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RESUMO

Introducdo: Evidéncias cientificas veem demonstrando que Pseudomonas
aeruginosa (P. aeruginosa) destaca-se dentre os demais patdégenos por promover
elevadas taxas de morbidade, mortalidade e aumento de custos hospitalares em
ambito mundial. Este microrganismo ¢é intrinsicamente resistente a ampla
diversidade de farmacos e capaz de se tornar resistente a diversos agentes
antimicrobianos. Atualmente, verifica-se uma significativa limitacdo do arsenal
terapéutico que pode ser empregado para o tratamento de infeccdes causadas por
esta bactéria multirresistente. Estudos tém demonstrado que o cogumelo Agaricus
blazei Murrill (AbM) apresenta atividade antimicrobiana. Objetivo: Avaliar a acéo
antimicrobiana dos extratos do Agaricus blazei Murrill sobre Pseudomonas
aeruginosa multirresistente. Métodos: As cepas de Pseudomonas aeruginosa
multirresistente foram obtidas de pacientes internados no Hospital Regional da Asa
Norte do Distrito Federal. A multirresisténcia antimicrobiana foi determinada segundo
os critérios do National Committee for Clinical Labocamundongory Standasrds. Os
extratos, aquoso e metandlico, foram preparados a partir do basidiocarpo bruto do
AbM e parte de sua composicdo quimica foi determinada, assim como 0s compostos
fendlicos (polifendis totais, polimerizados e ndo polimerizados; ésteres tartaricos e
flavondis) e acdo antioxidante pelos métodos de DPPH e ABTS. Os testes in vitro
contemplaram as avaliagbes da concentracdo inibitéria minima, do potencial
hemolitico dos extratos, da viabilidade celular e quantificacdo de citocinas (TNF-q,
IL-10, IL-12) em células RAW 264.7. No ensaio in vivo, os animais foram infectados
com a Pseudomonas aeruginosa multirresistente para avaliacdo da acao
antimicrobiana dos extratos do cogumelo na sobrevida de camundongos.
Resultados: Os dados da composicdo quimica do AbM demonstraram uma elevada
guantidade de carboidratos, proteinas e fibras, associado a baixo teor de gorduras.
O extrato metandlico apresentou uma maior quantidade de compostos fendlicos em
relacdo ao aquoso, e ambos os extratos evidenciaram elevada atividade antioxidante
pelo método ABTS. Os demais estudos in vitro demostraram que o0 extrato
metandlico apresentou atividade inibitoria no crescimento de P. aeruginosa, ambos

0s extratos de AbM n&o promoveram atividade hemolitica e ndo estimularam a



secrecdo de citocinas. Além disso, os extratos diminuiram a viabilidade celular. Nos
experimentos in vivo, 0 extrato aquoso aumentou a sobrevida de camundongos com
infeccdo em 60%, quando comparados com animais controle. Conclusédo: Estes
dados sugerem que o extrato aquoso do cogumelo AbM pode ser uma alternativa

terapéutica para o tratamento de infec¢des bacterianas multirresistentes.

Palavras-chave: Agaricus blazei Murrill; Agaricus basiliensis; antimicrobiana;

Pseudomonas aeruginosa; sepse.



ABSTRACT

Introduction: Scientific evidence demonstrating see that Pseudomonas aeruginosa
(P. aeruginosa) stands out among the other pathogens by promoting high rates of
morbidity, mortality and increased hospital costs worldwide. This microorganism is
intrinsically resistant to wide range of drugs and able to become resistant to many
antimicrobial agents. Currently, there is a significant limitation in the therapeutic
arsenal that can be used for the treatment of infections caused by multidrug this
bacterium. Studies have shown that Agaricus blazei Murrill (AbM) has antimicrobial
activity. Objective: To evaluate the antimicrobial action of Agaricus blazei Murrill
extracts on multidrug resistant Pseudomonas aeruginosa. Methods: multidrug-
resistant Pseudomonas aeruginosa strains were obtained from patients admitted to
the Regional Hospital of the North Wing of the Federal District. The multidrug
resistance was determined according to the criteria of the National Committee for
Clinical Labocamundongory Standasrds. The extracts and aqueous methanol have
been prepared from crude basidiocarp AbM and part of their chemical composition
was determined, as well as phenolic compounds (total polyphenols polymerized and
unpolymerized; Tartaric acid esters, flavonoids) and antioxidant activity by DPPH
methods and ABTS. In vitro testing contemplated reviews the minimum inhibitory
concentration, hemolytic potential of the extracts, the cellular viability and
quantification of cytokines (TNF-a, IL-10, IL-12) in RAW 264.7 cells. In the in vivo
test, the animals were infected with Pseudomonas aeruginosa multiresistant to
evaluate the antimicrobial activity of mushroom extracts on the survival of mice.
Results: The data on the chemical composition AbM showed a high amount of
carbohydrates, protein and fiber, associated with low fat content. The methanol
extract showed a greater amount of phenolic compounds in relation to the aqueous,
and both extracts showed high antioxidant activity by ABTS method. Other in vitro
studies showed that the methanol extract showed inhibitory activity on the growth of
P. aeruginosa, both AbM extracts did not promote hemolytic activity and did not
stimulate the secretion of cytokines. Moreover, the extracts decreased cell viability. In
in vivo experiments, the aqueous extract increased the survival of mice infected by

60% when compared to control animals. Conclusion: These data suggest that the



aqueous extract of the mushroom AbM may be a therapeutic alternative for the

treatment of multidrug-resistant bacterial infections.

Keywords: Agaricus blazei Murrill; Agaricus Basiliensis; antimicrobial; Pseudomonas

aeruginosa; sepsis.
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INTRODUCAO

As infeccOes bacterianas hospitalares constituem-se em um problema de
salde publica mundial promovendo aumento da morbidade e mortalidade, e
consequentemente encontram-se associadas a elevados custos hospitalares (1-2).
Algumas infeccbes se destacam segundo as taxas de prevaléncia incluindo
pneumonia, bacteremias e infec¢des do trato urinario e de sitio cirdrgico (3). Dentre
0s agentes etioldgicos que induzem ao desenvolvimento destas infeccbes, a bactéria
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) assume um papel de destaque devido as

suas elevadas prevaléncia e incidéncia (4-5).

Evidéncias cientificas veem demonstrando que as infeccBes hospitalares
bacterianas, especialmente as causadas por bactérias Gram-negativas, se
apresentam uma grande ameaca devido a rapida disseminacédo de cepas resistentes
aos agentes antimicrobianos disponiveis (6). Verifica-se que ha um arsenal
terapéutico limitado que pode ser empregado para o tratamento destes agentes

patogénicos (7-8).

O surgimento de cepas resistentes de P. aeruginosa aos antibiéticos
convecionais, seja por processo natural ou acelerado por pressédo seletiva, se
constitui um assunto relevante na saude publica em ambito mundial, exigindo
rapidas intervencgdes epidemioldgicas, microbioldgicas e terapéuticas (9-11). Dentre
estas intervencdes enfatiza-se a necessidade do uso racional de antimicrobianos, a
melhora no controle de infec¢des e o investimento no desenvolvimento de novos

farmacos (12).

Por outro lado, a busca por novas opcgdes terapéuticas para a resisténcia
microbiana tem sido prioridade na agenda de saude mundial. No Brasil, fonte de
inestimavel biodiversidade, varios principios ativos presentes em plantas e em

alimentos podem ser considerados a base para terapias inovadoras e efetivas.

Neste contexto, o cogumelo Agaricus blazei Murrill (AbM) representa uma
possibilidade para o tratamento e o controle das infec¢cdes hospitalares mais

recorrentes. Pesquisas in vitro e in vivo tém demonstrado que fracbes do AbM
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induzem acéo antimicrobiana estimulando a secrecdo de citocinas e a acdo de
outros componentes do sistema imunitario, em quadros de pneumonia e septicemia
induzidos em modelos animais (13-16). Entretanto, até 0 momento ndo ha relatos de
experimentos sobre a acdo de extratos e/ou dos compostos bioativos do AbM em

cepas de bactérias multirresistentes.
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1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1 Pseudomonas aeruginosa: Microrganismo Resistente a Classe de

Farmacos Antimicrobianos de Ultima Geragéo

Pseudomonas é um bacilo aerébio, Gram-negativo reto ou ligeiramente reto,
nao fermentador de glicose, apresenta motilidade por meio de um ou mais flagelos

polares, e possui a enzima oxidase (17).

P. aeruginosa tem sido a espécie mais frequentemente isolada de amostras
clinicas (18-22). Esta bactéria pode ser encontrada principalmente em ambientes
umidos, mas poderd estar presente no solo, dgua e plantas. Entretanto, na
microbiota de individuos saudaveis tem sido raramente encontrada. Contudo, em
pacientes hospitalizados especialmente aqueles internados em unidades de terapia
intensiva (UTIs) pode ser considerada uma das espécies bacterianas néo
fermentativas mais prevalentes entre as espécies clinicas, sendo a principal
causadora de pneumonia nosocomial em hospitais brasileiros. Essa espécie de
bactéria apresenta uma elevada facilidade de colonizacdo em pacientes internados
em ambiente hospitalar devido a frequente exposicdo destes aos instrumentos e
aparelhos auxiliares, maos de profissionais de saude e uso de antimicrobianos de

amplo espectro (17).

O principal sitio de colonizacao e reservatorio da P. aeruginosa no homem € o
trato gastrointestinal, podendo ser encontrada também em outros locais umidos do
corpo, como orofaringe, mucosa nasal, axilas e perineo. Ademais, em hospitais este
microrganismo tem sido constantemente reintroduzido por meio de alimentos,

principalmente frutas e vegetais (23).

A depender de caracteristicas ambientais e do estado imunitario do
hospedeiro, a P. aeruginosa pode apresentar-se como microrganismo em repouso,

ou atuar como um patdgeno altamente virulento induzindo a infecgbes agudas.
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Fatores de superficie bacteriana, tais como flagelos, pili e lipopolissacarideo, bem
COMO processos ativos, tais como a secrecao de toxinas e a formacao de biofilme
sdo considerados fatores determinantes de viruléncia que afetam o resultado das

infecgdes por P. aeruginosa (23).

1.1.2 Fatores de Viruléncia da Pseudomonas aeruginosa

Esta bactéria produz um elevado numero de fatores de viruléncia que
contribuem para sua patogénese, destacando-se especialmente: flagelos, pili ou
fimbrias, lipopolissacarideo, mecanismo quorum sensing (QS), biofilme, sistema de
secrecdo tipo 3 (T3SS). Outros diversos fatores de viruléncia também sédo
secretados por P. aeruginosa, como: proteases, lipases, fosfolipases e piocianina.
Um resumo dos fatores de viruléncia da P. aeruginosa é representado na Figura 1
(17, 23).

O fendtipo da P. aeruginosa difere conforme o tipo de infeccdo, aguda ou
cronica (24). Em infeccBes agudas esta bactéria expressa uma grande variedade de
fatores de viruléncia, contudo, em infec¢des crénicas podem estar ausentes algumas
das caracteristicas bacterianas mais inflamatorias, tais como, flagelos e pili (25).
Além disso, a P. aeruginosa em infec¢cdes cronicas tende a formar biofilme e

aumenta a producédo do exopolissacarideo alginato (17, 23).
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Figura 1. Principais fatores de viruléncia da P. aeruginosa (Gellatly & Hancock, 2013) (26).

Flagelos e pili tipo IV sdo as principais adesinas, capazes de se ligar a
receptores gangliosideos Gwmi e Gwmz. Juntamente com lipopolissacarideo, estas
estruturas superficiais sdo consideradas potencialmente inflamatérias. Uma vez que
0 contato com o epitélio do hospedeiro tenha ocorrido, o T3SS pode ser ativado, e
este fator de viruléncia é responséavel pela introducdo de citotoxinas diretamente no
interior da célula hospedeira, facilitando assim, a evaséo das defesas do hospedeiro.
Vérios fatores de viruléncia sdo secretados por P. aeruginosa e tém efeitos
diferentes no hospedeiro. Diversas proteases sao produzidas, e podem degradar
fatores do sistema complemento, mucinas, e alterar as juncdes das ceélulas epiteliais
gue conduzem a disseminacado das bactérias. As lipases e fosfolipases podem ter
como alvo os lipidios, bem como as membranas da célula hospedeira. Piocianina,
um pigmento azul-esverdeado, pode interferir com as vias de transporte de elétrons
da célula hospedeira. Pioverdina captura Fe3* favorecendo uma vantagem

competitiva em um ambiente no qual o ferro livre € escasso (26).
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1.1.2.1 Flagelos e Pili Tipo IV

A P. aeruginosa possui um unico flagelo polar e pili tipo IV. Estas estruturas
da bactéria podem apresentar a funcédo de adesao, motilidade e indugéo de resposta
inflamatoria (27).

O flagelo proporciona motilidade em um ambiente aquoso e € uma parte
essencial da quimiotaxia bacteriana. Durante uma infeccdo, a bactéria pode aderir
as células epiteliais hospedeiras através da ligacdo do seu flagelo ao receptor Gm1 e
pode provocar uma forte resposta inflamatoria (27).

Dentre os fatores de adesdo constituintes da P. aeruginosa o pili tipo IV € o
mais importante e estd envolvido na motilidade e na formacdo de biofilme (23).
Flagelos e pili promovem motilidade em superficies semi-sdlidas (28, 29). Pili
também pode levar a agregacdo, promovendo a formacdo de microcolénias em
tecidos-alvo pelas bactérias, a concentracdo das bactérias em um local de forma
eficaz e, proporcionar potencialmente protecdo contra o sistema imunitario do
hospedeiro e de antibidticos (30, 31). Por outro lado, pili é a principal adesina

envolvida na fagocitose da P. aeruginosa (32).

1.1.2.2 Sistema de Secrecao Tipo I

Diversas bactérias patogénicas Gram-negativas possuem um meio de
introducéo de toxinas diretamente no interior das células hospedeiras, através de um
poro formado na membrana da célula hospedeira, denominado Sistema de secrecao
tipo Il (T3SS). O T3SS da P. aeruginosa € um importante determinante de
viruléncia, e a sua expressao esta frequentemente associada com infec¢des agudas
invasivas e tem sido associada ao aumento da mortalidade em pacientes infectados
(17, 33). Apenas guatro exotoxinas, proteinas efetoras, foram identificadas - ExoY,
ExoS, ExoT, e ExoU (33).

As quatro proteinas efetoras do T3SS da P. aeruginosa sao expressas
variavelmente em diferentes cepas desta bactéria. Quase todas as estirpes
expressam uma das duas principais toxinas, que sdo as ExoU ou ExoS, mas muito

raramente as duas associadas (34). A contribuicdo exata de cada uma das toxinas
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na patogénese desta bactéria ainda nao foi esclarecida, mas infere-se que o T3SS
pode favorecer com que P. aeruginosa explore brechas na barreira epitelial,
dificultando a cura da ferida durante a colonizacdo e promover a lesdo celular
diretamente (ou seja, através ExoU) e indiretamente (isto €, recrutamento e ativacao
de neutrdfilos), levando aos sintomas de pneumonia bacteriana. O ExoU e ExoT
apresentam uma acdo anti-fagocitica, e ExoY e ExoS inibem a sintese de

interleucinas por macrofagos alveolares (33).

1.1.2.3 Quorum Sensing e Biofilme

Quorum sensing (QS) é um mecanismo presente em diversas bactérias, que
permite uma adaptacdo coordenada da populacdo bacteriana as alteracdes
ambientais, mediada por moléculas de membrana chamadas auto-indutoras. Estas
moléculas sdo produzidas por cada bactéria e atuam como co-fatores de transcricao
de reguladores especificos quando atingem uma concentracéo elevada o suficiente.
A concentracdo de moléculas auto-indutoras no meio é proporcional a concentracdo
de bactérias. Estima-se que mais de 10% dos genes no genoma, € mais de 20% do
proteoma bacteriano expresso séo regulados pelo mecanismo QS (35).

As bactérias liberam moléculas auto-indutoras quando estimuladas pelo
sistema QS, e essas por sua vez sdo detectadas pelas bactérias vizinhas que
regulam a densidade da populacdo bacteriana local e a expressao de genes. P.
aeruginosa produz trés molécula auto-indutoras: lactona de homoserina de 3-oxo-
dodecanoilo (3-oxo-C12 HSL), butirilo homo-serina lactona (C4 HSL) e 2-heptil-3-
hidroxi-4-quinolona (35, 36).

O sistema QS da bactéria P. aeruginosa possui aproximadamente 350 genes
(6% do genoma da PA) e desempenham um papel na regulacdo de uma ampla
variedade de processos, incluindo a formacdo de biofime e de producédo de
numerosas toxinas. Logo, QS desempenha um papel essencial na viruléncia deste

microrganismo (37, 38).

O biofilme € uma estrutura bacteriana, altamente organizada e sua formagéo
estd intrinsecamente relacionado ao sistema QS (39). O biofilme é composto por 50-

90% de substancias polimeéricas extracelulares (EPS) que podem ser constituidas
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por polissacarideos, acidos nucléicos, lipidios e proteinas. A matriz EPS proporciona
a bactéria uma resisténcia fisica contra forcas mecanicas (por exemplo, agua) e
quimica pois, diminui a penetracdo de produtos quimicos toxicos (por exemplo,
antibioticos) (40, 41).

No interior do biofiime ha limitacdo de oxigénio e nutrientes, este fator
contribui para o crescimento lento observado por bactérias no biofilme. Todos estes
fatores podem levar ao aumento da resisténcia aos antibioticos (42), que também
tem sido proposto por ser devido a alteragces na expresséo de genes de adaptacéo,
a penetracao lenta, sistema QS, e as concentracfes mais elevadas de enzimas
extracelulares, destruindo os antibioticos. A resisténcia do biofilme bacteriano aos
antibiéticos e desinfetantes contribui significativamente para a sua resisténcia e,
portanto, este fator de viruléncia € considerado um grande problema clinico. O
biofiilme pode estar presente em equipamentos médicos como, cateteres e tubos
endotraqueais (37), e tem sido proposto que a P. aeruginosa pode crescer no
biofilme sobre os tecidos do hospedeiro / superficies epiteliais durante infeccbes

cronicas (39).

1.1.2.4 Proteases

P. aeruginosa sintetiza diversas proteases, como: elastases (LasA e LasB)
(43, 44). Estas proteases podem atuar em infeccGes oculares e em sepse,

degradando imunoglobulinas e fibrina, e alterar juncdes epiteliais (23).

1.1.2.5 Lipopolissacarideo

O lipopolissacarideo (LPS) é um dlicolipidio complexo que forma uma
monocamada da membrana externa e tem funcdes na antigenicidade, na resposta
inflamatoria, na exclusdo de moléculas externas, e na mediacdo de interagcbes com
antibioticos (45). P. aeruginosa é composto de moléculas: lipidio A e polissacarideo-
O. A importancia do lipopolissacarideo para a bactéria é a iniciacdo da doenca e a

resisténcia aos antibioticos (45, 46).
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Lipidio A é um glicolipidio que adere ao lipopolissacarideo na membrana
externa (46). Modificagdes no lipidio A podem alterar a susceptibilidade da bactéria
para polimixinas e peptideos antimicrobianos catiénicos, bem como alterar as suas
propriedades inflamatérias (45).

Podem existir dois tipos de polissacarideo-O, simultaneamente, na P.
aeruginosa: um polissacarideo comum e outro especifico. O polissacarideo comum
€ um homopolimero de D-ramnose, com aproximadamente 70 acucares longos e
que induz uma resposta imunolégica fraca. Ao contrario, o polissacarideo-O
especifico € um heteropolimero variavel tanto no comprimento da cadeia e na
natureza dos acucares, e este lipopolissacarideo induz uma forte resposta
imunolégica. Algumas cepas de P. aeruginosa ndo produzem o polissacarideo-O

(45).

1.1.2.6 Outros Fatores de Viruléncia

Outros fatores de viruléncia sdo secretados por P. aeruginosa e podem
contribuir para a sua patogenicidade. Exotoxina A compde a familia de enzimas
denominadas de  mono-ADP-ribosiltransferase  (ADPRT), sendo  mais
especificamente uma NAD* diftamida-ADP-ribosiltransferase. E um fator de
viruléncia que inibe o fator de alongamento 2 da célula hospedeira (EF2) inibindo
desse modo a sintese protéica e conduzindo a morte celular (47). As propriedades
toxicas de exotoxina A envolvem também a morte da célula hospedeira por apoptose
(48, 49).

As lipases e fosfolipases destroem lipidios tensoativos e os fosfolipideos das
membranas celulares do hospedeiro (23). O pigmento piocianina azul-verde da P.
aeruginosa causa estresse oxidativo na célula infectada, interrompendo a agédo da
catalase, e transporte de elétron mitocondrial (50). Piocianina tem sido demonstrada
in vitro para induzir apoptose em neutrofilos, assim como inibir a fagocitose de

corpos apoptoticos por macréfagos (50, 51).



31

1.1.3 Pseudomonas aeruginosa e Resisténcia a Antibioticoterapia

O patdgeno P. aeruginosa tem emergido como uma bactéria clinicamente
relevante devido ao aumento do numero de infec¢Bes produzidas por este
microrganismo e a propagac¢do mundial de cepas com resisténcia a varias classes
de antibidticos (52, 53).

A P. aeruginosa pode desenvolver uma resisténcia intrinseca a mdultiplas
classes de antibioticos e é habil para aquisicdo de uma resisténcia adaptavel
durante um curso terapéutico, portanto, as infec¢cbes causadas por esta bactéria
apresentam uma relevante gravidade (54). Este patdgeno apresenta uma elevada
resisténcia associada a sua significativa capacidade de adquirir resisténcias
adicionais por meio de mutacbes cromossdmicas. Ao longo do tempo, houve a
deteccdo de mdltiplos determinantes de resisténcia aos antimicrobianos
relacionados a esta bactéria, geralmente, localizados em integrons, adquiridos por
transferéncia horizontal por meio de plasmideos e/ou transposons. Dentre esses
mecanismos, as carbapenemases sdo relevantes, devido ao amplo espectro de

antibioticos afetados (54).

1.1.3.1 Pseudomonas aeruginosa, Fatores de Resisténcia e Antibioticoterapia

As infeccdes causadas por P. aeruginosa sdo notoriamente dificeis de tratar
devido a sua capacidade intrinseca de resistir a diversas classes de antibioticos,
bem como a de adquirir resisténcia. Todos 0s mecanismos conhecidos de
resisténcia aos antibioticos podem ser exibidos por esta bactéria (intrinseco,
adquirido, e adaptativo) (Tabela 1). As taxas de resisténcia aumentam

gradativamente, apesar do uso de terapias de combinacédo de drogas (55).
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Tabela 1 - Exemplo de mecanismo de resisténcia da Pseudomonas aeruginosa

Mecanismo de resisténcia Exemplo

Classes

Bombas de efluxo Intrinseca

Impermeabilidade da Intrinseca

membrana externa

B-lactamases AmpC Intrinseca
Mutagédo DNA girase Adquirida
Transferéncia horizontal Adquirida
Alteracdo da membrana Adaptativo

MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-
OprN, MexXY-OprM (cefalosporinas,
carbapenémicos, aminoglicosideos,

quinolonas, ureidopenicilinas)

OprF, OprD, OprB (carbapenemos,

aminoglicosideos, quinolonas)

Penicilinas

Topoisomerase de DNA (quinolonas)
MexZ (quinolonas, cefapimes,

aminoglicosideos)

Metalo-beta-lactamase, ESBLs
(penicilinas, cefalosporinas,

carbapenémicos)

Modifica¢éo do Lipidio A

(aminoglicosideos, polimixinas)

Fonte: Moore & Flaws, 2011 (55) Mex — Multidrug efflux pump

1.1.3.1.1 Resisténcia Intrinseca

A resisténcia intrinseca é codificada no cromossomo do microrganismo. No

caso da P. aeruginosa, esta resisténcia € devido a baixa permeabilidade da sua
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membrana externa, a superexpressdao de bombas de efluxo de membrana, e a

presenca da enzima (3-lactamase, AmpC (56).

Os sistemas de efluxo de P. aeruginosa pertencem a familia resistance-
nodulation-cell division (RND). A abertura de um canal que atravessa as membranas
interna e externa deste microroganismo é a base destes sistemas, provocando a

expulsdo de moléculas para o exterior celular (57, 58).

Multidrug efflux pump (Mex) s&o os genes que pertencem ao genoma de P.
aeruginosa e codificam os sistemas de efluxo da familia RND, tendo sido ja
identificados 10 genes: MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN, MexXYOprM,
MexGHI, OpmD, MexVW-OprM, MexPQOpmE, MexMN-OprM e TriABC-OpmH (59).

Em bactérias Gram-negativas, as bombas de efluxo formam um sistema
tripartite de proteinas de transporte que se localizam na: 1/ membrana interna
(proteina constituida por uma bomba de transporte ativo, dependente de energia —
MexB, MexD, MexF ou MexY), 2/ periplasma (proteina transmembrana que une os
outros dois componentes — MexA, MexC, MexE ou MexX) e 3/ membrana externa
(proteina formadora de canal extrusor, também denominado porina — OprJ, OprM ou
OprN) (Figura 2) (60).

A membrana externa € uma barreira semi-permeavel que restringe a
absorcdo de pequenas moléculas hidrofilicas como por exemplo, os antibiéticos [3-
lactamicos para os canais de proteinas porina presentes no interior da membrana
externa. Estima-se que a membrana externa da bactéria P. aeruginosa é 10 a 100
vezes menos permeavel do que a da Escherichia coli (E. Coli), tendo menos canais
grandes de porinas (formadas por OPRF) e um numero maior de pequenos canais
porinas (formado por proteinas, tais como: OprD e OprB) (61).

Referente as bombas de efluxo de P. aeruginosa, que se encontram
relacionadas com a resisténcia a multiplos antibiéticos, quatro genes ja foram
identificados: MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN e MexXY-OprM (60). Estas
bombas de efluxo podem ejetar uma ampla gama de antibidticos; por exemplo,
MexAB-OprM e MexXY-OprM pode expulsar B-lactamicos, cloranfenicol,
fluoroquinolonas, macrolideos, novobiocina, sulfonamidas, tetraciclinas, trimetoprim

e aminoglicosideos (65, 66).



34

J

Membrana
Externa

\

Espaco
Periplasmico

Membrana
Interna

4

4

FQ,BL, TC FQ, CF FQ, CP

Figura 2. Modelos estruturais e funcionais das bombas de efluxo de P. aeruginosa, indicando a
localizacdo das proteinas constituintes da bomba e acdo preferencial a determinados tipos de

substratos. Mex — Multidrug efflux pump

FQ: fluoroquinolona; BL: betalactamico; TC: tetraciclina; CF: cefalosporina; CP: carbapenémico; AG:
aminoglicosideo.
Fonte: Adaptada de Aeschlimann (2003), Neves (2010) e Poole (2005) (62-64).

A enzima B-lactamase AMPc esta localizada no periplasma e é eficiente na
hidrélise de varios antibioticos B-lactamicos, tais como, penicilinas e cefalosporinas.
A resisténcia atribuida por bombas de efluxo e AmpC é intrinsecamente associada a
permeabilidade da membrana externa, porque a concentragdo de B-lactamase no
periplasma é dependente da eficiéncia e da taxa pela qual eles sdo transportados

atraves das porinas da membrana externa (67).

As [-lactamases sdo enzimas capazes de clivar o anel [B-lactamico,
resultando na inativagdo de antimicrobianos [-lactamicos. Normalmente, genes
localizados em plasmideos conjugados codificam estas enzimas. Uma caracteristica
importante destes plasmideos se refere a sua capacidade de replicacdo e
disseminagdo entre bactérias de diferentes espécies, assim como entre géneros
distintos. Portanto, as -lactamases representam o principal mecanismo de
resisténcia a B-lactamicos em bactérias Gram-negativas (68).

As B-lactamases TEM-1 e TEM-2 sdo comumente encontradas na P.
aeruginosa e possuem propriedades bioquimicas muito semelhantes, sendo
consideradas enzimas de espectro restrito, e atuam na hidrolise de ampicilina e

cefalosporinas de primeira geragdo como cefalotina e cefazolina, mas néo
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apresentam atividade contra cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima, ou cefepima,
cefalosporinas de amplo espectro que possuem uma cadeia lateral (68).

De forma geral, bactérias produtoras de B-lactamases séo resistentes a
maioria dos antimicrobianos B-lactamicos, incluindo as penicilinas, cefalosporinas de
espectro ampliado e aztreonam. Logo, os carbapenens séo as opg¢Oes terapéuticas
para o tratamento de infeccbes causadas por bactérias produtoras de B-lactamases
(68).

A resisténcia da P. aeruginosa as cefalosporinas de espectro ampliado pode
ser decorrente da hiperexpressdao de [-lactamase cromossdOmica associada a
diminuicdo da permeabilidade da membrana externa ou, ainda, hiperexpresséo de
bombas de efluxo, as quais reduzem a concentracdo do antimicrobiano na célula
bacteriana por meio da expulsdo do mesmo (69).

A producao das B-lactamases pertencentes a classe D de Ambler e as que
pertencem a classe B de Ambler, também denominadas metalo-p-lactamases (ML),
sdo outros mecanismos descritos que conferem resisténcia aos [-lactamicos de
espectro ampliado e carbapenens (69). Além disso, a sintese dessas enzimas tem
sido comumente responsavel pelo fendtipo de resisténcia a esses B-lactamicos. As
metalo-B-lactamases (MBLs) pertencem as classes B de Ambler ou 3 de Bush-
Jacoby-Medeiros, e fazem a hidrdlise de todos os p-lactdmicos disponiveis
comercialmente, exceto o monobactam e aztreona. As enzimas MBLs caracterizam-
se por necessitarem de dois ions divalentes, usualmente zinco, como co-fator para
atividade catalitica. Além disso, o acido etilenodiaminotetracético (EDTA) ou
compostos derivados do &cido tiolatico (i.e., acido 2-mercaptopropiénico) inibem

essas enzimas (70).

1.1.3.1.2 Resisténcia Adquirida

Resisténcia adquirida pode ser resultante da transferéncia genética ou de
mutacgdes, incluindo os genes reguladores, que estabilizam ou melhoram os
mecanismos de resisténcia intrinseca. Elementos do DNA, como plasmideos e

transposons, podem ser passados entre as bactérias por conjugacéo,
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transformacdo, ou transducdo e podem conferir resisténcia a um ou mais
antibiéticos. Estes elementos também podem intensificar a resisténcia intrinseca da

P. aeruginosa (61).

1.1.3.1.3 Resisténcia Adaptavel

Resisténcia adaptavel ocorre quando as condi¢cdes ambientais, tais como:
exposi¢cdo a concentracdes sub-inibitorias de antibidticos, ou estados de crescimento

(formacéao de biofilme) promovem um aumento da resisténcia (61).

O arsenal terapéutico disponivel para o tratamento de infec¢cbes causadas por
Pseudomonas incluem piperacilina com tazobactam, ticarcilina com &cido
clavulanico, ceftazidima, cephapim, aztreonam, aminoglicosideos, ciprofloxacina e
levofloxacina. No entanto, para P. aeruginosa multirresistente ha diferentes
mecanismos de resisténcia, por sintese de integron Verona codificado (VIM) e
imipenemase (IMP), MBL e produtoras de B-lactamases de espectro extendido

(BLEES), e a bactéria pode ser susceptivel apenas a colistina (71).

1.1.4 O Cogumelo Agaricus blazei Murrill

Ao longo de muitos anos, os cogumelos vém sendo utilizados por diversas
culturas como, por exemplo, as orientais e ocidentais, para diferentes finalidades,
especialmente, para fins gastrondmico, medicinal e terapéutico. Contudo, destaca-se
este Udltimo emprego dos cogumelos, pois tém despertado o interesse da
comunidade cientifica visando investigar as provaveis a¢cdes destes na prevencao e

ou tratamento de diversas comorbidades (72).
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A espécie Agaricus blazei cultivada no Brasil tem sido pesquisada pelos
japoneses desde a década de 80. Este cogumelo pode ser utilizado como alimento
ou na forma de chas, ou em capsulas com intuito de prevenir o desenvolvimento de

doencas, como: cancer, doencas circulatérias, digestivas e urinarias (72).

De uma forma geral, os cogumelos em termos de composi¢cdo quimica,
apresentam uma elevada quantidade de proteinas, fibras alimentares, e vitaminas
associados a um teor reduzido de gorduras. Podem ser considerados alimentos
fontes de vitaminas C e algumas do complexo B (tiamina, riboflavina, niacina,

biotina), pois possuem uma elevada quantidade destes nutrientes (73).

O AbM apresenta caracteristicas semelhantes a outros tipos de cogumelo
pertencente a familia Agaricaceae, como um corpo definido com pileo, estirpe e
raizes. A parte externa do pileo tem uma coloracdo marrom e possui na sua parte
interna as lamelas ou esporangios, local onde os poros séo formados. As lamelas
encontram-se protegidas por um véu de cor creme. As raizes sao hifas modificadas,

com coloracéo branca (Figura 3) (74).

Figura 3. Cogumelo Agaricus blazei Murrill
Fonte: Firenzuoli et al., 2008 (74)

O cultivo deste basidiomiceto no Brasil iniciou-se entre as décadas de 60 e
70, utilizando técnicas de producédo adaptadas que eram adotadas para cultivar o
cogumelo Agaricus bisporus (“Champignon de Paris”), envolvendo as etapas: 1/
preparo do substrato de cultivo (compostagem), fase | da compostagem (“outdoor”),

fase Il da compostagem (pasteurizacdo e condicionamento “indoor”), 2/ inoculagao;
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3/ colonizacdo do substrato inoculado; 4/ cobertura do substrato; 5/ producédo e 6/
processamento (75, 76). No entanto, somente a partir de 1.990 iniciou-se o cultivo
do AbM para fins comerciais, contudo, ainda persistindo o uso de técnicas
rudimentares e artesanais (77). Devido as evidéncias cientificas estarem cada vez
mais confirmando as propriedades terapéuticas do AbM, atualmente, o seu cultivo
esta sendo realizado em diversos paises (78).

Referente a sua composicdo nutricional, o corpo frutifero de cogumelos
apresenta elevada quantidade de proteinas (40-45%), carboidratos (35-45%) além
de outros compostos, como fibras (3-4%), cinzas (5-7%), vitaminas do complexo B,

acidos graxos poliinsaturados, lecitinas, ergosterol e fosfolipidios (79).

1.1.4.1 Propriedades Funcionais do Cogumelo AbM

As pesquisas cientificas in vitro, in vivo e ensaios clinicos tém evidenciado
gue o cogumelo AbM e/ou seus extratos podem apresentar diversas propriedades
funcionais, inclusive influenciando na prevencéo e no tratamento de doencas, como:
cancer, diabetes mellitus, hiperlipidemia, arterosclerose, hepatite cronica; além de
ser usado para fins de minimizar o cansaco fisico e o estresse emocional. Logo, 0s
resultados provenientes destes estudos permitem inferir que o AbM é constituido por
substancias ativas que promovem multiplas atividades, que se encontram descritas

na Tabela 2.

O potencial papel anticlastogénico do cogumelo AbM foi demonstrado
utilizando as linhagens AbM 99/26 e AbM 97/11, contudo apenas duas pesquisas in
vitro corroboraram esta informacdo. Portanto, ha a necessidade de realizacdo de
mais pesquisas para proporcionar uma maior consisténcia destes resultados

descritos referente a acao anticlastogénica do AbM.

Dados de pesquisas in vitro e in vivo disponiveis inferem a funcao

antimutagénica do cogumelo AbM, sendo observado também uma relagédo entre a
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temperatura e a concentragdo do extrato deste cogumelo com a intensidade do
efeito sdo descritos (83-89).

Embora haja discordancias, a maioria das pesquisas in vitro e in vivo com
camundongos sugere que os extratos de AbM (agquosos, alcodlicos e obtidos por
hemicelulase) possuem a propriedade imunomoduladora. Neste sentido, observa-se
que AbM pode atuar através do mecanismo de ativacdo de macrofagos e das
células Natural Killer (NK) estimuladas pelo interféron gama (IFN-y), que aumentam
a expressao de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), 6xido nitrico (NO) e algumas
citocinas, principalmente as proé-inflamatérias. Entretanto, pesquisas em seres
humanos (110, 111), incluindo um ensaio clinico randomizado em idosas,
verificaram que os resultados obtidos com a suplementacdo oral com AbM sé&o

contrarios aos observados em estudos em animais.

Dentre as pesquisas realizadas sobre as propriedades funcionais do AbM, a
mais consolidada é a sua acdo antitumoral, e inicialmente esta sendo corroborada
também em seres humanos, sendo que varios componentes bioativos deste

cogumelo podem apresentar esta funcao terapéutica (100-104).

Referente a acdo antioxidante dos extratos do AbM, a literatura tem
confirmado esta propriedade, embora alguns estudos sejam divergentes em relacao
ao mecanismo de acgéo envolvido neste processo (105-109).

Estudos sugerem que o cogumelo AbM apresenta diversas substancias
bioativas responsaveis por suas propriedades funcionais, e dentre estes
constituintes destacam-se as glucanas que além de promoverem uma resposta
imunomoduladora podem induzir um aumento da acao antimicrobiana deste fungo
(13, 91, 95). A glucana potencializa a imunidade celular e humoral a um grupo

diversificado de micrébios, aumentando a resisténcia do hospedeiro as bactérias.

Evidéncias cientificas resultantes de pesquisas in vivo tém demonstrado que
fragbes do AbM induzem uma acéo antimicrobiana. Os dados demonstraram que o
extrato aquoso industrializado do cogumelo AbM e comercializado para fins
medicinais no Japdo, “Ando San”, administrado por gavagem, promoveu uma

protecdo profilatica contra infec¢do por Streptococcus pneumonie (14) e septicemia



40

letal ap6s a inducdo da peritonite fecal (15) em camundongos, demonstrado pela

reducdo da bacteremia e aumento da taxa de sobrevida dos animais.

Tabela 2 — Propriedades biolégicas do cogumelo AbM.

Atividade biol6gica Referéncias

Anticlastogénica Bellini et al., 2003 (80); Luiz et al., 2003 (81);
Matuo et al., 2007 (82)

Antimutagénica Menoli et al., 2001 (83); Delmanto et al., 2001
(84); Martins de Oliveira et al.,, 2002 (85);
Rodrigues et al., 2003 (86); Souza-Paccola et
al., 2004 (87); Guterrez et al., 2005 (88);
Machado et al., 2007 (89)

Imunomoduladora Smyth et al.,, 2002 (90); Ohno et al., 2001
(92); Shimizu et al., 2002 (92); Kaneno et al.,
2004 (93); Takimoto et al., 2004 (94); Kasai et
al., 2004 (95); Kawamura et al., 2005 (96);
Ellertsen et al., 2006 (97); Yuminamochi et al.,
2007 (98); Smiderle et al., 2011 (99)

Antitumoral Kimura et al.,, 2004 (100); Kobayashi et al.,
2005 (101); Kawamura et al., 2007 (102); Gao
et al., 2007 (103); Ishii et al., 2011 (104)

Antioxidante Izawa et al.,, 2004 (105); Ker et al.,, 2005
(106); Oliveira et al., 2006 (107); Cordeiro e
Bach, 2006 (108); Carneiro et al., 2013 (109)

Os resultados das propriedades antimicrobianas do AbM podem ser
influenciados pelo tipo e dosagem do extrato adotado, tempo de administracdo, além
do tipo de cultivo. Tryggestad e colaboradores (2007) (16) avaliaram 05 tipos
diferentes de extratos de AbM administrados por via oral em camundongos com
sepse pneumococica. Verificaram que a reducdo da bacteremia e o aumento da

sobrevida foram mais pronunciados quando foi utilizado o composto aquoso
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constituido por 82% de AbM, 15% de Erinaceum hericium (Yamabushitake) e 3% de
Grifola frondosa (Maitake). Logo, esta acdo antimicrobiana do extrato pesquisado
pode ser especialmente devido aos constituintes do AbM, contudo ndo podemos

desconsiderar um efeito sinérgico dos demais cogumelos estudados.

Alguns estudos em animais e in vitro reportam que os mediadores pro-
inflamatorios podem induzir a fagocitose de S. aureus e Mycobacterium tuberculosis,
respectivamente. Logo se sugere que a interpretacdo destes resultados poderia ser
extrapolada para o AbM, pois este cogumelo promove o aumento de diversas
citocinas especialmente as pro-inflamatérias. Assim sendo, a elevacdo sérica de
citocinas como a interleucina-8 (IL-8) e TNF-a resultantes da utilizacdo do AbM
observada nos trabalhos (13-15, 110) poderia intensificar o poder fagocitico das
células imunitarias e promover efetividade na resposta a infeccdes por

microrganismos patogénicos.

1.1.4.2 Compostos Bioativos do AbM

Os componentes bioativos presentes no AbM séo considerados o0s
responsaveis pelas suas diversas atividades biologicas, atribuindo assim, a este
cogumelo as suas propriedades antitumoral, antimetatastico, antimicrobiano,
hipolipemiante, imunomoduladora e antioxidante. O AbM possui lecitinas, esterois,
ergosterol, compostos fendlicos e polissacarideos, estes Ultimos destacam-se por
serem o principal responsavel em induzir as a¢fes funcionais do cogumelo AbM,
portanto, tém despertado um maior interesse da comunidade cientifica em relacédo
aos outros constituintes deste fungo. Entretanto, os demais compostos do AbM

podem atuar sinergicamente com os polissacarideos no organismo (112).
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1.1.4.2.1 Substancias Antioxidantes

Os extratos de AbM sdo constituidos por associacdo complexa de
antioxidantes e outras substancias que podem atuar sinergicamente na reducéo dos
radicais livres (113). Os compostos antioxidantes encontrados naturalmente em
extratos metandlicos do AbM sé&o: o acido ascorbico, fendis totais e tocoferois. O
AbM também apresenta histidina, manitol e monofosfato de adenosina que podem
auxiliar na remocé&o de subténcias oxidativas (114).

As substancias antioxidantes, especialmente os compostos fendlicos e o0s
polifendis, também apresentam uma acao antimicrobiana, por promover alteracdo na
membrana celular bacteriana e pela eliminacdo de alguns fatores de viruléncia
microbianos (115-117). Considerando que o cogumelo AbM apresenta uma
guantidade significativa de compostos antioxidantes, pode-se inferir que estes
constituintes podem ser um dos responsaveis pela acdo antimicrobiana deste fungo.
Entretanto, ndo ha atualmente na literatura cientifica, nenhum estudo que avaliou a
propriedade antimicrobiana das substancias antioxidantes presentes no cogumelo
AbM.

Um estudo comparativo verificou que o extrato seco do cogumelo AbM
apresenta uma maior atividade antioxidante e uma quantidade elevada de tocoferois
e compostos fendlicos em relagcdo ao extrato do cogumelo Lentinus edodes. Os
pesquisadores sugerem que extratos de AbM analisados poderiam ser utilizados
como fontes antioxidantes para fins de prevencéao de doencas relacionadas com o
estresse oxidativo (118).

Alguns pesquisadores tém inferido que a ag&o antioxidante do cogumelo AbM
esta associada a presenca de outros constituintes como os polissacarideos e as
proteinas, atuando assim, de maneira sinérgica aos compostos antioxidantes
naturais, em ambas as fases de maturacdo deste basidiocarpo, imaturo e maduro
(119, 120).
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Um estudo in vivo, verificou que o tratamento com extrato aquoso do AbM em
ratos diabéticos reduziu efetivamente o estresse oxidativo e contribuiu para a

recuperacéo do tecido pulmonar (121).

Em outra pesquisa, investigou-se o0s provaveis efeitos protetores de um
extrato do AbM em ratos com fibrose hepatica induzida por tetracloreto de carbono
(CCls). Os resultados demonstraram que o extrato do AbM na dosagem de 2.000
mg/kg foi capaz de melhorar a recuperacdo hepatica e atenuar a toxicidade por
CCls. Contudo, a andlise das enzimas antioxidantes ndo mostrou diferenca,
sugerindo que a remocdo dos radicais livres ndo justifica os efeitos protetores

verificados nesta pesquisa (122).

Al-bass e colaboradores (2012) (123) investigaram o efeito protetor do extrato
aquoso do cogumelo AbM em ratos albinos com hepatoxicidade induzida por CCla.
Os resultados indicam que o extrato de AbM é uma fonte natural de compostos
antioxidantes e apresenta atividade hepatoprotetora contra danos no figado
induzidos por CCls4, quando administrado profilaticamente ou como forma de

tratamento.

Evidéncias resultantes de uma pesquisa demonstram que 0 extrato aquoso
macerado de AbM possui atividade antioxidante significativa, sendo demonstrada
por trés mecanismos, como: reducdo dos niveis de espécies reativas de oxigénio
(ROS), interferindo na atuacdo de enzimas geradoras de ROS ou por supressao
direta das espécies reativas (124).

As fases de maturacdo dos cogumelos podem influenciar na concentracao e
na bioatividade de algumas das suas substancias bioativas, como por exemplo, 0s
compostos antioxidantes.

Uma pesquisa foi realizada por Mourao e colaboradores (2011) com o intuito
de avaliar a atividade antioxidante de cepas de AbM em diferentes fases de
maturagdo. Os resultados evidenciaram que o AbM é uma fonte natural de
compostos antioxidantes. Os extratos metandlicos apresentaram diferentes
atividades antioxidantes entre as fases de maturacdo analisadas, ao passo que, 0
metanol a 60 °C por 60 minutos foi considerado o melhor solvente para extracao de
antioxidantes do AbM. Referente a melhor fase de maturacdo verificou-se que as

cepas do basidiocarpo imaturo (fechado) tém uma maior atividade antioxidante



44

guando comparado com o cogumelo maduro (aberto), com um valor 24% superior
(125).

1.1.4.2.2 Ergosterol

A maioria das células eucarioticas apresenta os lipidios estruturais
denominados esterdis. Estas moléculas caracterizam-se por serem derivadas de
isoprenos e apresentarem um nucleo esterdide composto de quatro anéis
carbbnicos fusionados, sendo um deles com quatro atomos de carbono e trés com
cinco atomos. A depender do tipo de organismo analisado, o ndcleo esterdide
apresenta-se ligado a grupos quimicos laterais, ou associados a duplas ligacdes
distintas (126). Os esterdis sdo denominados colesterol e ergosterol quando
presentes em animais e fungos, respectivamente, entretanto, ambos apresentam
uma estrutura similar. Em termos de cadeia, o colesterol é saturado, e o ergosterol é
insaturado (127).

O ergosterol esta presente em diversos cogumelos como constituinte da
membrana celular. Este composto é considerado um bom indicador do crescimento
do fungo, pois pode apresentar uma boa relagdo com a biomassa metabolicamente
ativa fungica (128). Alguns pesquisadores verificaram a presenca do ergosterol em
extratos de AbM, e sugerem que este composto pode atuar sinergicamente na acao

antimicrobiana deste cogumelo (129).

1.1.4.2.3 Polissacarideos

Os polissacarideos sao classificados como biopolimeros sintetizados por
organismos Vivos, e apresentam diversas composi¢des quimicas, fungdes bioldgicas
e aplicabilidade. Estas macromoléculas sdo consideradas um tipo de carboidrato,
compostas por varias unidades de monossacarideos associados por ligacoes

glicosidicas, obtidas pela eliminacdo de uma molécula de agua entre o grupo
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primario ou secundario de um residuo e um grupo hidroxila hemiacetal. O numero de
residuos que compdem os polissacarideos é variavel formando uma estrutura que
pode ser ramificada, linear ou ciclica, assim como, a sua massa molecular pode ter
uma ampla variacao, entre milhares a milhées de daltons (130).

Em organismos vivos, 0s polissacarideos apresentam-se isolados ou
associados a outros compostos biolégicos, especialmente a gorduras e proteinas,
formando os gliconjugados. Contudo, essas moléculas exercem funcdes biologicas
relevantes independentemente da forma como se apresentam, livres ou combinadas
(131).

Em fungos, os polissacarideos compdem 75% da hifa, principalmente em
basiodiomicetos, correspondendo a um elevado percentual da sua biomassa.
Portanto, assumem uma funcéo estrutural, como suporte para a hifa ou podem
formar uma “capa” extracelular ao redor do micélio dos fungos (132).

Na natureza ha uma grande diversidade de fungos constituidos por endo e
exopolissacarideos, e que veem despertando o0 interesse cientifico por
provavelmente exercerem acfes antioxidantes, antimutagénicas, anticoagulantes,
antitrombéticas e imunomoduladoras; podendo ser considerada uma alternativa
promissora para a aplicabilidade clinica em diversas comorbidades (133-135).

Entretanto, o resultado fisiol6gico promovido por estes polissacarideos é
modulado por alguns fatores fisico-quimicos, como: massa molecular, grau de
ramificacdo e a conformacdo apresentada pelo material. Todos os parametros de
caracterizacdo quimica e conformacdo devem ser estudados para que se possam
compreender os mecanismos de atuacdo destas moléculas bioativas no organismo
humano (136).

Na parede celular fungica esta presente uma elevada quantidade de
polissacarideos, destacando-se as glucanas, sendo que a maioria destas apresenta-
se com uma estrutura linear e com diferentes disposi¢cdes das suas ligacbes
glicosidicas, pertencentes a série alfa (a) ou beta (B). Contudo, a forma
predominante refere-se as f-glucanas podendo apresentar-se isoladas ou
associadas as gorduras, proteinas ou outros polissacarideos. Estas moléculas
podem apresentar uma conformacéo simples até tripla hélice, sendo que esta ultima
€ considerada a mais comum, caracterizada pela unido de trés cadeias de polimeros
(136).



46

As B-glucanas sdo sintetizadas nos fungos em varias etapas: reacfes de
iniciacdo, alongamento da cadeia e ramificacdo. A reacdo de alongamento é
catalisada pela enzima glucana B-(1—3) sintetase atuando sobre o substrato uridina
difosfato-glucose (UDP-glucose) (137).

A estrutura linear das B-glucanas € formada por moléculas de D-glicose
ligadas na posigao B-(1—3) contendo cadeias laterais de glicose (ligagédo (-1—6)
com variados tamanhos dispostos em diferentes intervalos ao longo do seu
esqueleto central. A fonte e o método de extracdo adotados para obtencdo dos
polissacarideos s@o os fatores que determinam a macroestrutura da B-glucana. No
cogumelo AbM, as B-glucanas sdo constituidas por cadeias de D-glicose com
ligacdes B-(1—3) e B-(1—6) (138).

Os polissacarideos apresentam propriedades farmacologicas justificadas pela
sua acdo imunomoduladora, especialmente no que se refere ao mecanismo de
ativacdo do sistema imunitario. Estas macromoléculas promovem uma
imunopontencializacdo, caracterizada pelo aumento da atividade fagocitaria dos
macréfagos, resultando na liberacdo de alguns mediadores inflamatérios, como o
interferon e o fator de necrose tumoral (TNF), além de prostaglandinas, NO e
espécies reativas de oxigénio. Logo, esta propriedade de estimulacdo promovida
pelos polissacarideos constituintes dos cogumelos esta relacionada com a
maturacéo, diferenciacao e proliferacao das células imunoldgicas (138).

As B-glucanas interagem com o0s receptores de diversos tipos de células
imunitarias resultando na estimulacédo da acao fagocitaria destas e/ou a liberacdo de
granulos citotéxicos. Evidéncias cientificas provenientes de pesquisas in vitro veem
demonstrando que a B-glucana promove uma estimulacdo direta dos leucdcitos
devido ao seu elevado peso molecular, e consequentemente induz a fagocitose,
citoxicidade e atividade antimicrobiana, incluindo a sintese de oxigénios reativos e

nitrogénios intermediarios (139-141).

As diversas propriedades funcionais atribuidas ao cogumelo AbM podem ser

inerentes a acao promovida pela B-glucana, inclusive a antimicrobiana (142, 143).

Dados provenientes de pesquisa in vivo, demonstram que a [-glucana da
Sclerotinia sclerotiorum (SSG) exerceu uma agao antimicrobiana protetora contra a

infeccdo sistémica promovida com o0s sorotipos de Streptococcus pneumoniae
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sorotipos 6B e 4, quando administrada intraperitonealmente trés dias antes da
infeccéo (140, 144, 145).

Diferentes tipos de B—glucanas sdo capazes de estimular as células NK (13,
143) e a sintese de citocinas pro-inflamatérias por macrofagos ativados (144).
Pesquisadores inferem que o AbM é constituido por pequenas moléculas de
glucanas, tornando a sua absor¢do mais rapida e facil, e posteriormente, estas
interagem com receptores celulares; especialmente CD11b/18, dectina-1 e toll-like 4
(141, 146), resultando na estimulacéo da resposta fagocitaria e sintese de citocinas,
logo, essas caracteristicas podem justificar a acdo antimicrobiana do cogumelo AbM
(147).

Atualmente, verifica-se que hd uma escassez de pesquisas cientificas que
objetivaram investigar a acdo antimicrobiana promovida pelo cogumelo AbM,
contudo, estudos in vitro e in vivo veem evidenciando que esta propriedade

encontra-se relacionada com a presenca p-glucanas (16) (142, 145).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a acdo antimicrobiana de extratos aquoso e metandlico do Agaricus

blazei Murrill sobre Pseudomonas aeruginosa multirresistente.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a composi¢ado quimica e atividade antioxidante do cogumelo Agaricus

blazei Murrill em p6 desidratado.

¢ Quantificar a capacidade inibitéria dos extratos, aquoso e metandlico, do

Agaricus blazei Murrill sobre o crescimento de P. aeruginosa multirresistente.

e Avaliar o potencial hemolitico dos extratos aquoso e metandlico do Agaricus
blazei Murrill.

e Investigar a capacidade imunomoduladora in vitro por meio da avaliacdo da
sintese de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), e interleucinas 10 e 12 (IL-
10, IL-12) em linhagem de células RAW 264.7 tratadas com extratos do

Agaricus blazei Murrill, aquoso e metandlico.

e Determinar a influéncia da administracao intraperitoneal dos extratos aquoso
e metandlico do Agaricus blazei Murrill na sobrevida de camundongos com

infeccéo produzida por cepa multirresistente de P. aeruginosa.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRA DO COGUMELO ABM

Nesta etapa incial dos experimentos foram realizados testes para analisar a
composicdo centesimal da amostra do basidiocarpo bruto, desidratado e moido do
AbM. Em seguida, foram elaborados os extratos aquoso e metandlico a 80% a partir
dessa amostra de AbM. Posteriormente, realizaram-se os testes de avaliagdo do

conteudo fendlico de acdo antioxidantes (Figura 4).

Cogumelo AbM desidratado em pé

Andlise da composicéo centesimal Elaboracao dos extratos aquoso e
metanolico 80%

Avaliacdo do Acad antioxidante in
contelido fendlico vitro

DPPH ABTS

Polifendis totais Esteres tartaricos Flavondis

Figura 4. Fluxograma dos experimentos iniciais.
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O basidiocarpo bruto, desidratado e moido do AbM foi obtido da estancia
Valemar®, em Piedade, Sado Paulo - SP (Brasil), referente a colheita de janeiro de
2.011, sendo mantido sob refrigeracdo em embalagem plastica vedada.

3.2 METODOS

3.2.1 Andlises Quimicas

As analises realizadas para determinacdo da composicdo centesimal do
cogumelo AbM desidratado e em pd foram feitas no Laboratério de Controle e
Qualidade em Alimentos localizado na Faculdade de Farmacia da Universidade
Federal de Goias (UFG). Os testes para quantificacdo de umidade, residuo mineral
fixo (cinzas totais), carboidratos, proteinas, lipideos e fibra alimentar total foram
realizados seguindo os métodos oficiais estabelecidos pela Associacdo dos
Quimicos Analiticos Oficiais (AOAC) (AOAC, 1993, 1995, 1997, 2002) (148-151).

A determinacdo de umidade foi obtida pelo método de secagem em estufa a
105 °C durante 24 horas. O conteudo de cinzas totais por meio da incineracédo da
amostra em uma mufla a 550 °C por 12 horas. Para determinacéo das proteinas foi
empregado o método de Kjedahl, utilizando o fator de correccao de 6,25. A
metodologia de andlise dos lipideos foi realizada pelo método de Soxhlet, extracédo
continua e com solvente quente. A determinacdo de fibra alimentar total foi baseada
na digestdo enzimética sequencial da amostra seca do cogumelo pelas enzimas a-
amilase, protease e amiloglucosidase. O método da diferenca foi utilizado para
obtencdo da quantidade de carboidrato total, subtraindo os valores de umidade,
cinzas, proteinas, lipideos e fibras. O método de Manson-Walker foi utilizado para
determinacdo dos acgucares totais e redutores em glicose e sacarose. As demais
analises fisico-quimicas da matéria prima, tais como, sodio, potassio e vitamina C;

foram realizadas segundo metodologia de Cecchi e colaboradores (152).
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3.2.2 Extratos do Cogumelo AbM

3.2.2.1 Extrato Metanolico

A quantidade de 100g do cogumelo AbM seco e desidratado (em refrigeracao)
foi pesada em frasco e adicionou-se 900 mL de metanol a 80% ao extrato do
cogumelo, e agitou-se manualmente. Logo em seguida, o frasco tampado e
protegido da luz foi levado para a placa giratéria (rotacdo na velocidade 07) por 20
minutos. Posteriormente, o frasco foi colocado no ultrassom por 40 minutos. E por

fim foi armazenado em refrigerador overnight.

A parte liquida da mistura armazenada foi filtrada e armazenada em frasco
ambar mantido sob refrigeracdo, permanecendo apenas a parte solida. Essa parte
bruta foi associada a 500 mL de metanol 80% e agitou-se bem manualmente. Logo
em seguida, o frasco tampado e protegido da luz foi levado para a placa giratoria
(rotacdo velocidade 07) por 20 minutos. Posteriormente, o frasco foi colocado no

ultrassom por 40 minutos. E por fim foi armazenado em refrigerador overnight.

ApO6s 24 horas realizaram-se 0SS mesmos procedimentos citados
anteriormente até ao final da oitava extracdo. Todas as extracdes liquidas foram
reunidas em rotoevaporador (rotativo), depois este foi liofilizado e triturado, e

armazenado em freezer acondicionado em frasco de vidro (protegido da luz).

3.1.2.2 Extrato Aquoso

O extrato aquoso foi obtido suspendendo-se 100 gramas do cogumelo AbM
seco e desidratado (em refrigeracado) em 900 mL de agua destilada, e em seguida a

suspensao foi colocada em banho-maria a 60 °C por 6 horas. Posteriormente, esta
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solugdo foi filtrada e rotoevaporada, depois esta foi liofilizada e triturada, e

armazenada em freezer acondicionada em frasco de vidro (protegido da luz).

3.2.3 Avaliacéo do Conteudo Fendlico

O conteudo fendlico (polifendis totais, polimerizados e ndo polimerizados,
ésteres tartaricos e flavonéis) foram quantificados utilizando os padrdes de grau de
cromotografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (acido caféico, acido gélico,
catequina e quercetina) provenientes do fabricante Sigma® (St. Louis, MO, USA). Ao
passo que 0s reagentes empregados nestas analises foram de padrédo analitico
obtidos de diferentes indUstrias fabricantes, como: acetona e metanol (Quimx®),
hidréxido de sédio e acidos sulfuricos (Vetec®), folin ciocalteau e DPPH (Sigma®),
carbonato de sédio (Fmaia®); molibdato sédio (Merck®) e a vanilina (Fluka®).

Para determinacdo do conteddo fendlico foram realizadas as analises:
polifendis totais (Folin), polifendis n&o-polimerizados (indice de vanilina) e
polimerizados segundo Paronetto (1977) (153); estimativa do contetdo de flavonois

e ésteres tartaricos segundo Glories (1978) (154).

3.1.3.1 Determinacao de Polifendis Totais

A concentracao de polifendis totais foi determinada pelo método colorimétrico
descrito por Singleton & Rossi (1965) (155).

Para quantificacdo foi empregada uma curva padrdo com solucdo de acido
gélico nas seguintes concentra¢gdes: 50, 100, 150, 250 e 500 mg/L. O coeficiente de
correlacdo (R?) foi calculado, resultando R?= 0,9978 ao nivel de significancia de 5%.
O teor de polifendis totais foi expresso em mg Equivalente de Acido Galico (EAG)/g
de extrato.
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3.2.3.2 Determinacgédo de Polifendis Polimerizados (PP) e Nao Polimerizados (PNP)

A determinacdo de PP e PNP foram realizadas de acordo com Paronetto
(1977) (155) e reacao de vanilina, respectivamente. O método consiste na reacdo da
vanilina com compostos fendlicos derivados do floroglucinol na posicdo C6 e C8,
formando complexo de coloracdo vermelha com maximo de absorcéo entre 500-520
nm. A partir desta determinacdo foi calculada a porcentagem de polifendis
polimerizados (polifendis polimerizados = polifendis totais — polifendis né&o-
polimerizados) presentes nos extratos, e os resultados foram expressos em mg de

catequina g* de extrato.

3.2.3.3 Determinacéo de Esteres Tartaricos e Flavondis

A determinagdo de ésteres tartaricos e flavonodis foram realizados segundo
método descrito por Glories (1978) (154), utilizando leituras espectrofotométricas em
comprimento de onda em 320 e 360 nm, sendo os resultados expressos em mg* de

acido caféico (ésteres tartaricos) e quercetina (flavonaéis) g de extrato.

3.2.4 Antioxidantes in vitro: Radicais DPPH e ABTS

A atividade antirradical livre dos extratos foi determinada frente aos radicais
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) e ABTS acido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-
6-acido sulfénico) (156). Utilizou-se o método DPPH, segundo Brand-Willians e
colaboradores (1995) (157). O método de ABTS segundo Re e colaboradores (156),
o Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2- acido carboxilico) foi selecionado como
referéncia para a quantificacdo da capacidade antioxidante (equivalente em Trolox
mM TEAC).
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3.3 ENSAIOS IN VITRO

Os ensaios in vitro iniciaram-se com a obtencdo das amostras da bactéria P.
aeruginosa coletadas de pacientes hospitalizados, sucedendo-se os testes para
identificacdo da espécie deste patdogeno e de sensibilidade antibidtica para
confirmacédo da resisténcia bacteriana. Posteriormete, houve a preparacédo de placas
com P. aeruginosa multirresistente para fins de preparagdo do inéculo bacteriano
para os testes de concentracdo inibitéria minima para analise da atividade
antimicrobiana; obtencéo do antigeno bacteriano, avaliacdo da viabilidade celular e
guantificacdo da sintese de citocinas. E por fim, realizou-se o teste hemolico para
avaliar a seguranca dos extratos aquoso e metandlico do AbM, porém no referido

meétodo ndo houve o uso do inéculo da P. aeruginosa (Figura 5).

3.3.1 Selecdo das Amostras de Bactérias, Preparacdo do Material de Cultura e

Determinacgao do Perfil de Resisténcia Antimicrobiana

As amostras da bactéria P. aeruginosa multirresistente foram cedidas pela
Unidade de Patologia Clinica, do setor de Microbiologia, do Hospital Regional da
Asa Norte (HRAN), publico, pertencente a Secretaria de Saude do Distrito Ferderal
(SES/DF). As amostras foram coletadas de pacientes internados na unidade de
terapia intensiva (UTI) em janeiro de 2.013. Utilizaram-se swabs estéreis
umedecidos em agua peptonada para a coleta das amostras, e em seguida, foram
semeadas em meio de cultura Brain Heart Infusion Agar (BHI Agar), utilizando a
técnica de esgotamento em estrias, e as placas foram incubadas por 24 horas a 37
°C. Logo apés este periodo, algumas cepas bacterianas foram selecionadas
aleatoriamente por meio de um mapa de placa (158). Foram realizados testes para
identificacdo da P. aeruginosa: citrocomo oxidase, producdo de piocianina,

motilidade, teste de auséncia de fermentacéo. Os resultados considerados positivos
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nas culturas dos materiais biolégicos coletados foram submetidos aos critérios do
“‘National Committee for Clinical Labocamundongory Standards” (NCCLS) (159),
seguidos dos testes de sensibilidade antibidtica (TSA), avaliando os seguintes
agentes antimicrobianos: Amoxicilina associado ao acido clavulanico, Ampicilina
sulbactam, Ampicilina, Cefoxitina, Ceftriaxone, Ciprofloxacin, Clindamicina,
Daptomicina, Eritromicina, Gentamicina, Levofloxacina, Linezolida, Moxifloxacina,
Nitrofurantoina, Oxalicina, Penicilina, Rifampicina, Tetraciclina e Vancomicina. Neste
painel, avaliou-se a menor concentracdo do antimicrobiano capaz de inibir o

crescimento bacteriano.

A multirresisténcia microbiana foi definida como a cepa bacteriana de P.
aeruginosa que apresentou resisténcia a duas ou mais classes de antibioticos aos
quais intrinsecamente eram susceptiveis seguindo os critérios do NCCLS (159).
Apés esta andlise, as cepas MR de P. aeruginosa foram encaminhadas ao
laboratorio de Ciéncias Genbmicas e Biotecnologia Molecular da Universidade
Catdlica de Brasilia (UCB). Neste laboratério, as placas da bactéria passaram pelos
procedimentos, descritos a seguir. Com uma alga bacteriol6gica de 0,001 mL (1ul)
foi retirada a amostra da placa com a bactéria e colocada em tubo falcon estéril (15
mL) contendo 3 mL de meio Luria-Bertani (LB) liquido. Posteriormente, este tubo foi
colocado no shaker em agitacdo a 37 °C overnight. No segundo dia, preparou-se
uma placa em meio LB soélido com a técnica das riscas sucessivas; e foi colocada
em estufa 37 °C overnight. No terceiro dia, com alga bacteriol6gica de 0,001 mL (1ul)
retirou-se uma colénia da placa e colocou-a para crescer em falcon (50 mL)
contendo 5 mL de meio LB liquido; e logo apés, foi colocado em shaker em agitacéo
a 37 °C overnight. No quarto dia, a amostra foi centrifugada por 20 minutos a 4.500
rpm; desprezou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet bacteriano com 5 mL
de meio LB liquido. Em seguida, colocou-se 300 uL de glycerol ultra puro em
eppendorf (1,5 mL) e foi autoclavado. Colocou-se 700 puL do meio LB liquido
preparado com a bactéria em cada eppendorff preparado com o glycerol; apos este
foi homogeneizado e armazenado no freezer -80 °C. Para os testes foram
preparadas as placas com a bactéria P. aeruginosa em meio LB sélido com a
técnica das riscas sucessivas;, armazenou-se em estufa 37 °C overnight, e
posteriormente ao crescimento, as placas vedadas foram armazenadas em

refrigeracao.
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Figura 5. Fluxograma com a descri¢cdo dos experimentos in vitro.
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3.3.2 Preparo dos In6culos Bacterianos

A bactéria MR P. aeruginosa foi cultivada em placa com meio LB sdlido e
apos 24 horas de incubagdo em estufa a 37 °C, colénias deste microrganismo foram
isoladas e diluidas em meio MH na concentracdo desejada. Coldnias da referida
bactéria foram ressuspensas em caldo MH estéril (D.O. 0,5-1,0 a 600 nm, ~1x108
ufc/mL1). O tubo com este microrganismo foi armazenado em caixa de isopor com
gelo para estabilizacdo do crescimento bacteriano até o momento do ensaio da CIM.
Para realizac&o dos testes in vitro foi utilizado meio MH (Himedia — india) contendo
10° células/mL da bactéria MR P. aeruginosa na metade da fase logaritmica de

crescimento.

3.3.3 Preparo das Solucdes dos Extratos do Cogumelo AbM

Os extratos metandlico e aquoso encontravam-se armazenados em frasco de
vidro (protegido da luz) em refrigeracdo. Foram testadas as concentracdes de 350
mg.mlt, 300 mg.ml%t, 250 mg.mlt, 200 mg.mlt, 150 mg.ml* e 100 mg.mlt. Apds
cada pesagem, os extratos foram diluidos com 500 yul em meio MH, e em seguida

foram mantidos em caixa com gelo dentro do fluxo, até o final do experimento.

3.3.4 Avaliagdo da Atividade Antibacteriana

A atividade antibacteriana in vitro dos compostos antimicrobianos foi avaliada

pelo ensaio modificado de inibicdo do crescimento por microdiluicdo em caldo, de
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acordo com o NCCLS (159). Foi determinada a concentragdo inibitoria minima (CIM)
para a bactéria MR P. aeruginosa. Cinquenta microlitros de meio Mueller-Hinton
(Himedia — india) contendo 10° células/mL na metade da fase logaritmica de
crescimento foram adicionados aos pocos de uma placa contendo 50 pL de dilui¢cdes
seriadas dos extratos aquoso e metandlico (100 a 350 mg.ml?), gentamicina (150
ug.mlt,). Apés 24 horas de incubacgdo, a 37 °C, em um leitor de microplaca com
incubacdo (Bio-Tek PowerWave HT - USA), o crescimento bacteriano foi avaliado
pela determinacdo da absorbancia a 595 nm. A menor concentracdo que inibiu

100% o crescimento bacteriano foi considerada a CIM.

3.3.5 Avaliacao do Potencial Hemolitico dos Extratos do Cogumelo AbM

Para realizacdo deste teste foi adotado como metodologias as citadas por
Lima e colaboradores (2010) (160) e Lépez-Abarrategui e colaboradores (2012)
(161). A fim de obter amostras de sangue, os camundongos receberam 60 pL de
anestésico Cetamina+xilazina (60 e 10 mg/kg respectivamente), para fins de coleta
de sangue por puncéo cardiaca, 2 ml de sangue de trés camundongos, totalizando 6
ml, e foi colocado em um tubo anticoagulante separadamente, em seguida, o sangue
foi diluido em 9 volumes de solucdo salina (NaCl 0,85% + CaCl2 10mM), obtendo
uma concentracdo de 1/10, sendo um tubo para cada extrato. Posteriormente, 0s
eritrocitos foram lavados em solugdo salina por centrifugagéo (5.000 rpm/ 3 min) e
ressuspensos em solucdo salina para se obter uma suspenséo de eritrécitos (SE) a
2%, em triplicata. Posteriormente, foi pipetado em eppendorf 300 uL de SE e 300 uL
dos extratos do AbM diluidos em PBS na concentracdo de 350 mg.ml%, totalizando
um volume final de 600 pL. Em outro eppendorf foi pipetado 300 pyL de SE e 300 pyL
de Triton X-100 na concentracdo de 1%, como controle negativo. Em um quarto
eppendorf utilizou-se como controle positivo o PBS. Logo, em seguida os eppendorfs
(extratos metanol e aquoso, Triton e Branco) permaneceram sob uma estante dentro
do fluxo laminar por 1 hora a temperatura ambiente. Apds esse periodo, as amostras
foram centrifugadas (5.000 rpm/ 5min) e o sobrenadante transferido para uma

microplaca (96 pocos), sendo 100 uL em ftriplicata para cada amostra para ser
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medida a absorbancia a 540 nm em um leitor de ELISA (Bio-Tek PowerWave HT -
USA).

3.3.6 Obtencéo dos Antigenos Bacterianos

As células de linhagem RAW 264.7 na presenca de interferon gama (IFN-y) e
antigenos bacterianos de P. aeruginosa MR (HK — Pa MR) foram utilizadas para
realizar o teste de viabilidade celular, e sintese in vitro de citocinas (TNF-a, IL-10, IL-
12). As células RAW 264.7 utilizadas foram provenientes de mondcitos murinos
derivados de tumores induzidos em camundongos machos BALB/c infectados com o
virus da leucemia murina de Abelson e colaboradores (1970) (162). Estas células
possuem receptores para imunoglobulinas, respondem de forma similar aos
macrofagos obtidos de camundongos, além de serem alvos de ativacdo por
polissacarideos (163). Os antigenos foram obtidos como descrito a seguir. O
preparo do indculo da P. aeruginosa MR ocorreu conforme descrito no item 3.2.2.
Para fins de determinacéo do nimero de bactérias que seria utilizado considerou-se
o grau de absorbancia de luz (1 D.O. = 8x102 células/mL). Posteriormente, as
bactérias foram centrifugadas a 4.000 rpm, a 4 °C, por 10 minutos e ressuspendidas
em 9 mL de PBS filtrado (1x) pH 7,4. Logo em seguida, as células foram levadas em
eppendorffs (2ml) para o equipamento banho-maria a seco, a 121 °C por 60 minutos
(164). Ap6s a morte das bactérias, os eppendorffs foram armazenados em freezer,
até a realizacdo do teste. Os antigenos bacterianos foram utilizados na
concentracdo de 5x10° UFC/mL, nos experimentos de mensuracdo da producdo
para a TNF- «, IL-12 e IL-10.
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3.3.7 Avaliacéo da Viabilidade Celular In Vitro Utilizando MTT

A atividade imunomodulatéria dos extratos aquoso e metandlico do cogumelo
AbM na concentracdo de 350 mg.ml? foi avaliada em cultura de células RAW 264.7,
pela avaliacdo de seus efeitos na viabilidade/proliferacéo celular, producdo de TNF-
«, IL-12 e IL-10. A viabilidade celular foi avaliada utilizando-se a linhagem RAW
264.7 de mondécitos, empregando o ensaio colorimétrico MTT (Sigma - USA). As
células foram plaqueadas na concentracdo de 1x10° células/mL em meio DMEM-s
(volume final de 200 uL por poc¢o), as mesmas foram incubadas por periodos de 24 e
72 horas com os extratos aquoso e metandlico de AbM na concentracdo de 350
mg.mlt, em triplicata. Apds cada periodo, 155 puL do sobrenadante foi removido, e
acrescentado 10 pL de MTT (5 mg.mL1)/poco, e as placas foram incubadas com as
células por 3 horas. Posteriormente a esse periodo, a reacao foi bloqueada com
solucéo isopropanol-HCI 0,04M, sendo 60 pL/poco; foram homogeneizadas para
completa solubilizacdo do contetdo celular e a absorbancia determinada em leitor
de ELISA a 575 nm (Bio-Tek PowerWave HT - USA). A viabilidade celular nos
grupos experimentais foi expressa em porcentagem apos subtracdo da absorbancia
do meio de cultura e comparada ao grupo controle negativo, representado pela
cultura celular em solucéo de lise (10 mM Tris, pH 7.4, 1 mM EDTA e 0,1% triton X-
100) (164, 165).

3.3.8 Quantificacado das Citocinas In Vitro

Realizou-se a dosagem das citocinas TNF-a, IL-10, IL-12 sintetizadas pelas
culturas de células RAW 264.7 (sobrenadante), em dois periodos, apds incubacéo
com antigeno de P. aeruginosa MR (5x10° UFC/mL), com 0s extratos aquoso e
metandlico de AbM, com e sem IFN-y (10 ng.mL?) (Peprotech - EUA) em

microplacas. Posteriormente, estas microplacas foram incubadas em estufa durante
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24 horas (TNF-a e IL-12) e 72 horas (IL-10) a 37 °C, com 5% de CO2. O método
ELISA foi adotado para determinacéo das concentracdes de TNF-a, IL-10 e IL-12 no
sobrenadante das culturas, baseando-se nas orientagcdes discriminadas pelo
fabricante (Peprotech - EUA), e o0s niveis das citocinas foram expressos em

picogramas por mililitro (pg.mL2).

3.4 ENSAIOS IN VIVO

Os ensaios in vivo foram executados com camundongos Balb/c, fémeas
provenientes do biotério que foram mantidos no alojamento por 72 horas antes da
realizagdo do experimento. No delineamento experimental houve a formacdo de
quatro (4) grupos controles compostos por cinco (5) animais cada grupo que nao
foram submetidos a infeccdo com a P. aeruginosa multirresistente, e que foram
administrados agua estéril, antibiotico gentamicina (10 mg/kg), extratos aquoso e
metandlico do cogumelo AbM na concentracdo de 50 mg/kg. Foram formados seis
(6) grupos de estudo em que os animais foram submetidos a infeccdo com 2x108
ufc/mL? da P. aeruginosa multirresistente e que foram tratados com: extrato aquoso
de AbM (10 mg/kg e 20 mg/kg); extrato metandlico de AbM (10 mg/kg e 20 mg/kg),

agua estéril e gentamicina (10 mg/kg) (Figura 6).
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Figura 6. Fluxograma com a descricdo dos experimentos in vivo.
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3.4.1 Preparo do Microrganismo

As colbnias da bactéria P. aeruginosa MR foram cultivadas em placas com
meio LB sélido e foram incubadas em estufa a 37 °C durante 24 horas. Col6nias da
referida bactéria foram ressuspendidas em caldo MH estéril (D.O. 0,5-1,0 a 600 nm,
~1x108 ufc/mL ). Apds a suspenséo, as colonias foram centrifugadas a 1.000 x g por
15 min, e descartou-se o0 sobrenadante, e em seguida o pellet da bactéria foi
ressuspendido, diluido em PBS, e armazenado em caixa com gelo até o momento
do teste. Os animais que foram submetidos a infeccdo receberam por via
intraperitoneal 200 pL de solucéo fisiolégica com 2x108 ufc/mL™* de bactéria (166,
167). E ap6s 1 hora do desafio com a bactéria, os animais receberam por via
intraperitoneal as solugbes de extratos do cogumelo conforme desenho

experimental.

3.4.2 Preparacéo dos Extratos do AbM: Aquoso e Metandlico

Para administracdo nos animais, 0s extratos aquoso e metandélico do AbM
foram diluidas em 200 pl solucdo salina e administradas pelo método intraperitoneal
aos camundongos. Para cada tipo de extrato foram testadas as concentracfes de 10

mg/Kg e 20 mg/Kg.



64

3.4.3 Animais

No experimento foram utilizados camundongos Balb/c, fémeas, isogénicas,
com 6 a 8 semanas e peso médio de 25 g. Estes animais foram provenientes do
biotério da Universidade Catdlica de Brasilia (UCB) e mantidos no alojamento de
animais localizado no Laboratério de Bioensaios desta referida instituicdo de ensino.
Os camundongos foram mantidos agrupados ao acaso em gaiolas plasticas, com
ciclo claro-escuro de 12 horas. Os animais tiveram livre acesso a agua e
alimentacéo, com troca diaria de maravalha. Os experimentos foram realizados apo6s
um periodo minimo de acondicionamento as condi¢des do laboratorio de 72 horas.
No teste, os animais foram divididos aleatoriamente em grupos de 05 animais por
caixa submetidos ao tratamento de acordo com o protocolo experimental. E em
temperatura ambiente ideal de alojamento de 21 °C (x2 °C), umidade relativa do ar
de (UR) 50-55% e exaustor de ar.

3.4.4 Delineamento Experimental

O delineamento experimental do ensaio com 0s animais contemplou a
formacdo de 10 grupos, composto por 05 animais em cada um, totalizando 50
animais. Houve a formacao de quatro grupos controles, com animais que ndo foram
submetidos a infeccdo, e houve a administragcdo de gentamicina, agua estéril, e
extratos aquoso e metanolico do cogumelo AbM. Foram formados 06 grupos de
estudo, nestes animais foi induzida a infeccdo promovida pela bactéria P.
aeruginosa MR, e estes foram tratados com o0s extratos aquoso e metandlico do
cogumelo AbM utilizando 02 diferentes concentracdes de cada tipo de extrato,
utilizando como método a administracdo intraperitoneal. E por fim, dois grupos de
animais infectados com a P. aeruginosa MR, sendo um grupo foi tratado com o

antibiotico gentamicina e outro grupo controle foi administrado agua estéril.
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Os animais foram divididos aleatoriamente em 10 grupos submetidos ao

tratamento de acordo com o protocolo experimental a seguir:

a) Grupos I, I, lll e IV - Animais controles: todos os camundongos destes quatro
grupos nao foram submetidos a infeccdo. Os animais dos dois primeiros grupos
controles receberam apenas 200 ul de agua estéril e 200 yl de gentamicina (10
mg/kg/dia). O terceiro e 0 quarto grupos controles foram constituidos de animais que
receberam 200 pl de solucdo aquosa e metandlica do cogumelo AbM na
concentracdo de 50 mg/kg a cada uma vez/dia (01x/dia) durante 07 dias de

tratamento.

b) Grupos V e VI — 0s animais infectados com P. aeruginosa MR e tratados com 200
Ml (concentracdo de 10 mg/kg e 20 mg/kg) de solucdo aquosa do extrato do
cogumelo AbM intraperitoneal 01 hora apdés a inoculacdo e a cada uma vez/dia

(O1x/dia) durante 07 dias de tratamento.

c) Grupos VIl e VIl — os animais infectados com P. aeruginosa MR e tratados com
200 pl (concentracao de 10 mg/kg e 20 mg/kg) de solucdo metandlica do extrato do
cogumelo AbM intraperitoneal 01 hora apds a inoculacdo e a cada uma vez/dia
(O1x/dia) durante 07 dias de tratamento.

d) Grupos IX e X — os animais foram infectados com P. aeruginosa MR e em um
dos grupos os animais foram tratados com 200 ul (concentracdo de 10 mg/kg) do
antibiotico gentamicina intraperitonealmente 01 hora apos a inoculacdo, e no outro
grupo foi administrado 200 pl de agua estéril, e a cada uma vez/dia (01x/dia) durante

07 dias de tratamento.

3.4.5 Monitoramento e Sobrevida

Posteriormente a inducdo da infec¢cdo, os camundongos foram avaliados a

cada 24h00min durante os 07 dias de observacao, para fins de determinacdo da



66

sobrevida e mortalidade. Os animais sobreviventes foram eutanasiados por pungéo

cardiaca ap0s anestesia profunda.

3.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram representados pela média + desvio padrdo. Todos os
testes in vitro foram realizados em triplicata. Foram utilizados one-way ANOVA,
seguido pelo teste de comparacfes multiplas de Bonferroni e teste de Tukey para as
analises de compostos fendlicos e acdo antioxidante. Os resultados obtidos para
viabilidade celular foram analisados utilizando teste t de Student. Em relacdo a
comparacao do tempo de sobrevida foi utilizada a curva de sobrevida de KAPLAN-
MEIER. As analises foram realizadas utilizando o software GraphPad PRISMA®

versao 5.0. Os resultados foram considerados significativos, quando p<0,05.

3.6 CONSIDERACOES ETICAS

A presente pesquisa foi aprovada pelos Comités de Uso de Animais (CEUA)
da Universidade de Brasilia (UnB) e da Universidade Catélica de Brasilia (UCB),
nameros 44076/2010 e 002/16, respectivamente (Anexos A e B).
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4 RESULTADOS

4.1 COMPOSICAO QUIMICA DO COGUMELO ABM

Os dados provenientes da andlise da composi¢cdo do cogumelo AbM bruto e
desidratado indicam uma elevada quantidade de carboidratos, proteinas e fibras, ao
passo que a gordura apresentou niveis reduzidos (Tabela 3).

Tabela 3 - Analise da composicéo do cogumelo AbM desidratado e em pé

Componentes Valor (g/1009)
Umidade 6,43%
Cinzas 6,45%
Proteina bruta 38,03%
Lipideos 3,30%
Fibra alimentar total 15,40%
Carboidratos totais 30,39%
Aclcares totais 13,38%
Acucares redutores em glicose 2,06%
AcUcares redutores em sacarose 11,32%
Sadio 0,95 mg/g
Potassio 26,55 mg/g

Vitamina C < 0,04 mg/g
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4.1.2 Andlises do Conteudo de Compostos Fendlicos e Atividade Antioxidante

dos Extratos Aquoso e Metanélico do Cogumelo AbM

Os resultados demonstraram que dentre as amostras analisadas do cogumelo
AbM, o extrato metanodlico apresenta uma quantidade mais elevada de compostos
fendlicos em comparacdo ao extrato aquoso, especialmente de polifendis néo
polimerizados, ésteres tartaricos e flavondis (quercetina, miricetina, kaempferol)
(Tabela 4).

Os dados dispostos na tabela 4 mostram uma elevada atividade antioxidante
dos extratos metandlico e aquoso pelo método de ABTS. Ressalta-se que nao foi
possivel determinar a atividade antioxidante pelo método de DPPH do extrato
aquoso devido a limitagdo no momento da execucdo do teste, em que 0 mesmo

precipitou impossibilitando a realizac&o do teste.

Tabela 4 - Valores das analises do contetido fenélico e atividade antioxidante dos extratos aquoso e
metandlico do cogumelo Agaricus blazei Murrill

Anélises Metanol 80% (Média + SD) Aquoso (Média + SD)
PT (ug/mg) 26,2 + 0,47** 7,68 £ 0,05%+*
PNP (ng/mg) 2,61 + 0,05 0,358 £ 0,04

PP (ug/mg) 23,6 + 0,34** 7.32 + 0,07%*

ET (ng/mg) 126,7 + 1,44%** 42,30 + 0,69***
FLA (ng/mg) 80,2 £ 3,12%* 40,49 £ 0,39**
DPPH (uM) 104,61 1,11

ABTS (UM) 122,3 £ 2,75 126,66 + 3,80***

PT: polifendis totais - pg éacido gélico/mg de extrato; PNP: polifendis ndo polimerizados - pg
catequina/mg de extrato; PP: polifendis polimerizados; ET: ésteres tartaricos — ng acido cafeico/mg de
extrato; FLA - flavondis -ng quercetina/mg de extrato. DPPH e ABTS: uM de TROLOX. Teste de
Tukey.

*»** p<0,001
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4.2 ENSAIOS IN VITRO

4.2.1 Teste da Concentracgéo Inibitéria Minima

Os resultados do teste da concentracéo inibitéria minima (CIM) demonstraram
que a concentracdo de 350 mg.mlt do extrato metandlico do cogumelo AbM foi
capaz de inibir o crescimento bacteriano contra a P. aeruginosa MR. Ao passo, que
a concentracdo de 350 mg.mlt! do extrato aquoso do AbM apenas reduziu o
crescimento bacteriano do microrganismo avaliado no teste da CIM (Tabela 5). O
controle positivo utilizado nestes experimentos (gentamicina), quando administrado

150 pg.ml?, inibiu o crescimento bacteriano em 100% para a P. aeruginosa MR.

4.2.2 Avaliacdo da Atividade Hemolitica

A atividade hemolitica dos extratos aquoso e metandlico (80%) do cogumelo
AbM foi avaliada contra os eritrécitos de camundongos. No referido teste, o PBS e o

Triton X-100 foram empregados como controle negativo e positivo, respectivamente.

Os dados demonstram que os extratos do cogumelo AbM analisados na

concentracdo de 350 mg.mL! ndo apresentaram atividade hemolitica (Figura 7).
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Tabela 5 - Percentual de inibicdo de crescimento da bactéria Pseudomonas aeruginosa
multirresistente realizado com os extratos aquoso e metandlico do cogumelo Agaricus blazei Murrill
(AbM), analisado pelo teste da Concentragéo inibitéria minima (CIM)

Extratos do cogumelo Concentracéo do Percentual DP
AbM extrato (mg.ml™?) de inibicéo
(%)

Metanolico 100 4,5 0,04
150 6,7 0,07
200 6,1 0,06
250 20,9 0,05
300 30,8 0,02
350 100 3,60

Aquoso 100 6,7 0,07
150 7,1 0,05
200 5,8 0,08
250 7,1 0,04
300 6,7 0,06
350 7,3 0,10

Observagédo: Os dados sao referentes ao tempo de 300 minutos.
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Figura 7 - Avaliacdo da capacidade hemolitica dos extratos aquoso e metandlico (80%) do cogumelo
AbM sobre eritr6citos de camundongos. Foram utilizados como controle positivo 0,1 % de Triton X-
100 (Sigma-Aldrich), e como controle negativo o PBS (branco), obtendo valores de hemodlise,
respectivamente, de 100% e 22%. A ruptura de hemoglobina foi avaliada a A 550 nm e apresentada
como percentual de hemolise. Os dados sdo representativos de trés experimentos independentes
(média = DP).

*** 1n<0,001

4.3 AVALIACAO DO POTENCIAL IMUNOMODULATORIO DOS EXTRATOS DO
COGUMELO AbM

4.3.1 Avaliacdo da viabilidade celular utilizando MTT

A Figura 8 apresenta a porcentagem da viabilidade/proliferacao celular em
relacdo ao controle positivo (células em cultura com meio suplementado — grupo R),
cuja absorbancia foi considerada 100% de viabilidade/proliferacéo celular. Os dados
demonstram um decréscimo significativo na viabilidade/proliferacéo celular em todos

0s tratamentos na presenca dos extratos aquoso e metandlico do cogumelo AbM na
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concentracdo avaliada de 350 mg.mL™. A viabilidade celular foi de 55% e 45%
quando as células RAW 264.7 foram estimuladas com os extratos metandlico e
aguoso do AbM, respectivamente (p<0,001) (Figura 8A). Em adicdo quando
acrescentado o antigeno morto pelo calor da P. aeruginosa (HK — Pa) as culturas
celulares, a viabilidade celular ficou em torno de 25% nos grupos estimulados com
ambos os extratos metandlico e aquoso do AbM (p<0,001) (Figura 8B). Ao passo
que, quando houve o acréscimo do IFN-y nas culturas, a viabilidade foi de 48% e
55% nos grupos estimulados com os extratos metandlico e aquoso do AbM,
respectivamente (p<0,001) (Figura 8C).

4.3.2 Dosagem de citocinas em linhagem de células RAW 264.7

No presente trabalho, também foram avaliados os efeitos dos extratos aquoso
e metandlico do cogumelo AbM sobre a secre¢cdo de TNF-a, IL-10 e IL-12 por
células RAW 264.7, estimulados ou ndo por antigenos bacterianos de P. aeruginosa

multirresistente (HK-Pa) e IFN-y.

Os tratamentos com 0s extratos aquoso e metandlico do cogumelo AbM néao
foram capazes de estimular a producdo de citocinas IL-10, IL-12 e TNF-a pelas
células RAW 264.7. As células com HK-Pa e tratadas com os extratos aquoso e
metandlico do cogumelo AbM na presenca de IFN-y ndo estimularam os niveis de
IL-12 e TNF-a, exceto a IL-10, o extrato aguoso do AbM estimulou uma maior

sintese desta citocina, porém sem diferenca estatistica (Figura 9).
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Figura 8 - Efeito dos extratos aquoso e metandlico do cogumelo AbM sobre a viabilidade de células
RAW 264.7. Os extratos aquoso e metandlico foram testados nas concentragGes de 350 mg.mL?
para avaliar a viabilidade das células RAW 264.7 quando na presenca de interferon gama (IFN-y) e
antigenos bacterianos mortos pelo calor de P. aeruginosa (HK). As células foram incubadas durante
72 horas, a viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de MTT e como controle negativo foi utilizada
solucéo de lise celular (10 mM Tris, pH 7.4; 1 mM EDTA e 0,1% Triton X-100). Os dados representam
a média de trés experimentos realizados em triplicata, sendo expressos como média = desvio padrao.
R = células RAW, R + M: células RAW e extrato metandlico, R + A: células RAW e extrato aquoso, R
+ HK: células RAW e antigeno da P. aeruginosa; R+ HK + M: células RAW, antigeno da P.
aeruginosa e extrato metandlico; R+ HK + A: células RAW, antigeno da P. aeruginosa e extrato
aquoso; R + HK + INF: células RAW, antigeno da P. aeruginosa e IFN-y; R+ HK + INF + M: células
RAW, antigeno da P. aeruginosa, IFN-y e extrato metandlico; R+ HK + INF + A: células RAW,
antigeno da P. aeruginosa, IFN-y e extrato aquoso.

*** n<0,001
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Figura 9 - Dosagem de IL-10 em sobrenadante de cultura células RAW 264.7. As células foram
estimuladas por 72 horas com os extratos aquoso e metandlico foram testados nas concentracdes de
350 mg.ml?, na presenca ou auséncia de antigeno bacteriano de P. aeuginosa, com ou sem IFN-y
(10 ng.mL1). Os dados representam a média de trés experimentos realizados em triplicata, sendo
expressos como média + desvio padrdo. R = células RAW, R + M: células RAW e extrato metandlico,
R + A: células RAW e extrato aquoso, R + HK: células RAW e antigeno da P. aeruginosa; R+ HK + M:
células RAW, antigeno da P. aeruginosa e extrato metanélico; R+ HK + A: células RAW, antigeno da
P. aeruginosa e extrato aquoso; R + HK + INF: células RAW, antigeno da P. aeruginosa e IFN-y; R+
HK + IFN + M: células RAW, antigeno da P. aeruginosa, IFN-y e extrato metandlico; R+ HK + IFN + A:
células RAW, antigeno da P. aeruginosa, IFN-y e extrato aquoso. A analise estatistica foi realizada
utilizando teste de Bonferroni, com p néo significativo em relacdo ao controle.

4.4 AVALIACAO DA ACAO ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS DO COGUMELO
ABM NA SOBREVIDA DE CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A INFECCAO

No ensaio in vivo para avaliagcdo da acéo antimicrobiana dos extratos aquoso e
metandlico do cogumelo AbM os animais dos quatro grupos controles (agua estéril,
gentamicina, extrato aquoso e extrato metanolico) que n&o foram submetidos a
infeccdo com a P. aeruginosa MR tiveram uma sobrevida de 100% durante os 07
dias de tratamento, evidenciando que os extratos analisados ndo foram toxicos aos

animais (Tabela 6).
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Tabela 6 - Avaliagdo da toxicidade grave em camundongos tratados com o extrato aquoso e
metanolico do cogumelo AbM. Cada animal foi injetado intraperitonealmente com uma solugao de 200
pl do extrato aquoso e metandlico do cogumelo AbM em solugdo salina. As doses dos extratos
administradas nos camundongos foram 50 mg.kg de peso corporal. Os animais foram inspecionados
quanto a efeitos adversos para 6h, e a mortalidade foi monitorada durante 07 dias.

Resultado Dose (mg.kQ)
Gentamicina — 5 - No effect 10
camundongos (n)
Extrato aquoso do 5 - No effect 50
cogumelo AbM (n)
Extrato metandlico do 5 - No effect 50

cogumelo AbM (n)

Os extratos aquoso e metandlico do cogumelo AbM, na concentracdo de 20
mg/Kg, apresentaram um efeito benéfico na sobrevida de camundongos submetidos
a infeccdo com a P. aeruginosa MR. Os camundongos infectados foram tratados
com doses diferentes dos extratos aquoso e metandlico, 01 hora e a cada 24 horas
posteriormente a infeccdo e a sobrevivéncia foi analisada durante 7 dias. Verificou-
se que 100% e 80% dos camundongos infectados tratados com gentamicina (10
mg/Kg) e &gua estéril, respectivamente, morreram durante as primeiras 24 horas,
logo, apenas 20% dos animais tratados com agua estéril permaneceram vivos até o
fim do ensaio (Figuras 10 e 11). Nos grupos de animais tratados com os extratos
aquoso e metandlico na concetracdo de 10 mg/Kg, todos os animais morreram ap6s
24 horas. Entretanto, observou-se que 60% e 20% dos animais tratados com 20
mg/Kg dos aquoso e metandlico, respectivamente, estavam vivos apos 24 horas e
até o final do tratamento (Figuras 10 e 11). Comparando a taxa de mortalidade
global dos grupos tratados com o antibiotico gentamicina, os animais tratados com o
extrato aquoso do cogumelo AbM apresentaram uma tendéncia para a sobrevida

prolongada.
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Figura 10 . Influéncia do extrato aquoso do cogumelo AbM, antibiético e agua estéril na sobrevida de
camundongos submetidos a infecgcdo com Pseudomonas aeruginosa multirresistente. Camundongos
BALB/c foram inoculados intraperitonealmente com 108 células/mL de Pseudomonas aeruginosa
multirresistente. Os animais foram tratados com diferentes concentracfes do extrato aguoso do
cogumelo AbM (10 e 20 mg/Kg), agua estéril, gentamicina (10 mg/Kg), apos 01 hora a infeccao e
durante 7 dias consecutivamente. Os dados foram expressos como média + desvio padréo.

ks —e— Gentamicina (10 mg/kg)
— -=- Agua
1 100- —— Ext. Metanolico (10 mg/kg)
E == Ext. Metanolico (20 mg/kg)
=)
70}
o\° 50+
|
C ) ) ) ]
0 2 4 6 8

Days

Figura 11 . Influéncia do extrato metandlico do cogumelo AbM, antibiético e 4gua estéril na sobrevida
de camundongos submetidos a infeccdo com Pseudomonas aeruginosa multirresistente.
Camundongos BALB/c foram inoculados intraperitonealmente com 108 células/mL de Pseudomonas
aeruginosa multirresistente. Os animais foram tratados com diferentes concentra¢cdes do extrato
metanolico do cogumelo AbM (10 e 20 mg/Kg), agua estéril, gentamicina (10 mg/Kg), apds 01 hora a
infeccdo e durante 7 dias consecutivamente. Os dados foram expressos como média + desvio
padréo.
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5 DISCUSSAO

Neste estudo, a composicao centesimal do cogumelo AbM desidratado e em
po revelou uma elevada quantidade de carboidratos, proteinas e fibras, ao passo
que o teor de lipideos encontra-se reduzido. Estes resultados sdo semelhantes aos
identificados por outras pesquisas (168, 169).

A composicdo centesimal dos cogumelos pode ser influenciada por diversos
fatores, como: transporte, armazenamento, manipulacgéo, tipo de substrato, época e
as condicbes de crescimento, fatores intrinsecos e genéticos, caracteristicas
ambientais, fase de desenvolvimento e parte do basidioma analisado,

processamento pés-colheita, linhagem e espécie (170).

Geralmente, os cogumelos comestiveis podem ser considerados alimentos de
elevado valor nutricional, pois apresentam quantidades significativas de carboidratos

e proteinas, além de serem constituidos por reduzido teor de lipidios (73).

A proteina bruta analisada na presente pesquisa apresentarou valor de
38,03%. Esta quantidade pode ser considerada superior a verificada em outros
estudos com esta espécie (171-174) e aos valores médios encontrados em

cogumelos, geralmente, entre 19 e 35% (175).

Outro aspecto caracteristico dos cogumelos consiste no baixo teor de lipidios,
geralmente, apresentam valores inferiores a 5% do peso seco. Nesta pesquisa,
verificou-se um valor de 3,3%, considerado compativel a referéncia para cogumelos,
contudo, € uma quantidade superior a descrita por outros estudos que observaram

valores préximos de 1% no cogumelo AbM (168, 176).

Nos cogumelos, um dos constituintes que se destaca sdo os carboidratos,
apresentando uma variagcdo na quantidade deste nutriente de acordo com a espécie,
sendo descrito valores entre 35 a 70% do peso seco (177). Neste estudo, obteve-se
um teor de 30,39% de carboidratos totais. Este resultado é inferior ao encontrado
por outras pesquisas com esta espécie, como 34,78% (176), 38,3% (178) e 39,41%
(168).
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As fibras alimentares destacam-se entre 0S nutrientes, pois promovem
diversos beneficios a salude humana, especialmente na prevencdo e/ou tratamento
de doencas crbnicas ndo transmissiveis (DCNT) (179). Segundo Mizuno (2002)
(180), o elevado teor de fibras do AbM alcanca valores médios entre 20 a 28%,
incluindo além das B-glucanas, outros tipos de fibras, como pectina, hemiceluloses e
quitina. No presente trabalho, observou-se uma quantidade de 15,4% de fibra
presente no cogumelo AbM. Dados provenientes de outros estudos verificaram um
maior teor de fibras neste cogumelo, especificando valores de aproximadamente 21-
24% (73, 168, 181). A grande variabilidade na quantidade de fibras constituintes dos

cogumelos pode ser justificada pelo método empregado para analise deste nutriente.

A avaliacdo de umidade do AbM desidratado revelou um valor de 6,43%,
guantidade que pode ser considerada normal baseando-se nos valores
preconizados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA (2005)
recomendando no maximo 12% (182). Os valores de umidade em outras espécies
de cogumelo, como Agaricus bisporus (8,95%), Lentinula edodes (9%), Pleurotus
florida (9,1%) e Pleurotus ostreatus (9,3%) (178), assemelham-se ao resultado de
umidade obtido neste estudo.

Em relacdo ao teor de cinzas, verificou-se nesta pesquisa um valor de 6,45%
para o cogumelo AbM desidratado, compativel aos resultados encontrados por

outros pesquisadores (168, 176, 183).

O potéassio foi outro nutriente que apresentou um valor de 26,5 mg, sendo
considerado superior ao encontrado por Alliatti e colaboradores (2014), cuja
quantidade foi de 18 mg. O potassio exerce um papel relevante na acdo anti-
hipertensiva no tratamento ndo-farmacoldgico (174).

A analise dos compostos fendlicos do cogumelo AbM no presente estudo
demonstrou que o0 extrato metandlico contém uma maior quantidade destas
substancias em relacdo ao extrato aquoso. Pode-se inferir que este extrato do AbM
provavelmente possui atividade antioxidante devido ao significativo teor de
compostos fendlicos identificados (184).

Normalmente, durante o metabolismo energético normal e patoldgico, as
células sintetizam os radicais livres, espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies

reativas de nitrogénio (RNS), favorecendo o desenvolvimento de diversas doengas e
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de processos degenerativos decorrentes do envelhecimento (185). Enzimas e
substancias antioxidantes proporcionam uma acdo protetora contra os radicais
livres, sendo que estas ultimas podem ser provenientes dos alimentos, como por
exemplo: acido ascérbico, carotendides, compostos fendlicos e tocoferol (186-188).

A atividade antioxidante dos cogumelos é exercida especialmente pelos
compostos fenolicos (187, 189, 190).

Costa e colaboradores (2011) confirmaram o potencial antioxidante do
cogumelo AbM, e inferiram que o alcool pode diluir a maioria dos compostos
antioxidantes constituintes em cogumelo (191). Pesquisadores verificaram que
extratos hidroalcodlicos de A. Brasiliensis ou AbM do corpo de frutificagdo e micélio

sao ricos em compostos fenolicos (192).

A acdo antioxidante de compostos fendlicos é devido as suas estruturas
quimicas e propriedades redox promovendo a neutralizacdo de radicais livres,

quelag&o de metais reativos e a supressao do oxigénio (193).

bY

A diferenca verificada neste estudo referente a quantidade de compostos
fenolicos nos extratos do AbM, pode ser devido ao solvente empregado. O metanol
€ 0 solvente mais comum para extrair pequenas moléculas de cogumelos, incluindo
moléculas antioxidantes (177, 194). Mourdo e colaboradores (2011) evidenciaram
que a condicdo mais favoravel para a extracao de antioxidantes do cogumelo AbM é
com o solvente metanol a 60 °C durante 60 minutos (195).

Os compostos fendlicos também apresentam uma acdo antimicrobiana que
pode ser justificada por trés mecanismos: 1l/aumento da permeabilidade da
membrana celular e perda de constituintes celulares; 2/inativacdo de enzimas
essenciais ou sistemas enzimaticos que exercem fungfes significativas, como a
sintese de energia, producdo de componentes estruturais e de metabolitos

essenciais; ou 3/destruicdo ou interacdo com o material genético (115, 116, 196).

Os polifendis sdo capazes de eliminar alguns fatores de viruléncia
microbianos, tais como: reducdo da adesdo as células hospedeiras, inibicdo da
producdo de biofilme e neutralizagdo das toxinas bacterianas (117). Evidéncias
cientificas confirmam que os polifendis também atuam em conjunto com o0s
antibidticos a fim de potencializar a sua eficacia, exigindo assim uma menor dose do

antibiético, e, consequentemente reduz as reacdes adversas a estes medicamentos.
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Estas descobertas tém implicagdes potenciais em retardar o desenvolvimento de
resisténcia bacteriana devido a necessidade de se utilizar menores concentracfes
dos antibiéticos (197).

Nesta pesquisa a capacidade antioxidante foi avaliada utilizando-se DPPH e
ABTS (198). Os dados demonstraram o potencial antioxidante do extrato metandlico
do AbM pelo método DPPH, sendo este resultado corroborado por alguns
pesquisadores (195, 199-201). Estes estudos encontraram algumas diferencas,
como estirpes com basidiocarpo fechado e o cultivo ao ar livre do cogumelo,
apresentaram maior atividade antioxidante quando comparadas com basidiocarpo
aberto e com o cultivo em estufa, assim como, esta acao foi mais pronunciada com o
extrato metanol:agua.

Em nosso estudo a precipitacdo do radical DPPH ao tentar-se avaliar a acao
antioxidante do extrato aquoso inviabilizou o resultado pelo referido método. Pode-
se inferir que uma provavel justificativa seria relativa a solubilidade dos radicais
ABTS e DPPH. O radical ABTS é soluvel em agua e solucédo alcodlica, assim, pode
estar dissolvido em meio aquoso e organico, dessa maneira a atividade antioxidante
pode ser medida em meio hidrofilico ou lipofilico dependendo da natureza da
amostra. Em contraponto o radical DPPH pode somente ser dissolvido em meio

organico, especialmente etanol, sendo essa uma limitacdo para esse método (202).

A presente pesquisa evidenciou a acdo antioxidante dos extratos aquoso e
metandlico 80% do AbM pelo método ABTS. Fernandes (2006) demonstrou que o
extrato bruto etanolico do AbM e suas diferentes fracfes (hexano, acetato de etila e
hidroalcodlica) apresentaram uma atividade antioxidante analisada pela técnica
ABTS (203).

O cogumelo AbM apresenta outros compostos que exercem a atividade
antioxidante, como: diferentes tipos de polissacarideos (204, 205), acidos organicos
(206, 207), tocoferois (114), B-glucana (208). A acdo antioxidante deste cogumelo
pode ser justificada por uma associcdo de moléculas que o constituem, portanto,

nao pode ser designada a um componente especifico (208).

Os resultados do teste da acdo antimicrobiana in vitro demonstraram que o
extrato metandlico do cogumelo AbM apresentou atividade inibitéria para P.
aeruginosa MR nas concentracdes de 350 mg.mlt, ao passo que o extrato aquoso
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induziu apenas uma reducdo do crescimento bacteriano nas concentracdes iguais
e/ou superior a 300 mg.mlt. Outras pesquisas também confirmaram a propriedade

antimicrobiana do AbM pelo método de microdiluicdo (209-212).

Entretanto, Zhu-giu e colaboradores (2001) né&o verificaram acéao
antimicrobiana dos extratos do AbM, aquoso e metandlico, contra Staphylococcus

aureus, Bacillus subtilis e Escherichi coli, segundo o método de microdiluicédo (213).

As bactérias Gram-negativas apresentam algumas diferencas estruturais em
relacdo aos microrganismos Gram-positivos, como: a presenca de uma membrana
externa sobre uma camada delgada de peptideoglicano e um numero elevado de
bombas de efluxo. Estes fatores explicariam a menor inibicAo de compostos
antimicrobianos contra as bactérias Gram-negativas (214). A membrana externa
destas bactérias torna a superficie altamente hidrofilica, ao passo que a carga
negativa da superficie da parede das bactérias Gram-positivas pode reduzir sua

resisténcia a compostos antibacterianos (215).

O teste de microdiluicdo em caldo confirmou a atividade antimicrobiana dos
extratos etanolicos do AbM em trés diferentes concentragdes (50%, 75% e 100%)
contra o Streptococcus mutans UA159 e Streptococcus sobrinus 6715. Ressalta-se
que valores do CIM variaram entre 87,4 e 444,5 mg.mL™?, destacando-se o extrato
etandlico de 100% que foi o mais ativo (CIM 87,4 mg mL™1) (210).

Mazzuti e colaboradores (2012) confirmaram a acdo antimicrobiana de
extratos do AbM (hexano, diclorometano, acetato de etila e agua) obtidos por
diferentes técnicas de extracao (Soxleth, maceracao, hidrodestilacao e cossolvente),
testados contra bactérias Gram-positivas, Staphylococcus aureus e Bacillus cereus,
utilizando a técnica de microdiluicdo. Contudo, neste estudo todos os resultados da
CIM contra as bactérias Gram-negativas, E. coli e P. aeruginosa, foram superiores a
2.000 pg/mL, com excecao do extrato diclorometano, que apresentou CIM de 1.500
png/mL contra E. coli (211).

A CIM do extrato etandlico do AbM para P. aeruginosa foi determinada pelo
método de microdiluigdo com 0,2 mg/mL (200 pg/mL). A andlise da composicéo
guimica deste cogumelo revelou elevada quantidade de acidos graxos

poliinsaturados, compostos fendlicos e tocoferois (212).
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Os resultados do teste in vitro da atividade hemolitica obtidos no presente
estudo, demonstraram que 0s extratos aquoso e metanolico do cogumelo AbM néo
provocaram a hemdlise dos eritrocitos de camundongos, sugerindo sua seguranca
para uso terapéutico em animais e humanos. Esta evidéncia também foi corroborada
por outras pesquisas que utlizaram o extrato aquoso do AbM em eritrGcitos
humanos (216, 217).

O uso de extratos e/ou compostos bioativos naturais provenientes de plantas
e cogumelos na terapia coadjuvante ou no tratamento de diversas doencas,
desperta a necessidade de corroborar as propriedades terapéuticas destas
substéncias associadas a sua incapacidade de promover reacdes adversas (218).

Os cogumelos podem apresentar diferentes niveis de toxicidade a depender
do tipo de cultivo e compostagem, portanto, podem representar um risco a saude
humana. Entretanto, o AbM é utilizado popularmente ha varios anos especialmente,
por povos indigenas, e algumas pesquisas cientificas véem evidenciando a baixa
toxicidade deste cogumelo (216, 219-222).

O ensaio de viabilidade celular utilizando MTT in vitro teve como intuito
identificar a auséncia de interferéncias dos referidos extratos sobre a
viabilidade/proliferacdo celular. Os resultados evidenciaram que extratos metandlico
e aquoso do AbM provocaram uma reducdo na viabilidade/proliferacdo celular
(Figura 8). Uma provével justificativa para essa reducdo na viabilidade/proliferacao
celular, pode ser devido a um efeito toxico dos extratos analisados na concentracdo
de 350 mg.mL™.

Faccin e colaboradores (2007) evidenciaram uma baixa toxicidade dos
extratos aquoso e etandlico do cogumelo AbM pelo teste de MTT, posteriormente a
72h de incubacgdo das células, pois a concentracdo citotoxica foi obtida apenas com
uma quantidade elevada das amostras, 2.302 e 969 ug.mL™, respectivamente (223).

Entretanto, Orsine e colaboradores (2013) investigou o provavel efeito
citotoxico do extrato aquoso do cogumelo A. sylvaticus ou AbM sobre as linhagens
de células de fibroblastos ndo-tumorais (NIH/3T3) e de células tumorais escamosas
oral (CCEO-3), utilizando o teste de reducédo do MTT ap0Os 24 horas de incubacéo
com o extrato. Diferentes concentracdes do extrato aquoso do cogumelo foram
utilizadas 0,01 mg.ml?, 0,02 mg.ml%, 0,04 mg.ml%, 0,08 mg.ml?, 0,16 mg.ml, e 0,32
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mg.mlt. Determinou-se a concentracdo do extrato capaz de reduzir a viabilidade
celular em 50% (CC 50%). Os resultados evidenciaram que 0 extrato aquoso do
cogumelo A. sylvaticus ou AbM nao apresentou nenhum efeito citotoxico sobre as
linhagens de células NIH/3T3 e CCEO-3, pois a CC 50% foi de 0,06194 mg.ml* e
0,06468 mg.ml?, respectivamente (224).

Algumas pesquisas tém evidenciado que 0s extratos provenientes do
cogumelo AbM estimulam a proliferacado de varias linhagens celulares, dentre elas
mondcitos humanos (110), macréfagos (13, 95, 225); células NK (94, 98); mondcitos
e granulécitos (226); e células dendriticas (96, 227).

Mondcitos humanos de adultos jovens foram estimulados com diferentes
concentracfes de extrato aquoso de AbM 0,1%, 0,5%, 2,0%, 5,0%, 10,0% ou 15,0%
a 37 °C por 6 horas (110).

Macrofagos derivados de medula 6ssea de camudongos foram tratados com
diferentes fracGes de extratos do AbM aquoso e etandlico provenientes do micélio e
do corpo de frutificacdo, durante 6 horas e 72 horas (13).

Extrato aquoso de AbM (25 mg/kg) foi administrado intraperitonealmente em
camundongos. Apos 4 dias, culturas de macréfagos foram estabelecidas
do exsudato peritoneal. Posteriormente, macréfagos foram cultivados em placa de
cultura com ou sem extrato AbM nas concentra¢des de 0,1 a 1,0 mg/ml a 37 °C com
5% de CO2. ApOs 24h e 48 h, o RNA total foi isolado. Extrato agquoso de AbM

promoveu aumento da expresséo dos niveis de RNAm de IL-1 e IL-6 (225).

Células mononucleares periféricas humanas foram cultivadas em meio
contendo 40 ng/ml de hemicelulase derivada do cogumelo AbM durante 16 h. Os
niveis de IL-12 nos sobrenadantes foram medidos. Os resultados indicaram que

hemicelulase do AbM induziu a expressao de IL-12 por mondcitos/macrofagos (95).

Extrato aquoso de AbM na concetracdo de 300 mg/dia administrado por via

oral durante cinco dias promoveu um aumento da atividade das células NK (94).

Administracdo diaria de 32 mg e 64 mg de extrato aquoso de AbM em
camundongos C57BL/6 durante 2 semanas, promoveu o aumento da atividade
citotdxica das células NK derivadas do figado mediada pela estimulacdo de INF-y e
IL-12 (98).
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O aumento da expressdo do receptor CD11b em mondcitos e granulécitos
humanos estimulados por extrato aquoso de AbM, promoveu 0 aumento do potencial
fagocitico e a habilidade destas células para induzir diapedese em focos

inflamatorios (226).

Células dendriticas cultivadas com proteoglicano derivado do extrato aquoso
de AbM durante 24 horas de incubacdo foram estimuladas pelo aumento da
expressdo de moléculas co-estimulatérias (CD80 e CD86), do complexo de
histocompatibilidade (MHC-II) e IL-12p 70 (227).

Assim como, hemicelulase proveniente do AbM estimularam células
dendriticas derivadas de camundongos resultante do aumento da regulacdo das
moléculas de superficie, tais como CD40, CD80 e complexo de histocompatibilidade
principal classe | (MHC-I). No entanto, a hemicelulase ndo estimulou a producéo de
citocinas pro-inflamatorias IL-12 p40, TNF-a e IL-1 (96).

Atualmente, dispde-se de alguns estudos que investigaram a influéncia de
cogumelos e/ou extratos destes sobre células RAW 264.7, evidenciando uma
atividade imunoestimulante, como: o aumento da ativagéo dos fatores de transcricao
de IL-1 e IL-6 (228); elevagcdo da expressdo do RNAmM da enzima Oxido nitrico
sintase (iINOS), (229); reducao significativa da sintese de TNF-a, e diminuicdo nas
expressdes de RNAm de iNOS, IL-1B, IL-6, TNF-a (230); e reducao da producéo de
TNF-a (231). Contudo, ha uma escassez de pesquisas que investigaram a

associacao destas células com o cogumelo AbM (232, 233).

A andlise da provavel acdo imunomodulatéria in vitro dos extratos aquoso e
metandlico do AbM foi realizada com testes que investigaram a sintese de TNF-q,
IL-12 e IL-10, analisadas no tempo experimental de 24h (TNF-a, IL-12) e 72 h (IL-
10). Estes testes foram realizados seguindo as mesmas condigbes experimentais

adotadas no teste de avaliacdo da viabilidade celular.

Os resultados comprovaram que nenhum dos extratos do cogumelo AbM
promoveu a estimulacéo das células RAW 264.7 a sintetizarem TNF-q, IL-12 e IL-10.
Mesmo quando os antigenos bacterianos de P. aeruginosa multirresistente (HK-Pa
MR) mortos pelo calor e o IFN-y foram adicionados a suspenséao celular ndo houve

nenhuma producdo das citocinas referidas. Contudo, apenas o extrato aquoso do
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AbM estimulou a producéo de IL-10 quando as células foram tratadas com HK-Pa
MR em combinacdo com o IFN-y, porém a diferenga nao foi estatisticamente
significativa. Assim como, o HK-Pa MR ndo estimulou a producdo de TNF-a na

auséncia de IFN-y.

Entretanto, evidéncias cientificas provenientes de estudos in vitro tém
verificado que antigenos da bactéria P. aeruginosa morta pelo calor (HK-Pa) séo
capazes de estimular a sintese de diversos mediadores inflamatdrios, especialmente
TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y, IL-12; por diferentes tipos de células humanas,
como: células séricas, leucdécitos e céelulas U937 (47, 234-237).

Portanto, os dados observados neste estudo ndo estdo condizentes aos
apresentados na literatura cientifica. A provavel justificativa para os resultados
obtidos pode ser a baixa viabilidade celular promovida pelos extratos aquoso e
metanolico do AbM, pois uma reducdo da atividade das mitocondrias altera a
capacidade de resposta inflamatéria, suprimindo a secre¢do de citocinas pelas
células RAW 264.7 (238). E importante ressaltar, que a resposta obtida in vivo é
resultante da atividade de diversos tipos celulares, diferentemente do que acontece

em um experimento in vitro.

As células RAW 264.7 apresentam uma resposta similar aos macréfagos
obtidos de camundongos, e também apresentam receptores para imunoglobulinas,
além de serem alvos de ativacdo por polissacarideos, sendo que estes sdo
considerados os principais constituintes dos cogumelos (163). Os macrofagos sao
células fagociticas residentes em tecidos linféides e ndo linfoides, sdo componentes
exclusivos da imunidade inata e estdo relacionados com o processo de ativacao.
Essas células sao responsaveis por iniciar as respostas imunes, além de
apresentarem outras diversas funcdes, como a destruicdo de células apoptéticas, e
a sintese de diversos fatores de crescimento: fator de crescimento semelhante a
insulina | (IGF-I), fator de crescimento transformador-a e B (TGF-a e TGF-B), fator de
crescimento epidérmico (EGF), o fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), fator de crescimento de fibroblastos (FGF). Os macréfagos ativados sao as
células apresentadoras de antigenos mais eficientes, pois, expressam elevados
niveis de moléculas do complexo maior de histocompatibilidade (MHC classe Il) e as
moléculas co-estimuladoras, além da atividade fagocitaria, e uma maior producéo de
NO e citocinas (239, 240).
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No processo inflamatorio promovido pelo sistema imune, os macréfagos
sintetizam e secretam citocinas e NO na circulacdo, resultando assim, em efeitos
sistémicos, que estdo envolvidos nas respostas imunitarias e defesa do hospedeiro,

e exercem uma potente atividade antimicrobiana (241, 242).

Citocinas sdo pequenas proteinas relacionadas com a regulacdo dos
processos inflamatorios, e sdo classificadas em: anti-inflamatoérias (IL-10); pro-
inflamatorias (TNF-a, IL-6, IL-12, IFN-y), e outras com ac¢ao quimioatrativas (IL-8)
47).

A citocina pro-inflamatéria TNF-a é sintetizada especialmente por macrofagos
no periodo inicial da infec¢cdo atuando a nivel hipotalamico, promovendo assim, o
surgimento da febre, a qual inibe a multiplicagdo bacteriana. Esta citocina estimula e
ativa os macrofagos e neutrofilos a produzirem NO, facilita a passagem de células
dos vasos para o sitio da infeccdo e eleva a expressdo de moléculas de adesao

(seletina Pe ICAM) nas células endoteliais (243).

Dentre as moléculas relevantes na imunofarmacologia destaca-se a citocina
TNF-a, pois, promove efeitos bioldégicos benéficos em diversas células,
principalmente relacionados com processos fisiolégicos, ou imunomoduladores ou
inflamatorios. Assim como, é considerado um mediador citotoxico que contribue para

gue os macrofagos possam exercer a propriedade antimicrobiana (244).

Em reposta a exposicdo do organismo a produtos microbianos, como LPS,
células dendriticas (CD), mondcitos e macréfagos produzem a citocina 1L-12, por
meio da sinalizacdo TLR-4 (245). Essa citocina é importante nas respostas imunes
humoral e celular, pois estimula e mantém a producéo de células Thl efetoras e de
memoria, induz a produgdo de IFN-y pelas células natural killer (NK) e células T
(246).

Dentre as funcbes da citocina IL-12 destaca-se a indugéo da sintese de IFN-y,
ao passo que a sua acao pro-inflamatoria € dependente de IFN-y. Em sintese,
células apresentadoras de antigenos produzem IL-12, essa citocina estimula a
producédo de IFN-y pelas células NK e T, e o IFN-y ativa as células apresentadoras

de antigenos. Portanto, observa-se um importante mecanismo de feedback positivo
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na interacdo entre o IFN-y e a IL-12, promovendo assim um controle das infeccoes

mediado por células (247).

O interferon (IFN) é outra citocina importante, que apresenta uma classificacédo
determinada de acordo com a sua acado, sendo que o IFN do tipo Il ou IFN-y atua

nas infeccdes microbianas (248).

O IFN-y regula as imunidades inata e adquirida, destacando-se as atividades
antiproliferativas, antivirais, apresentacdo de antigeno, ativacdo de macrofagos,
aumenta a atividade das células NK, controle da apoptose e morte de
microrganismos intracelulares. A principal acdo do IFN-y € aumentar a sintese de IL-
12 pelas células apresentadoras de antigenos, resultando na inibicdo da resposta
Th2 (248). Nos estagios iniciais da resposta imune os macréfagos produzem IFN-y.
Logo, a sintese desta citocina pelos macrofagos ativados influenciara nas
imunidades inata e adquirida, determinando assim o0 repertorio da reposta
imunologica e alterando o equilibrio Th1/Th2 ja no momento da apresentacdo do
antigeno (249).

Na resposta imune Th2 envolve a participacdo de diversas citocinas,
destacando-se a IL-10, que desenvolve uma atividade regulatéria, pois uma das
suas principais funcdes é a inibicdo da sintese de IFN-y e IL-12, ou seja, inibe os
mediadores pro-inflamatorios. A IL-10 exerce também outras fun¢des, como: inibe a
expressdo de moléculas co-estimuladoras, induz a sintese de IL-4, modula doencas
alérgicas em humanos, inibe a producdo de IFN-y por células NK e macrofagos; e
limita a sintese de outras citocinas proé-inflamatérias (IL-1, IL-6, IL-18, TNF-a) (249).
A 1L-10 interfere na apresentacdo de antigenos pelas células dendriticas e
macréfagos, pois diminui a expressdo da molécula de histocompatibilidade 1l (MHC
I1), além de inibir a sintese de citocinas pro-inflamatérias como IL-12 e IL-6. Devido a
esta fungéo, a IL-10 impede a ativacdo de células T, terminando assim as reacgfes
da imunidade mediada por células (55). Portanto, a IL-10 atua nos macréfagos
ativados fazendo com que estas células retornem ao estado de repouso a medida

que ocorre a erradicacdo da infec¢cdo microbiana (250).

O provavel potencial terapéutico do AbM foi avaliado no ensaio in vivo com
animais submetidos a infeccdo com patdégeno multirresistente. O extrato aquoso

deste cogumelo promoveu um aumento da sobrevida de camundongos submetidos
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a infeccdo com P. aeruginosa MR. Estes dados sugerem um relevante potencial da
utilizacdo dos extratos do cogumelo AbM na infec¢cdo. Contudo, € importante
ressatar que, a atividade antimicrobiana apresentada por este extrato no modelo
experimental de infeccdo com a P. aeruginosa MR foi observado no ensaio in vivo, e
contrariamente, os testes in vitro realizados na presente pesquisa nao evidenciaram
estes resultados. Assim como, outros pesquisadores observaram que em seu estudo
ndo houve efeito antimicrobiano do AbM ao utilizar o método in vitro apesar de
constatarem esta propriedade em camundongos (14). A justificativa para o0s
resultados negativos verificados por ambas as pesquisas, provavelmente baseia-se
no fato que o mecanismo de acdo antimicrobiana das substancias bioativas
presentes no cogumelo necessita de um envolvimento com 0 sistema imunitario,

principalmente o inato, o qual ndo pode ser evidenciado in vitro (251).

Atualmente, verifica-se uma escassez de pesquisas que investigaram a acao
antimicrobiana do cogumelo AbM in vitro e in vivo, somente trés estudos em animais.
Apenas no estudo de Bernardshaw e colaboradores (2005) empregou-se ambos 0s
meétodos anteriormente citados (14). Os pesquisadores demonstraram que o extrato
do cogumelo exerceu acao contra microorganismos que causam infeccdes letais

resultantes de pneumococos (14), peritonite fecal (15) e sepse pneumocadcica (16).

Bernardshaw e colaboradores (2005) verificaram que a administracao oral de
um extrato aquoso de AbM, industrializado, promoveu um efeito protetor contra
infecgdo por Streptococcus pneumoniae 6B, quando administrado 2h e 24 h antes
da inoculagdo. Associado a auséncia de efeito antibidtico sobre pneumococos in
vitro. A taxa de sobrevivéncia de camundongos que receberam o extrato de AbM 2
horas antes da infeccdo foi de 38% dos animais até o sexto dia de tratamento, e de
25% no sétimo dia. O efeito profilatico do extrato AbM foi confirmado quando foi
administrado 24 h antes da infec¢do, 38% de animais que receberam extrato de
AbM sobreviveram 10 dias apds a infeccdo. Segundo os pesquisadores, neste
estudo, o extrato do cogumelo ndo foi administrado apds a infeccdo devido a
elevada taxa de mortalidade precoce entre os animais controles no modelo de

infeccéo analisado (14).

No segundo estudo que evidenciou a agéo antimicrobiana do cogumelo AbM

em animais, os resultados demonstraram uma reducao da bacteremia e aumento da
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sobrevida, devido a diminuicdo da septicemia letal, em camundongos com peritonite
fecal. Os camundongos com peritonite grave, que foram tratados com a
administracdo oral de 200 pl de extrato aquoso de AbM 24 horas antes da inducao
da peritonite, apresentaram uma taxa de sobrevivéncia de 33% no segundo dia, e
reduziu para 25% até o ultimo dia do experimento (15).

Tryggestad e colaboradores (2007) investigaram a propriedade antimicrobiana
de cinco extratos industrializados do cogumelo AbM em camundongos submetidos a
modelo de sepse pneumocdcica. Os extratos foram administrados oralmente um dia
antes da inoculacdo com as bactérias. Os resultados evidenciaram que apenas um
dos extratos investigados promoveu um efeito protetor significativo, reduzindo a
bacteremia e aumento da taxa de sobrevivéncia em 38% até o quinto dia de

experimento (16).

Na presente pesquisa, a analise da sobrevida avaliada para animais
infectados com um dos mais importantes patbégenos humanos, a bactéria P.
aeruginosa MR, permite-nos inferir o relevante papel terapéutico que o extrato
aguoso do cogumelo AbM tem na ag&do antimicrobiana e pode ser um relevante
promissor no desenvolvimento de novas opcdes terapéuticas para o tratamento de
infeccbes promovidas por microrganismos multirresistentes. Na comparacdo dos
resultados obtidos neste estudo com os dados da literatura (14-16), observa-se a
expressividade dos mesmos, uma vez que, a taxa de sobrevida verificada nesta
pesquisa com o extrato aquoso do AbM foi superior as demais demonstradas por
outros pesquisadores, 60% versus 38% e 25%. Cabe destacar que a administracdo
do extrato do cogumelo AbM foi realizado neste estudo 01 hora ap0s a infec¢gdo com
a bactéria multirresistente e as outras pesquisas 0 tratamento com este extrato
ocorreu profilaticamente 24 horas antes da indu¢do com 0S microrganismos

analisados.

7

Outro aspecto importante a ser discutido, é o tipo de extrato do cogumelo
utilizado na execucdo dos procedimentos metodolégicos das pesquisas, pois este
exerce influéncia direta nas evidéncias cientificas obtidas. E relevante influéncia que
alguns fatores ambientais e metodolégicos podem exercer no tipo e quantidade de
compostos bioativos constituintes do AbM como, método de cultivo, condi¢cdes

climaticas e solo, uso do cogumelo in natura ou extrato desidratado e seco, tipo de
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solvente na extracdo, metodologia para preparo das solu¢cbes, armazenamento (252-
254). E importante destacar que os trés estudos (14-16) que constataram o efeito
antimicrobiano do AbM in vivo utilizaram como reagente um extrato aquoso
comercializado (Ando San™). Apesar de este produto ser amplamente utilizado pela
populacdo japonesa, julga-se que seria extremamente relevante a descricdo da
composicdo quimica deste extrato, 0 que ndo ocorreu has pesquisas que O
utilizaram como reagente, para fins de supor quais as provaveis substancias
responsaveis por esta propriedade antibacteriana e nortear pesquisas futuras (255,
256).

Pesquisadores verificaram que extratos de diversos cogumelos apresentam
diversas substancias atimicrobianas representandas pelos compostos de baixo peso
molecular que sao principalmente metabdlitos secundarios, tais como: terpenos e
outros sesquiterpenos, esterdides, antraquinonas, derivados do acido benzdico, e
quinolinas, mas também os metabdlitos priméarios, como o &cido oxalico. Entretanto,
0s peptideos e as proteinas sdo considerados 0s principais compostos
antimicrobianos de alto peso molecular presentes nos cogumelos. Os dados
disponiveis na literatura indicam uma atividade antimicrobiana mais elevada dos
extratos de cogumelos, contra bactérias Gram-positivas. Entretanto, nesta pesquisa
o cogumelo AbM néo foi citado (257).

Atualmente, estd bem consolidado na literatura que o basiodimiceto AbM é
constituido por diversos compostos bioativos que promovem varias propriedades
funcionais, seja atuando isoladamente e/ou sinergicamente, logo seria um dado
muito significativo ter o conhecimento de qual(ais) substancia(s) ativa(s) exerce(m) a
funcdo antimicrobiana. Entretanto, a literatura cientifica ndo dispde de uma resposta
concreta sobre qual o composto bioativo constituinte do AbM que exerce esta fungao
e sobre o mecanismo de acdo. Mas, dentre as hipdteses sugeridas por alguns
pesquisadores destacam alguns compostos, como: B-glucanas (258, 259),
substancias antioxidantes (124, 192, 195, 199, 204, 205), 4cido linoléico, ergosterol
(103, 260-262), tocoferol (114), compostos fendlicos (263), nucleotideos e

nucleosideos (264).

Alguns pesquisadores sugerem que a agao antimicrobiana promovida por

extratos do cogumelo AbM seria justificada na premissa que B-glucanas estimulam a
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sintese e secrecdo de citocinas por macrofagos (13), principalmente as pro-
inflamatorias e ativa o sistema complemento (92). Logo, o AbM contém uma
significativa quantidade de B-glucanas (142, 143, 145) que ao estimular o sistema

imunolégico inato poderiam exercer um efeito antimicrobiano (265, 266).

Hetland e colaboradores (2013) (267) realizaram um estudo de revisdo, que
visou comparar os efeitos antimicrobianos dos seguintes tipos de polissacarideos: [3-
glucanas, pectina e do extrato comercial do cogumelo AbM, Ando San ™, sendo
este dltimo, o reagente utilizado nas pesquisas de Bernardshaw e colaboradores
(2005 e 2006) (14, 15) e Tryggestad e colaboradores (2007) (16). Este extrato
destacou-se entre os demais polissacarideos investigados, B-glucanas e pectina;

pois demonstrou maior eficacia na acdo antimicrobiana.

A propriedade antimicrobiana das B-glucanas foi comprovada in vitro em
macréfagos infectados com M. tuberculosis (145) e in vivo, em camundongos com
infecgao promovida por M. bovis (268).

As B-glucanas promovem a estimulacdo do sistema imunoldgico inato por
meio da sua ligacdo com alguns receptores especificos em células do sistema
imunoldgico, como o receptor toll-like 2 (TLR2), dectina-1 e CD11b/18. Entretanto,
0s cogumelos podem conter outras substancias moleculares, além das (-glucanas,

gue podem similarmente ativar uma resposta imune inata (269).

O mecanismo de acao que justifica os efeitos antimicrobianos resultantes do
extrato do cogumelo AbM, Ando San ™, pode ser resultante da elevacéo dos niveis
séricos de citocinas pro-inflamatoérias MIP-2, equivalente a interleucina—8 (IL-8) em
humanos, e o TNF-a em camundongos que receberam o extrato do cogumelo AbM
(14), ou seja, este efeito protetor promovido pelo AbM provavelmente foi mediado

pela imunidade inata.

O estudo com um modelo de peritonite em camundongos (15) verificou que o
extrato Ando San ™ exerceu uma acdo antimicrobiana e os pesquisadores sugerem
gque o mecanismo de acdo que justifica esta propriedade, baseia-se na acéo
inibitoria do receptor TLR-4 mediada pela estimulacdo celular da ativacdo do NF-kB
via TLR-2. Este mecanismo pode explicar a protecdo exercida pelo extrato neste

modelo de sepse induzida por microrganismo Gram-negativo (270).
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Sokovi¢ e colaboradores (2014) levantam a hipotese de que o mecanismo de
acao que justifica a propriedade antimicrobiana promovida pelo cogumelo AbM néo
baseia-se na estimulacdo da imunidade inata, mas seria explicada pela inducdo de
anticorpos quorum sensing (anti-QS) (271). Compostos de deteccdo anti-QS
demonstram interromper a formacgédo de biofilme e, consequentemente tornam as
bactérias mais susceptiveis aos antibidticos; e estes compostos também
proporcionam a capacidade de reduzir os fatores de viruléncia da bactéria; bem

como promover a eliminagdo das bactérias em modelos animais (272).

Um estudo investigou a acao do extrato aquoso de AbM sobre os fatores de
viruléncia do sistema quorum sensing (QS) e formacado de biofilme contra a bactéria
P. aeruginosa. Os resultados demonstraram que o extrato aquoso do AbM exibiu
uma atividade anti-quorum, promovendo efeitos sobre todos os mecanismos
testados, como redugcdo na formacdo do biofilme e motilidade, e diminuicdo na
sintese do pigmento piocianina. Os pesquisadores sugerem que mediante estes
dados obtidos o extrato aquoso do AbM pode ser utilizado para prevenir e/ou para

controlar o crescimento de P. aeruginosa (271).

Dentre os compostos constituintes do AbM, verifica-se a presenca do acido
linoléico (211), sendo considerado um dos componentes bioativos responsaveis pela
atividade antimicrobiana deste cogumelo (273), pois promove 0 rompimento das
membranas das células bacterianas e ocasiona a lise celular (274).

Apenas uma pesquisa isolou e identificou a substancia com acao bactericida
in vitro, &cido 13-hidroxi-cis-9, trans-11-octadecadiendico (13ZE-LOH) extraido do

corpo de frutificacdo do AbM pelos solventes cloroférmio-metanol (209).

Pesquisadores verificaram que 2,4-di-hidroxibenzdico e acidos protocatecuico
foram os compostos fendlicos com maior atividade antimicrobiana contra bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas. Aléem disso, os compostos fendlicos inibiram mais
do que os antibidticos utilizados para o tratamento da infecgdo promovida pela
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) (275).

Por outro lado, o AbM contém uma diversidade de outros compostos, como

ergosterol (129), outros tipos de acidos graxos (276), polissacarideos (277) e
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substancias alcalinas (91), que também podem desempenhar um papel

sinergicamente importante na acdo antimicrobiana.

No presente estudo observou-se que a administracdo intraperitoneal dos
extratos do cogumelo AbM possibilitou a acdo antimicrobiana dos mesmos. Logo,
outra questdo a ser esclarecida embasada pela teoria cientifica se refere a qual via
de administragdo dos extratos do AbM empregada que favorece uma maior
absorcdo das substancias bioativas e que ao mesmo tempo seja a mais natural do
ponto de vista humano. Os trabalhos de Bernardshaw e colaboradores (14, 15) e
Tryggestand et al. (2007) confirmaram que a administragéo oral do extrato aquoso
de AbM em camundongos promoveu a agéo antimicrobiana (16). Contudo, algumas
pesquisas em humanos (110, 111) que avaliaram outras propriedades do cogumelo

AbM nao verificaram nenhum efeito ao administrar o extrato deste fungo por via oral.

O importante papel que as doencas infecciosas assumem no ambito da saude
publica mundial, devido as suas repercussfées negativas em promover o aumento da
morbidade e mortalidade do individuo acometido, e a elevacdo dos custos
hospitalares, e associado a este cenario, verifica-se um numero reduzido de
medicamentos disponiveis para o tratamento destas infeccGes devido ao crescente
namero de microrganismos multirresistentes aos antibiéticos convencionais. Os
dados apresentados pela presente pesquisa sao 0s pioneiros a corroborar a acéo
antimicrobiana do extrato aquoso do AbM em cepa de bactéria multirresistente.
Entretanto, verifica-se a relevancia no desenvolvimento de mais investigacdes
clinicas no intuito de evidenciar os mecanismos da acdo antimicrobiana de extratos
do cogumelo AbM, assim como na identificacdo das substancias bioativas que
exercem essa propriedade terapéutica.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesta pesquisa nos permitem descrever algumas
conclusdes. A composicao centesimal do cogumelo bruto AbM desidratado € similar
a dos demais cogumelos, composto por uma elevada quantidade de carboidratos,
proteinas e fibras, e a um reduzido teor de lipidios. Os extratos aquoso e metandlico
do AbM apresentaram elevada atividade antioxidante. A analise comparativa da
guantidade de compostos fendlicos revelou que o extrato metandlico destaca-se em
relacdo ao aquoso, pois tem um valor maior de polifendis (totais e polimerizados),
estéres tartaricos e flavondis. Nos testes in vitro, o extrato metandlico apresentou
acao antimicrobiana contra a bactéria multirresistente, P. aeruginosa. Os extratos
analisados nesta pesquisa na concentracdo de 350 mg.mL* ndo evidenciaram
atividade hemolitica. Contudo, os extratos aquoso e metandlico reduziram a
viabilidade de células RAW 264.7, e ndo apresentaram atividade imunomodulatéria,
pois ndo estimularam essa linhagem celular na secrecao de citocinas TNF-a, IL-10 e
IL-12. Entretanto, o extrato aquoso na concentracdo de 20 mg/kg promoveu o
aumento significativo da sobrevida de animais com infec¢cdo pela bactéria P.
aeruginosa multirresistente, evidenciando assim, uma acao antimicrobiana relevante.
Ressalta-se que sendo este o primeiro estudo a demonstrar que o extrato aquoso do
cogumelo AbM pode ser uma opc¢do terapéutica no tratamento de infeccdes
causadas por microrganismos multirresistentes, e associado a escassez de
pesquisas cientificas que avaliaram esta propriedade deste cogumelo, torna-se
relevante a corroboracdo desta evidéncia por mais estudos in vivo com outros tipos

de bactérias.
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