significantes foi de p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Testes in vivo em animais pré-tratados

5.1.1 SOBREVIDA

Os resultados de sobrevida demonstraram que os animais com sepse pré-
tratados com salina foram a 6bito no 5° a 6° dia apds a indugéo de sepse, enquanto
0S animais com sepse pré-tratados com ceftriaxona (20 mg/kg) morreram no 7° dia.
Por outro lado, todos (100%) os animais com sepse pré-tratados B-lapachona (50
mg/kg) sobreviveram até o 16° dia da avaliacdo, igual aos animais controles (grupo
sham).

Sobrevida

-
100 : Sham

=== (-lapachona 50 mg/kg
80+

60+

40+

Sobrevida (%)

20+

-o- CLP+Salina - Cef
o T T H T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tempo (dias)

Figura 13: Taxa de sobrevida dos animais com sepse.Os animais foram divididos nos seguintes grupos
(n=5 por grupo): grupo Sham, sem tratamento e grupos com sepse (CLP) pré-tratados com ceftriaxona
(20 mg/kg), salina 0,9% e B-lapachona (50 mg/kg). Foram observados quanto ao numero de o6bitos a
cada 12 horas durante 16 dias.

5.1.2 AVALIAGAO DO PESO CORPORAL

O peso corporal dos animais sépticos ou nao foi avaliado como indicativo de
saude. Os animais tiveram registrados o peso corporal em gramas de acordo com os
tempos 0 (TO); 24 (T24); 36 (T36) e 48 horas (T48). Um aumento de peso corporal foi
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observado no grupo sham de aproximadamente 21,5% do TO ao T48. Todos os grupos
submetidos ao CLP e pré-tratados tiveram reducao de peso a partir de 24 horas da
indugao de sepse (grupo salina = reducao de 16,6% no T36 e 41,10% no T48; grupo
Cef= reducgéao de 6% (T36) e 24%(T48). No entanto, o grupo B-lapachona apresentou
uma redugao menor do peso corpoéreo (7,7% no T36 e 8,4% no T48) em relagdo ao

controle (grupo Sham).

Peso

351
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0 24 36 48
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Figura 14: Peso corporal dos animais Sham e com sepse no decorrer do tempo. Os animais foram
divididos nos seguintes grupos: 1-grupo Sham e em modelo murinho de sepse pré tratados com:
solugao salina 0,9%, Ceftriaxona (20 mg/kg) e B-lapachona (50 mg/Kg). Resultados expressos como a
média £ d.p.

5.1.3 MIGRAGAO LEUCOCITARIA

5.1.3.1. Lavado peritoneal

As figuras 15-A e 15-B mostram um aumento progressivo no numero de
neutréfilos no grupo CLP em relagdo ao grupo Sham, nos tempos 12 e 24 horas. Os
animais CLP pré-tratados com B-lapachona ndo apresentaram alteracao no numero
de neutréfilos nas primeiras 12 horas, somente em 24 horas, observou-se uma
reducao parcial significativa destas células em relagéo aos animais CLP tratados com
salina. Por outro lado, os animais CLP pré-tratados com Ceftriaxona apresentaram

potencializagdo no influxo de neutréfilos em 12 horas, e decaimento significativo
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destas células em 24 horas em relagdo ao grupo CLP+salina, obtendo valores
similares ao grupo controle.
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Figura 15: Migracdo leucocitaria nos animais com sepse. NUmero de neutréfilos e mononucleares
circulantes no lavado peritoneal nos seguintes grupos: 1-grupo Sham e em modelo murinho de sepse
pré tratados com: solugéo salina 0,9% , Ceftriaxona (20 mg/kg) e B-lapachona (50 mg/Kg). Neutréfilos
(A)12 horas ap6s a CLP (B) 24 horas apés a CLP; Mononucleares (C) 12 horas da CLP; (D) 24 horas
da CLP. *p<0,05 comparado ao grupo sham #p<0,05 comparado ao grupo CLP+salina. ANOVA de

medidas repetidas.

Com relagdo aos mononucleares, as figuras 15-C e 15-B mostram que o grupo
CLP pré-tratado com salina teve aumento de mononucleares nos tempos 12 e 24
horas em relagdo ao grupo Sham. Enquanto, os animais CLP tratados com -
lapachona apresentaram potencializacdo no recrutamento destas células para o foco

infeccioso em comparagdo com grupo CLP+salina no tempo de 12 e 24 horas.
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Entretanto, o grupo CLP+Ceftriaxona apresentou numeros de mononucleares
similares aos animais CLP+salina no tempo 12 horas, mas reducao destas células no

tempo 24 horas.

5.1.5 QUANTIFICACAO DA CARGA BACTERIANA EM TECIDOS

A caga bacteriana foi quantificada em numero de UFC presentes no sangue,
lavado peritoneal e nos érgaos (bago, coracédo, figado e pulméo) nos tempos de 12 e
24 horas apos a indugao de sepse nos animais. O grupo Sham n&o apresentou
bactéria em nenhum dos érgaos avaliados nos tempos de 12 e 24 horas. Por outro
lado, observou-se uma elevada carga bacteriana no grupo CLP pré-tratado com salina
tanto no lavado peritoneal quanto nos outros sitios avaliados. O grupo CLP pré-tratado
com B-Lapachona no tempo de 12 horas apresentou carga bacteriana na maioria dos
tecidos avaliados e no tempo de 24 horas ndo foi detectado carga bacteriana na
maioria dos 6rgaos, com excegao do figado que apresentou uma pequena quantidade
de bactérias. No grupo CLP pré-tratado com ceftriaxona, observou-se um numero
reduzido de bactérias nos diferentes tecidos em relagdo ao grupo CLP+salina,
encontrando-se apenas bactérias no bago e soro nos tempos avaliados (Tabela 04 e
05).

Tabela 04: Carga Bacteriana nos animais Sham e sépticos pré tratados com: solugéo salina 0,9%,
Ceftriaxona (20 mg/kg) e B-lapachona (50 mg/Kg) apds 12 horas da sepse induzida.

UFC/mL-1 (x10%)

Orgéos
GRUPOS Bago Coragdo Figado Pulmio Lav. Soro
Peritoneal
SHAM ND ND ND ND ND ND
Salina + CLP 2,5+0,70 0,5+0,70 3£1,41 19,5+2,12 11,5+0,70 4,5+0,70
Cef + CLP 0,5+0,70 ND ND ND ND ND
B-Lap + CLP 411,30 11x2,30 ND ND 110,50 110,70

ND: n&o detectado
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Tabela 05: Carga Bacteriana nos animais Sham e sépticos pré tratados com: solugédo salina 0,9%,
Ceftriaxona (20 mg/kg) e B-lapachona (50 mg/Kg) apds 24 horas da sepse induzida.

UFC/mL-1 (x10%)

Orgéos
GRUPOS Baco Coracdo Figado Pulmaoc Lav. Soro
Peritoneal
SHAM ND ND ND ND ND ND
Salina + CLP 4,56£0,70 3,5t£0,70 21,41  3£1,41 414 24  3,542,12
Cef + CLP 1,510,70 ND ND ND ND 1£1,41
B-Lap + CLP ND ND 1£0,40 ND ND ND

ND: ndo detectado

5.1.6 PRODUGAO DE OXIDO NITRICO

5.1.6.1 Produgéao de 6xido nitrico no soro e lavado peritoneal

Na figura 16A, observou-se que, no soro, todos os animais CLP submetidos
aos diferentes pré-tratamentos apresentaram aumento na produ¢do de NO em 12
horas. Entretanto, no tempo de 24 horas, somente os grupos CLP pré-tratados com
salina e Ceftriaxona continuavam com a acentuada produg¢do de NO, enquanto que
os animais CLP pré-tratados com B-lapachona apresentaram niveis de NO similares
ao grupo sham. No lavado peritoneal, os animais CLP pré-tratados com salina
apresentaram aumento de NO neste tecido, enquanto nos animais CLP pré-tratados
com B-lapachona, observou-se niveis de NO similares ao grupo sham (Figura 16B e
16D).
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Figura 16: Producéo de éxido nitrico nos animais com sepse. Os animais foram divididos nos seguintes
grupos: 1-grupo Sham e os demais tiveram sepse (CLP) e foram pré-tratados com: solugéo salina 0,9%
(CLP+salina), Ceftriaxona (20 mg/kg), B-lapachona (50 mg/Kg). Produgéo de NO no soro (A) 12 horas
apo6s a CLP (B) 24 horas ap6s a CLP; Produgéo de NO no lavado peritoneal (C) 12 horas da CLP; (D)
24 horas da CLP; *p<0,05 comparado ao grupo sham #p<0,05 comparado ao grupo CLP+salina

5.1.7 DETERMINACAO DOS NiVEIS DE MALONALDEIDO (MDA)

5.1.7.1 Produgéo de MDA no soro e lavado peritoneal

A figura 17 mostra que os animais com sepse tratados com salina

apresentaram niveis elevados de MDA no soro e lavado em todos os tempos avaliados
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em relagdo ao grupo sham. Por outro lado, o pré-tratamento de animais CLP com -
lapachona levou a uma redugao nos niveis MDA em relagao ao grupo CLP+salina no
soro e lavado nos tempos avaliados (Figura 17). Os animais CLP tratados com
ceftriaxona também obtiveram uma diminuicdo nos niveis de MDA no soro e lavado

peritoneal em todos os tempos avaliados.
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Figura 17: Producdo de MDA no soro e peritdnio de animais com sepse. Os animais foram divididos
nos seguintes grupos: 1-grupo Sham e os demais tiveram sepse (CLP) e foram pré-tratados com:
solugao salina 0,9% (CLP+salina), Ceftriaxona (20 mg/kg), B-lapachona (50 mg/Kg). Produgcdo de MDA
no soro (A) 12 horas apés a CLP (B) 24 horas ap6s a CLP; Produgéo de MDA no lavado peritoneal (C)
12 horas da CLP; (D) 24 horas da CLP; *p<0,05 comparado ao grupo sham #p<0,05 comparado ao
grupo CLP+salina
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5.1.7.2 Produgao de MDA nos tecidos

Os animais com sepse tratados com salina apresentaram aumento
significativos nos niveis de MDA em todos os érgaos e tempos avaliados (Figura 18A
e 18B). O pré-tratamento com B-lapachona nos animais com sepse alterou os niveis
de MDA na maioria dos érgaos comparado aos animais CLP+salina nos tempos
avaliados. Por outro lado, o grupo CLP pré-tratados com Ceftriaxona apresentou
reducao nos niveis de MDA no coracgao e pulmao comparado aos animais CLP+salina

nos tempos avaliados (Figura 18A e 18B).
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Figura 18: Producéo de MDA nos 6rgdos dos animais com sepse. Os animais foram divididos nos
seguintes grupos: 1-grupo Sham e os demais tiveram sepse (CLP) e foram pré-tratados com: solugéo
salina 0,9% (CLP+salina), Ceftriaxona (20 mg/kg), B-lapachona (50 mg/Kg). Produg¢édo de MDA nos
tecidos (A) 12 horas apds a CLP (B) 24 horas ap6s a CLP; *p<0,05 comparado ao grupo sham #p<0,05
comparado ao grupo CLP+salina
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5.1.8 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL PELO METODO DE TEAC

5.1.8.1 Capacidade antioxidante total no soro e lavado peritoneal

Os animais com sepse tratados com salina apresentaram reducdo na
capacidade antioxidante total (TEAC) no lavado peritoneal, mas n&o no soro, em 24
horas. No soro, os tratamentos (ceftriaxona e B -lapachona) nos animais CLP nao
alteraram os niveis de TEAC comparado aos animais CLP+salina nos tempos
avaliados (Figura 19 A e B). Todos os pré-tratamentos (ceftriaxona e 3 -lapachona)
nos animais CLP foram capazes de elevar os niveis dos antioxidantes no lavado
peritoneal em 12 horas, comparado aos animais CLP+salina. No entanto, em 24
horas, somente o pré-tratamento com 3 -lapachona manteve os niveis aumentados

no peritoneo (Figura 19 C e D).
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Figura 19: Capacidade antioxidante total nos sangue e peritdnio dos animais com sepse. Os animais
foram divididos nos seguintes grupos: 1-grupo Sham e os demais tiveram sepse (CLP) e foram pré-
tratados com: solugdo salina 0,9% (CLP+salina), Ceftriaxona (20 mg/kg), B-lapachona (50 mg/Kg).
Niveis de antioxidantes no soro (A) 12 horas ap6és a CLP (B) 24 horas apdés a CLP; Niveis de
antioxidantes no lavado peritoneal (C) 12 horas da CLP; (D) 24 horas da CLP *p<0,05 comparado ao
grupo sham #p<0,05 comparado ao grupo CLP+salina.
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5.1.8.2 Capacidade antioxidante total nos 6rgaos

Os animais com sepse e tratados com salina apresentaram niveis reduzidos de
antioxidantes no coragéao e figado, no tempo de 12 horas e bago e pulmdo em 24
horas em comparagao com o grupo Sham. O grupo CLP pré-tratado com 3 -lapachona
apresentou niveis elevados de TEAC na maioria dos érgaos (baco, figado e pulmao),
principalmente no tempo de 24 horas comparado ao grupo CLP+salina (Figura 20 B).
O grupo CLP+ceftriaxona n&o apresentou alteragao nos niveis de TEAC comparado

aos animais CLP+salina.
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Figura 20: Capacidade antioxidante total nos 6rgdos dos animais com sepse. Os animais foram
divididos nos seguintes grupos: 1-grupo Sham e os demais tiveram sepse (CLP) e foram pré-tratados
com: solugdo salina 0,9% (CLP+salina), Ceftriaxona (20 mg/kg), B-lapachona (50 mg/Kg). Niveis de
antioxidantes nos 6rgaos (A) 12 horas apds a CLP (B) 24 horas apds a CLP; *p<0,05 comparado ao
grupo sham #p<0,05 comparado ao grupo CLP+salina.
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5.1.9 CAPACIDADE FAGOCITICA DOS LEUCOCITOS PERITONEAIS ex vivo

A atividade fagocitica dos leucdcitos foi avaliada a partir das células obtidas do
lavado peritoneal dos animais com sepse tratados com salina ou Ceftriaxona ou -
lapachona. As células dos animais com CLP+salina foram capazes de fagocitar as
particulas de zymozan, entretanto as células dos animais CLP pré-tratados com [3-
lapachona apresentaram potencializagcdo na capacidade fagocitica comparado ao

grupo CLP+ salina (Figura 21).
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Figura 21: Capacidade Fagocitica dos animais com sepse. Leucdcitos provenientes dos animais sham,
e dos animais com sepse pré-tratados com Ceftriaxona (20 mg/kg), B-lapachona (50 mg/Kg) foram
removidos apds 24 horas da CLP e incubados com particulas de Zymosan (5 x 106) e atividade
fagocitica foi avaliada em espectrofotdbmetro.*p<0,05 comparado ao controle Sham, #p<0,05
comparado ao grupo CLP+salina e 6p<0.05 comparado ao grupo ceftriaxona
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5.2 Testes in vivo em animais pos-tratados com as doses de B-lapachona (5 mg/kg e

1 mg/kg)
5.2.1 SOBREVIDA

Os dados abaixo avaliaram a sobrevida dos animais com sepse pos-tratados
com uma maior dose de B-lapachona (5 mg/kg), ou com uma menor dose de B-
lapachona (1 mg/kg). A figura 22 mostra ainda que todos os animais com sepse pos-
tratados com salina foram a 6bito no 1° e 2° dia, enquanto 50% dos animais pds-
tratados com B-lapachona (5 mg/kg) e 60% dos animais pds-tratados na menor dose
de B-lapachona (1 mg/kg) sobreviveram até pelo menos o 16° dia apds a indugéo da
sepse. Todos os animais do grupo sham (100 %) e 55% dos animais com sepse pos-

tratados com ertapenem (30 mg/kg) sobreviveram pelo menos 16 dias.
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Figura 22: Taxa de sobrevida dos animais com sepse. Os animais foram divididos nos seguintes grupos
(n=5 por grupo): grupo Sham, sem tratamento e grupos com sepse (CLP) pré-tratados com ertapenem
(30 mg/kg), salina 0,9%, B-lapachona (5 mg/kg) e B-lapachona (1 mg/kg). Foram observados quanto ao
numero de ébitos a cada 12 horas durante 16 dias.
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5.2.2 MIGRAGCAO LEUCOCITARIA

5.2.2.1. Lavado peritoneal

As figuras 23-A mostra um aumento de neutréfilos nos animais CLP poés-
tratados com salina em relagéo ao grupo sham, 7 dias apds a indugao de sepse. No
entanto, os animais CLP pos-tratados com B-lapachona (1 mg/kg) apresentaram uma
reducdo no numero desta célula comparado ao grupo CLP+salina. Os animais
controles (sham) e grupo CLP+Ertapenem n&o apresentaram influxo de neutrofilos
para o foco infeccioso apds 7 dias da indugcao de sepse.

Em relagcdo aos mononucleares, os animais CLP pés-tratados com salina
apresentaram aumento de mononucleares em relagédo ao grupo Sham, 7 dias pos
CLP. Enquanto, o pds-tratamento com -lapachona nos animais CLP levou a reducao
no recrutamento destas células para o foco infeccioso comparado ao grupo

CLP+salina, mas obteve resultados similares ao grupo poés-tratado com ertapenem
(Figura 23 B).

A) Lavado Peritonel - 7 Dias B) Lavado Peritoneal - 7 Dias
16+ 16-

=
N
h
*
=y
N
N

Neutréfilos (x108
e
Mononucleares (x10%)
[=-)

- - - #
44 4 «F
I

| | #
0 ) j ' 0 [ I

Sham  Salina Erta lap Sham  Salina Erta B-lap

1 1
Sepse (CLP) ' Sepse (CLP)

Figura 23: Migracdo leucocitaria nos animais com sepse. Numero de neutréfilos e mononucleares
circulantes no lavado peritoneal nos seguintes grupos: 1-grupo Sham e em modelo murinho de sepse
pré tratados com: solugéo salina 0,9%, Ertapenem (20 mg/kg) e B-lapachona (1mg/Kg). Neutréfilos (A)
7 dias ap6s a CLP; Mononucleares (B) 7 dias ap6s CLP. *p<0,05 comparado ao grupo sham #p<0,05

comparado ao grupo CLP+salina. ANOVA de medidas repetidas. Grupo controle salina 24 horas apés
CLP.
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5.2.3PRODUCAO DE OXIDO NITRICO

5.2.3.1 Produgéao de o6xido nitrico no soro e lavado peritoneal

A figura 24-A mostra um aumento na produg¢do de NO no soro e lavado de
animais CLP pdés-tratados com salina em relagéo ao grupo Sham, 7 dias ap6s indugao
de CLP. No entanto, o poés-tratamento com B-lapachona (1 mg/kg) nos animais CLP
levou uma reducao nos niveis de NO no lavado, mas n&o no soro, comparado aos
animais CLP+salina. Por outro lado, o pds-tratamento com Ertapenem levou uma
reducao de NO no soro, mas aumento de NO no lavado em relagédo ao grupo
CLP+salina, 7 dias ap6s a inducéo de sepse.
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Figura 24: Produgcédo de NO no soro e lavado peritoneal de animais com sepse. Os animais foram
divididos nos seguintes grupos: 1-grupo Sham e os demais tiveram sepse (CLP) e foram pré-tratados
com: solugdo salina 0,9% (CLP+salina), Ertapenem (30 mg/kg), B-lapachona (1 mg/Kg). (A) Produgdo
de NO no soro 7 dias apés a CLP;(B) Produgédo de NO no lavado peritoneal 7 dias ap6s CLP; (D) 24
horas da CLP; *p<0,05 comparado ao grupo sham #p<0,05 comparado ao grupo CLP+salina. Grupo
controle salina 24 horas apés CLP.
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5.2.4 DETERMINACAO DOS NiVEIS DE MALONALDEIDO (MDA)

5.2.4.1 Produgao de MDA no soro, lavado peritoneal e tecidos

Todos os animais com sepse pds-tratados com salina ou B-lapachona (1 mg/kg)
ou ertapenem apresentaram aumento significativo nos niveis de MDA no soro e lavado

peritoneal, 7 dias apés CLP (Figura 25 A e B).
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Figura 25: Producdo de MDA no soro e lavado peritoneal de animais com sepse. Os animais foram
divididos nos seguintes grupos: 1-grupo Sham e os demais tiveram sepse (CLP) e foram pré-tratados
com: solucgéo salina 0,9% (CLP+salina), Ertapenem (30 mg/kg), B-lapachona (1 mg/Kg). (A) Produgéo
de MDA no Soro 7 dias apds CLP; (B) Producdo de MDA no lavado peritoneal 7 dias ap6s CLP; *p<0,05
comparado ao grupo sham #p<0,05 comparado ao grupo CLP+salina. Grupo controle salina 24 horas

apo6s CLP.
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5.2.5 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL PELO METODO DE TEAC

5.2.5.1 Capacidade antioxidante total no soro, lavado peritoneal e 6rgaos

Os animais com sepse poés-tratados com salina apresentaram aumento na
capacidade antioxidante total (TEAC) no soro, mas redugao no lavado peritoneal e na
maioria dos tecidos avaliados, 7 dias apds CLP. O pés-tratamento com (-lapachona
(1 mg/kg) nos animais CLP elevou os niveis dos antioxidantes no lavado e todos os

orgéos avaliados comparado aos animais CLP+salina (Figura 26).
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Figura 26: Produgédo de TEAC no soro, lavado peritoneal e 6rgéos de animais com sepse. Os animais
foram divididos nos seguintes grupos: 1-grupo Sham e os demais tiveram sepse (CLP) e foram pré-
tratados com: solugéo salina 0,9% (CLP+salina), Ertapenem (30 mg/kg), B-lapachona (1 mg/Kg). (A)
Produgéo de TEAC no Soro 7 dias apds CLP; (B) Produgédo de TEAC no lavado peritoneal 7 dias apds
CLP; (C) Produgéao de TEAC nos 6rgaos 7 dias apos CLP; *p<0,05 comparado ao grupo sham #p<0,05
comparado ao grupo CLP+salina. Grupo controle salina 24 horas apés CLP.
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5.3 Teste in vitro

5.3.1CITOTOXICIDADE CELULAR

A citotoxicidade foi avaliada em fibroblastos derivados de tecido pulmonar
(MRCS5) através do ensaio de MTT, que foram tratadas com diferentes concentragdes
de B-lapachona: (0,125; 0,25; 1,00; 2,00; 4,00 e 8,00 uM) por 24 horas. A figura 27
mostra que a concentragao de 1,00 uM de B-lapachona reduziu em 16% a viabilidade
das células MRC5, enquanto a partir da concentragao de 2,00 uM houve 82% de morte

celular.
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Figura 27: Viabilidade celular fibroblastos derivados de tecido pulmonar expresso em porcentagem
(%), apos incubar por 24 horas os extratos aquosos de A. brasiliensis nas concentragdes de 0,125;
0,25; 1,00; 2,00; 4,00 e 8,00 uM de B-lapachona

O valor de IC50 (concentragao necessaria capaz de inibir 50% do crescimento celular)

de B-lapachona foi de 1,81 £ 0,19 yM em 24 horas.

Tabela 06: Valor de ICsp em uM necessaria para B-Lapachona inibir a proliferagéo de fibroblastos

derivados de tecido pulmonar (MRC5).

IC50 (uM)

B-Lapachona 1,81 +0,19
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6. DISCUSSAO

O modelo de ligadura e pung¢ao do ceco "cecal ligation and puncture" (CLP) é
amplamente utilizado na busca por terapias alternativas mais se assemelhar a
progressao da sepse humana (DEJAGER et al. 2011). A perfuragado do ceco resulta
em contaminagado bacterina endoégena para o peritdbnio e em seguida na corrente
sanguinea. A invasdo bacteriana culmina em ativagdo da resposta inflamatdria,
choque séptico e disfungao de érgaos com morte subsequente (HOLLENBERG et al.
2001; DOERSCHUG et al. 2004; DEJAGER et al. 2011). Os sintomas tipicos da sepse
como hipotermia, taquicardia e taquipnéia sdo encontrados em roedores submetidos
a CLP (FINK, 2001; RITTIRSCH et al., 2009)

Em nosso estudo avaliamos alguns parametros que indicam o estado geral de
salde dos animais tais como sobrevida e peso corporal, além de parametros
imunoldgicos e oxidativos apos a indugao de sepse nos animais (NEMZEK et al. 2008;
MORAAL et al. 2012; GRANGER et al. 2013). Nos testes nos animais com o pré-
tratamento foi utilizado o antibidtico ceftriaxona como controle de tratamento, visto que
este farmaco usualmente reconhecido como seguro e eficaz quando usada como um
unico medicamento na terapia de sepse (OMS, 2008).

Em relacdo aos animais com sepse que receberam o pré-tratamento com
salina, nossos dados mostram que estes animais apresentaram perda significativa de
peso corporal, com morte no sexto dia apos a CLP. Segundo Conn (2008) e Bejamim
et al. (2000), o modelo de CLP pode sobreviver até 5 dias apdés o procedimento
cirurgico. Em modelo de alta gravidade de sepse, utilizado em nossos experimentos,
geralmente todos os camundongos morrem dentro de 4 dias apods a indugéo da CLP,
em que o inicio da sepse ocorre por volta de 12 h apdés o CLP (RITTIRSCH et al.,
2009).

Durante o processo inflamatério da sepse ocorre a ativagdo e migragéo
leucocitaria do lumen vascular para o sitio inflamatério, em que os PMNs e os
monadcitos sao os principais componentes da resposta imune inata, e essenciais para
a defesa do organismo frente a patdégenos (OCUIN et al. 2011; BOOMER; GREEN,;
HOTCHKISS, 2014). Nos animais com sepse pré-tratados e pés-tratados com salina,
observou-se aumento no influxo de neutréfilos e mononucleares para o sitio

inflamatério, com pico de migragao apoés 24 horas. Ocuin et al. (2011) também mostrou
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que apos 12 horas apds a sepse houve recrutamento de neutréfilos e mondcitos para
o peritdnio na CLP moderada.

Como j& mencionado anteriormente, o modelo CLP €& caracterizado pela
translocagao bacteriana, com consequente infeccdo polimicrobiana. Entre as
bactérias mais prevalentes e identificadas neste tipo de modelo estao as Escherichia
coli; Enterococcus faecalis; Proteus mirabilis; Klebsiela pneumoniae; e Enterobacter
aglomerans (NASSIF et al. 2004; RITTIRSCH, 2009; CUENCA, 2010). Os
camundongos sépticos pré-tratados com salina, apresentaram elevado aumento da
carga bacteriana no lavado peritoneal, soro e nos tecidos coletados nos dois tempos
avaliados, sendo que no sitio inflamatério houve redugao da carga 24 horas apos CLP,
que pode ser justificado pela fagocitose realizada pelos leucécitos recrutados (XIAO
et al. 2006).

Em nosso estudo, os animais com sepse pré-tratados com salina apresentaram
aumento da producao de NO pelos leucdcitos no soro, no lavado peritoneal e nos
demais tecidos avaliados destes animais. O aumento da producdo de NO esta
associado a ativacdo da iNOS nos leucdcitos tanto em pacientes com sepse como em
modelos de animais sépticos e sua relagdo com a gravidade da doenga ja estd bem
documentada (OCHOA et al. 1991; GOMEZ-JIMENEZ et al. 1995; LIU et al. 1997;
WOLKOW et al. 1998; HOLLENBERG et al. 2000). O NO junto com seus produtos
gerados pela sua interagdo com outros intermediarios irdo atuar como microbicidas
(KAPLAN et al. 1996; OCUIN et al. 2011). Os efeitos deletérios do NO sao
demonstrado na literatura, sendo que a producao excessiva NO por iNOS pode levar
a hipotensao e colapso vascular com consequente disfungéo de 6rgéos e mortalidade
precoce (TITHERADGE, 1999).

Além disso, o0 excesso de ERON podem induzir efeitos deletérios como danos
no DNA, perda da fungédo de enzimas, reagir com lipideos das membranas celulares
produzindo peroxidagao lipidica, resultando em produtos finais como o MDA e outros
aldeidos que levam a morte celular (TUKAMOTO, 2008; PINTO et al. 2012;
ALKHAREFY et al. 2015; WEIDINGER e KOZLOV, 2015). Nesse sentido, nos animais
com sepse e pré-tratados com salina, os niveis de MDA estavam elevados no
peritdbnio, no soro e nos 6rgdos como bago, coragao, pulmao e figado dos animais
sépticos. Na sepse alteragdes patoldgicas podem ocorrer em muitos 6rgaos, sendo
que os mais comumente afetados sao os pulmdes, figado, rins, coragao e intestinos
(OIKONOMOPOULOU et al., 2012).
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Os animais possuem um sistema antioxidante enzimatico e ndo enzimatico que
atuam contra radicais livres e outros oxidantes (KAMBAYASHI et al. 2008; ALARM et
al. 2013). Os animais sépticos e pré-tratados com salina apresentaram baixos niveis
da capacidade antioxidante nos dois tempos apés CLP no lavado peritoneal enquanto
que no soro aumentou ap6és 24 horas.

Nesse sentido, Chia-Chang et al. (2006) avaliaram a capacidade antioxidante
total no soro de pacientes com sepse grave, observaram o aumento significativo dos
niveis de capacidade antioxidante total nos pacientes sépticos comparado com os
pacientes saudaveis, concluindo que os niveis dos antioxidantes no soro dos
pacientes estdo relacionados com a severidade da sepse. Esse resultado pode ser
justificado pela produgao excessiva de espécies reativas durante o inicio da sepse
pelos leucdcitos ativados (ELEWA et al. 2015). Na sepse, 0 aumento exacerbado de
substancias pré-oxidantes pode levar a uma reducao nos estoques de antioxidantes,
que sao insuficientes para neutralizar o dano celular provocado por estes radicais. Por
este fato a suplementagdo com antioxidantes torna-se necessaria (CARVALHO et al.
2003; PETRONILHO et al. 2016).

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

Em nosso estudo foi demostrado uma acao protetora de (-lapachona sobre a
resposta inflamatéria em animais submetidos a sepse por CLP. Quando os animais
receberam injecao intra-peritoneal de B-lapachona e posterior indugao sepse, houve
aumento da sobrevida dos animais em relagao aos animais com sepse tratados com
salina, conferindo resisténcia a infecgdo. Neste estudo, observamos uma taxa de
sobrevivéncia de 100% dos animais pré- tratados com [(-lapachona até pelo menos
por 16 dias apos a cirurgia CLP. Entretanto, pode-se observar uma reducéo de 8,4%

no peso dos animais a partir de 48 horas apés inducéo de sepse.
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Nossos dados também mostraram que o pré-tratamento com B-lapachona
modulou a inflamagdo em modelo de sepse, diminuindo a migragao de neutrofilos para
o foco infeccioso. Estudos realizados por CRACIUN et al. (2010) observou que 24
horas ap6s a CLP os camundongos que vao a 6bito tém mais neutréfilos no peritonio
em comparagao com aqueles que vao viver. Os neutréfilos dos camundongos que vao
a Obito possuem crescimento bacteriano descontrolado que haja visto que sdo menos
capazes de matar bactérias, seja por causa da redugdo da fagocitose, reducao da
atividade de conteudo granular ou redugcdo do burst oxidativo. Além disso, o
recrutamento e ativagcado dos neutrofilos pode promover além de depuracao danos ao
tecido através da liberacdo de proteases e radicais livres. (WALLEY et al., 1997).
Estudos realizados por Ness et al. (2003) mostraram em modelo CLP que a inibigao
do recrutamento de neutrdfilos resultou no retardamento da inflamagéo e consequente
protecao contra de lesbes da sepse.

Por outro lado, o pré-tratamento com B-lapachona nos animais com sepse
induziu aumento de mononucleares no lavado peritoneal. Dentre as células
mononucleares, os macrofagos atuam na remogao de bactérias nas fases iniciais da
sepse, sendo estes responsaveis tanto pela regulagao de pré-inflamagao (M1) quanto
na regulagdo anti-inflamatéria (M2). A modulagdo de polarizagdo M1 / M2é
fundamental para controlar a infecgéo e ao mesmo tempo evitar danos em tecidos (LI
et al,, 2014). Segundo Kim et al. (2009) relataram que o extrato de Tabebuia
avellanedae modulou negativamente a resposta celular diminuindo a migragédo de
macrofagos e mondcito através da inibicdo da expressao de moléculas de adesdo. A
alteracao da resposta encontrada em nossos estudos pode estar relacionada ao fato
do extrato de Tabebuia possuir diferentes compostos ativos, dentre eles
naftoquinonas, antraquinonas, cumarinas e flavonoides que podem regular
negativamente a expressdo de moléculas de adesao e recrutamento celular.

A carga bacteriana nos animais pré-tratados com B-lapachona com sepse foi
reduzida substancialmente em relagdo ao grupo sepse pré-tratado com salina, visto
que somente uma baixa carga bacteriana foi encontrada no figado apés 24 horas. O
figado representa a primeira linha de defesa contra bactérias provenientes do intestino
(HINES; SON; KREMER, 2010). Nesse sentido, a depuragédo da circulagdo portal
melhorada neste grupo pode ter levado a auséncia de bactérias nos demais sitios de
infeccdo. Dados da literatura também relatam a atividade antibacteriana de

naftoquinonas, como a B-lapachona, que esta relacionada com a inducao de estresse
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oxidativo no tecido. Dessa forma, a funcao mitocondrial e parede celular bacteriana
podem ser afetadas pela geragao de radicais livres (PEREIRA et al., 2006). Estudos
in vitro demostraram que B-lapachona possui uma agéo sinérgica em cepas de MRSA
quando em combinagao om agentes B-lactdmicos (MACEDO et al., 2013).

Constata-se também que [B-lapachona ndo alterou niveis de NO no sitio
inflamatério nos dois tempos avaliados, um efeito benéfico haja visto que o NO é
composto nocivo para bactérias. Por outro lado, no soro houve reducao dos niveis de
NO no tempo de 24 horas quando comparado ao grupo salina. Estudos in vivo ja tem
demostrado que B-lapachona pode agir reduzindo niveis de NO e citocinas pro-
inflamatérias. Esse efeito pode estar relacionado em parte com a alteragcao de
sinalizagao da via MyD88, resultando na inibi¢ao da liberagédo de oxido nitrico, através
da sintese do dxido nitrico induzivel ativada por NF-kB (LEE et al., 2015; SITONIO et
al., 2013).

Por outro lado, nossos dados mostram que B-lapachona intensificou 0 aumento
de MDA, principalmente em 6rgados como figado e pulméo. A biodegradagéao de (-
lapachona é bastante extensa no figado e intestino antes alcangara circulagao
sistémica (KIM et al., 2015). Além disso, estudos indicam que as naftoquinonas podem
exercer sua toxicidade por interacao direta com macromoléculas celulares ou por sua
capacidade de formar radicais livres, espécies ativas de oxigénio e redox ciclo ou por
inibicdo de mitocdndrias e transportes de elétrons (DOHERTY; RODGERS; COHEN,
1987). Estudos realizados por verificaram danos no figado de ratos que receberam
doses intraperitoneais de 40, 80 e 160 mg/kg de pB-lapachona pelo aumento
significativo nos niveis de Gamaglutamiltransferase (GGT), transaminase glutamica
piravica (TGP) e fosfatase alcalina.

Neste estudo os niveis de antioxidantes enddégenos estavam elevados no
lavado peritoneal nos dois tempos e nos 6rgaos 24 horas apés CLP dos animais pré-
tratados com B-lapachona em comparagcao com os animais CLP tratados com salina.
Estudos realizados por PARK et al., 2016 demostraram que (-lapachona aumentou
os niveis intracelulares das enzimas antioxidantes tais como catalase e glutationa em
astrocitos primarios de ratos. Tal mecanismos pdde ser atribuido relacionado ao fator
2 (Nrf2) por sinalizagéo de elemento de resposta antioxidante (ARE) (LEE et al., 2015).

Além disso, as células provenientes do lavado peritoneal dos animais sépticos
pré-tratados com B-lapachona apresentaram aumento significativo da capacidade de

fagocitar particulas de zymosan. Como relatado anteriormente, a 3-lapachona possui
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elevada capacidade de induzir a geragédo de EROS. Os EROS desempenham um
papel critico na modulagdo de fagocitose atuando como importantes moléculas de
sinalizacdo (VERNON; TANG, 2013). Estudos anteriores demostraram que células
U937 tratadas com oridonina, um indutor de EROS, tiveram capacidade aumentada
de fagocitar células apoptéticas (ZANG et al., 2012).

Dessa forma, a B-lapachona demonstrou ser capaz de prevenir danos
causados pela sepse em modelo animal. No entanto, houve necessidade de avaliar
doses menores de B-lapachona neste modelo de sepse, em vista de possivel
toxicidade na dose utilizada (50 mg/kg) apresentada pelo aumento de MDA e perda
de peso dos animais. Estudos realizado por KUMI-DIAKA; TOWNSEND (2003)
constaram um possivel efeito citotdxico dose-dependente de B-lapachona em modelo
animal. A exposicao de espermatozoides a concentragdes maiores de [3-lapachona
causou alteragdes na membrana celular e prejudicou processos intracelulares
significativos que levam a dano e inibicdo da reacdo acrossémica, enquanto que
concentragdes mais baixas estimulavam a reagao acrossémica.

Mediante a toxicidade da B-lapachona e uma melhor adequagao do tratamento
clinico em sepse, avaliou-se o efeito do pés-tratamento com -lapachona em doses
menores (5mg/kg e 1mg/kg), sobre alguns parametros como sobrevida, migracéo e
parametros oxidativos, afim de obter uma dose com menor toxicidade e mesmo efeito
protetor frente a sepse. Nossos dados mostraram que o pés-tratamento com a dose
de 1 mg/kg de B-lapachona por 7 dias foi mais eficaz em elevar a sobrevida dos
animais com sepse (60% sobrevida) em relagdo aos demais grupos tratados. Com
isso, os demais parametros foram avaliados nestes animais (B-lapachona 1mg/kg),
nos quais observou-se reducdo de neutrdfilos e niveis aumentos de antioxidantes
totais, mas ndo houve alteracdo de NO e MDA, nestes animais pos-tratados com (3-
lapachona apés 7 da inducao de sepse.

Esta reducao de neutréfilos induzida pela B-lapachona pode estar associada a
resolucdo da inflamacdo, mediante a inibicado da biossintese de mediadores que
regulam o recrutamento de neutréfilos para o tecido, assim como elevam o clearance
de neutrdfilos apoptoticos, promovendo a homeostase tecido (SUGIMOTO et al.,
2016). Além disso, a B-lapachona nao alterou os niveis de NO, fato que pode explicar
a morte de 40% dos animais com sepse poés-tratados com B-lapachona, visto que este
mediador pode contribuir para a hipotensdo, cardiodepressao e hiporreatividade

vascular. Outro importante parametro importante que nao foi alterado pela [3-
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lapachona foram os niveis de MDA, que podem ter sido gerados pela combinagéo de
de superoxido e oxido nitrico nos animais com sepse, levando a maior producao de
peroxinitrito e outros reativos téxicos, como espécies de nitrogénio (RNS). A presenca
de MDA e outros reativos aldeidos no sangue podem alterar a permeabilidade e
prejudicar as receptores e enzimas de membranas levando a danos em estruturas e
funcdes proteicas. Desta forma, aldeidos liberados no sangue sdo marcadores de
estresse oxidativo e indicativos de danos celulares (BRACHT et al., 2005).

Com relacao as reservas antioxidantes, o pds-tratamento com [3-lapachona
levou de maneira geral um aumento de TEAC nos animais com sepse. Como discutido
anteriormente, a B-lapachona pode induzir a expressao génica em vias de Nrf2,
elevando assim os niveis de enzimas antioxidantes como superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), e glutationa peroxidase (GPx). Os niveis aumentados destas
enzimas conferem protecdo em células sob condicdes de estresse (VICTOR et al.,
2009).

Com relacdo a viabilidade celular in vitro, a concentracdo de 1uM de [3-
lapachona manteve 82% dos fibroblastos de origem pulmonar viaveis, no entanto, a
concentracao de 2,00 uM foi capaz de matar mais de 84% destas células, obtendo um
valor de IC50 de 1,81 £ 0,19uM. A literatura relata que a B-lapachona é capaz de
induzir morte em uma variedade de células cancerosas (KIM et al., 2007; MENACHO-
MARQUEZ et al., 2015). Estudos recentes demostram que um dos principais
mecanismos de morte € a bioativagao de [-lapachona por NAD(P)H:quinone
oxidoreductase-1(NQO1) (WU et al., 2016). A atuacéo de -lapachona como substrato
cria um ciclo redox com alta geragdo de EROS provocando uma necrose programada
(chamada "necroptose”) (BIAN et al., 2014). Pesquisas referentes as células n&o
cancerosas sao escassos, porém, Byun et al. (2014) demostraram um efeito

citoprotetor com reducao de morte induzida por TNF-o de células endoteliais.



73

7- CONCLUSAO

Os animais com sepse apresentaram diminuicdo na sobrevida, e o pré-
tratamentos destes animais com B-lapachona em maior dose elevou a sobrevida em
100%, enquanto que o pds-tratamento com menor dose levou a sobrevida em 60%.

A sepse induziu aumento de neutréfilos e mononucleares, e pré-tratamento
com a B-lapachona reduziu o influxo de neutréfilos e aumentou o numero de
mononucleares em ambos tratamentos.

Os animais com sepse apresentaram elevada carga bacteriana no lavado
peritoneal, soro e em todos os tecidos coletados, caracterizando uma infec¢éo
polimicrobiana. O pré-tratamento destes animais com B-lapachona diminuiu a carga
bacteriana na maioria dos tecidos avaliados.

A sepse induziu elevada producao de NO e MDA nos varios tecidos avaliados.
O pré-tratamento com B-lapachona diminuiu a producao de NO e MDA no soro, porem
elevou os niveis de MDA em alguns tecidos. O pés-tratamento com -lapachona em
doses mais baixas nao alterou os niveis de NO e MDA.

Os animais com sepse apresentaram reducido de defesas antioxidantes nos
alaviados. O pré-tratamento com B-lapachona elevou os niveis de antioxidantes no
soro e na maioria dos tecidos avaliados. O pés-tratamento com B-lapachona
conseguiu elevar ainda mais os niveis de antioxidantes nos sitios avaliados.

A B-lapachona mostrou efeito citotoxico in vitro, em baixas concentragdes

Desta forma, em geral o pré-tratamento de -lapachona em maior dose obteve
melhores resultados com agdo imunomoduladora frente a sepse, apesar da possivel
toxicidade na dose utilizada (50 mg/kg). Enquanto que o pds-tratamento com dose de
1 mg/kg do composto ndo alterou alguns parametros oxidativos, somente elevou os
niveis de antioxidantes. O pré-tratamento em maiores doses de B-lapachona iniciado
antes do inicio da sepse, isto &, tratamento profilatico, contrasta com a situacdo em
que o tratamento em menores doses do composto € iniciado apds o inicio da sepse

(tratamento terapéutico).
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