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RESUMO

Nas Ultimas décadas a dengue tem se tornado um dos principais problemas de salude
publica. Dados da Organizacdo Mundial da Satde estimam que anualmente os casos atingem
entre 50 a 100 milhdes de individuos em todo o globo. Os vetores da doenga sdo mosquitos
do género Aedes, tendo como principal vetor a espécie Aedes aegypti. Quando ocorre a
infeccdo, algumas células como as dendriticas, macrdfagos, linfocitos B e linfocitos T estéo
envolvidas no processo da resposta imune do hospedeiro para combater o virus, em seguida
havera a ativacdo imunologica, pois tem-se a producdo de varias citocinas, tais como MIF e
IL-8. Essas citocinas sdo encontradas em altos niveis geram o quadro grave da doenca.
Devido ndo haver até 0 momento nenhuma droga antiviral e/ou imonomoduladora contra a
dengue surge a necessidade de se descobrir um produto natural que interfira na infeccédo ou
na resposta inflamatéria dos sintomas classicos da doenca. E para encontrar respostas a esse
problema, alguns estudos sdo direcionados aos fungos, buscando conhecimento de suas a¢fes
terapéuticas. Sendo assim, o fungo escolhido na pesquisa foi o0 Pleurotus ostreatus que de
acordo com a literatura, ele apresenta atividade biol6gica comprovada. Para isso, uma
linhagem celular de hepatocitos humanos (Huh-7) foi infectada com DENV-2 e tratadas com
diferentes concentragdes (1 pg/ml, 10 pg/ml, 50 pg/ml e 75 pg/ml) de exopolissacarideos de
P. ostreatus (APO) para verificagcdo da viabilidade celular, a qual foi realizada pelo ensaio
colorimétrico de MTT, que demostrou que nenhuma das concentracdes de APO analisadas
foi considerada citotdxica sobre a linhagem Huh-7. Para verificacdo das possiveis atividades
antivirais foi utilizado o Kit de ELISA Platelia Dengue NS1 Ag para dosar o antigeno NS1 e
na atividade imunomoduladora realizou-se a quantificacdo da citocina IL-8, ambas atividades
foram verificadas nos sobrenadantes das Huh-7 infectados. Nos testes realizados, nenhuma
concentracdo de APO apresentou atividade antiviral ou imunomoduladora.

Palavra-chave: NS1, IL-8, Pleurotus ostreatus, DENV-2



ABSTRACT

In recent decades, dengue has become a major public health problem. Data from the
World Health Organization estimate that every year cases reach between 50 and 100 million
individuals across the globe. The vectors of the disease are mosquitoes of the genus Aedes,
having as main vector the species Aedes aegypti. When infection occurs, some cells such as
dendritic cells, macrophages, B lymphocytes and T lymphocytes are involved in the immune
response process of the host to fight the virus, then there will be the immunological
activation, since the production of several cytokines such as such as MIF and IL-8. These
cytokines are found at high levels generating the serious picture of the disease. Because there
is no antiviral and/or immunomodulatory drug against dengue so far, there is a need to
discover a natural product that interferes with the infection or the inflammatory response of
the classic symptoms of the disease. And to find answers to this problem, some studies are
directed to fungi, seeking knowledge of their therapeutic actions. Therefore, the fungus
chosen in the research was the Pleurotus ostreatus, which, according to the literature, has a
proven biological activity. A human hepatocyte cell line (Huh-7) was infected with DENV-2
and treated with different concentrations (1 pg/ml, 10 pg/ml, 50 pg/ml and 75 pg/ml) of
exopolysaccharides of P. ostreatus (APO) to verify cell viability, which was performed by
the MTT colorimetric assay, which showed that none of the analyzed APO concentrations
was considered cytotoxic on the Huh-7 lineage. In order to verify the possible antiviral
activities, the NS1 Ag Plague Dengue ELISA Kit was used to quantify the NS1 antigen and
in the immunomodulatory activity the IL-8 cytokine was quantified, both activities were
verified in the supernatants of infected Huh-7. In the tests performed, no APO concentration

showed antiviral or immunomodulatory activity.

Keyword: NS1, IL-8, Pleurotus ostreatus, DENV-2
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1. Introducéo

A dengue é uma doenca que possui uma ampla distribuicdo entre a faixa abaixo e
acima do Equador, 35° N a 35° S. Até a metade da década de 1990, o Sudeste Asiatico era
considerada a regido do mundo mais atingida por dengue. Porém, logo depois 0s paises das
Américas Central e do Sul comegaram a se destacar nesse cenario e passaram a contribuir
com muito mais da metade dos casos notificados dessa doenca no mundo (TEIXEIRA et al.,
2008).

Nas ultimas décadas verificou-se que, devido ao elevado nimero de casos da doenga
em varios paises, a dengue se tornou um dos principais problemas de saude publica mundial
(WYSE, 2011). Dados da Organizacdo Mundial da Saude estimam que anualmente a doenca
atinja entre 50 a 100 milhdes de individuos em todo o globo (WHO, 2009), sendo que
atualmente mais de 2,5 bilhdes de pessoas vivam em areas de risco para doengca em mais de
100 paises (WHO, 2014). No Brasil, até agosto de 2017, foram registrados 214.990 casos
provaveis de dengue, e destes foram confirmados 169 casos de dengue grave e 1.821 casos de
dengue com sinais de alarme. Contudo, foram confirmados 83 6bitos por dengue, no entanto,
ao comparar os dados com 0 mesmo periodo de 2016 tem-se uma reducdo, pois neste mesmo
periodo foram confirmados 675 ébitos (BRASIL, 2017).

O virus Dengue pertence a familia Flaviviridae e ao género Flavivirus, contendo em
seu interior um genoma de RNA de fita simples e envelopado (SANTOS et al., 2008;
MUKHOPADHYAY et al., 2005). Sabe-se que hoje ha quatro sorotipos: DENV-1, DENV-2,
DENV-3 e DENV-4, sendo que qualguer um destes apresenta a capacidade para causar as
formas graves da doenca. Os vetores da doencga sdo mosquitos do género Aedes, tendo como
principal vetor a espécie Aedes aegypti, frequentes em &reas tropicais e subtropicais do
mundo (GUBLER, 2006).

Durante o repasto sanguineo, os virus contidos nas glandulas salivares das fémeas do
mosquito sdo injetados na corrente sanguinea do homem a partir dai, vdo se multiplicar em
diversas células do organismo. Os principais locais de replicagdo dos virus ocorrem nos
monocitos, macrofagos e células dendriticas (SRIKIATKHACHORN, 2009), no entanto,
células endoteliais, células neuronais e hepatdcitos também sdo consideradas sitios
importantes na multiplicacdo do virus (ANDERSON, 2003).

Referente ao avanco da doenca no organismo humano, a infeccdo pelo virus da

dengue ataca principalmente células do sistema reticuloendotelial (bago, figado e medula
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Ossea), assim como mondcitos, linfocitos, células de Kupffer e macrofagos alveolares
(JESSIE et al., 2004). No entanto, segundo Shah (2008) e Franca e Zucoloto (2010), o figado
também é um dos principais 6rgaos envolvidos na infeccdo pelo virus Dengue.

Quando ocorre a infeccdo, algumas células como as dendriticas, macrofagos,
linfocitos B, linfocitos T, células NK e mastdcitos, rapidamente envolvem-se no processo da
resposta imune do hospedeiro para combater o virus (ROBERTSON, 2002; GREEN e
ROTHMAN, 2006). Depois de ocorrer a infeccdo pelo virus Dengue, havera a ativagdo
imunoldgica, pois tem-se a producdo de varias citocinas, num fenédmeno conhecido como
"tempestade de citocinas" (BUTTHEP et al., 2012). Depois de instalada a resposta imune
contra o Dengue, fatores como MCP-1, MMP, IL-8, MIF e TNF-a sdo produzidos ¢ vao
desempenhar um papel fundamental na desregulacdo do endotélio e, portanto, devido essa
acdo tendem a serem encontradas em altos niveis em pacientes com as formas graves da
doenca (BASU; CHATURVEDI, 2008; RAGHUPATHY et al., 1998, DALRYMPLE e
MACKOW, 2012).

Nos casos graves da dengue se faz necessario a reposicao de fluidos, podendo ser por
via oral ou por via parental, sendo esta a Unica recomendacdo medicamentosa, Vvisto que
nenhuma droga com acdo antiviral tem sido indicada na rotina do tratamento de pacientes
com dengue devido ndo existir até 0 momento uma que represente as propriedades em
eliminar ou controlar os sintomas da doenca (WHO, 2009; SIMMONS et al., 2012).

Devido a dengue ser considerada um dos principais problemas de saude publica
mundial, e por ndo haver até o momento nenhuma droga antiviral e/ou imonomoduladora
com eficacia na eliminacdo e ou controle dos sintomas no tratamento de pacientes com
dengue, surge a necessidade de se descobrir um produto natural que interfira na infecdo ou na
resposta inflamatdria dos sintomas classicos da dengue (HASAN et al., 2016).

Atualmente ndo existe um tratamento especifico para a infeccdo por dengue, pois 0s
esforcos de prevencdo e controle ndo sdo suficientes. Porém, de acordo com Lee et al. (2015)
esta em progresso o desenvolvimento da vacina contra a dengue o que pode reduzir
significativamente o 6nus da doenca e alguns paises como Vietna, Tailandia e Coldmbia sado
candidatos para se tornarem adotadores precocemente desta vacina por apresentarem maior
incidéncia de casos. Sendo assim, uma boa vacina para a prevencdo da dengue em paises
endémicos, deve ser: eficaz contra todos 0s sorotipos, segura, de longa duracdo e econdmica
(WHO, 2009).

E ainda para encontrar respostas a esse problema, fazem-se estudos relacionados a

certos fungos que apresentam acOes terapéuticas, o pode ser verificado gracas aos produtos
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naturais ou bioativo que produzem. Estes sdo encontrados na natureza e, geralmente, tem
atividade bioldgica ou farmacoldgica que podem ser usadas na descoberta ou concepcao de
produtos farmacéuticos (CUTLER; HORACE, 2000; NEWMAN; CRAGG, 2007).

No contexto geral, fungos s&o individuos eucariontes, alguns sdo unicelulares outros
pluricelulares, heterotroficos, alguns sdo decompositores e outros sdo parasitas. Podem
reproduzir-se tanto de forma sexuada quanto assexuada. Na classificacdo dos fungos, ha
aqueles filamentosos os quais sdo formados por hifas, que corresponde a filamentos de
células formando uma rede chamada de micélio. E ha as leveduras, sendo unicelulares
(SILVA; COELHO, 2006). Os fungos filamentosos chamados cogumelos pertencem ao filo
Basidiomycota e formam estruturas de reproducdo sexuada chamada basidioma ou corpo de
frutificagdo. A partir dessas estruturas podem ser obtidos extratos utilizados nos estudos
biomedicinais, a exemplo dos polissacarideos. Muitos cogumelos contém esses compostos
ativos em basidiomas, micélio cultivado e caldo de cultura. Dessa forma, os cogumelos
representam uma importante e ampla fonte de conteudo que até o momento ndo foram
explorados como novos produtos farmacéuticos (WASSER, 2002). A exemplo, tem-se 0s
exopolissacarideos (EPS) que sdo definidos como polissacarideos extracelulares, produzidos
por alguns fungos, os quais sdo encontrados ligados a superficie das células ou sdo excretados
para 0 meio extracelular, na forma de limo. S&o produzidos quando 0 micro-organismo se
encontra em condi¢cBes ambientais desfavoraveis, e assim ele responde apresentando uma
estratégia metabdlica para sua sobrevivéncia e crescimento (SUTHERLAND, 1996).

Os cogumelos, devido sua textura e o0 aroma agradavel sdo amplamente apreciados na
culinaria mundial, e ainda apresentam variadas concentragdes de nutrientes, como proteinas e
carboidratos (BONATTI et al., 2004), além de possuirem em sua composi¢ao minerais como
K, P, Mg e Na, em menor concentra¢do (STURION; RANZANI, 2000). Entre os cogumelos
mais consumidos no Brasil se destacam Agaricus bisporus (Champignon de Paris), Lentinula
edodes (Shiitake) e Pleurotus ostreatus (Hiratake e Shimeji) (ESPOSITO; AZEVEDO,
2004).

Os cogumelos do género Pleurotus pertencem ao filo Basidiomycota, classe
Basidiomycetes, Ordem Agaricales, familia Pleurotaceae e constitui um grupo de cogumelos
cosmopolitas, conhecidos popularmente como cogumelos ostras e sdo comumente
encontrados em regides de clima temperado e tropical, cujas espécies sdo saprofitas, suas
linhagens apresentam variadas cores, que vao do branco ao cinza-escuro (NEVES, 2007),
estes se desenvolvendo em troncos de arvores em decomposi¢do (COHEN et al., 2002). Além
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disso, Ranadivé (2012) informou que Pleurotus sdo ricos em vitamina C, B e sais minerais
complexos os quais séo exigidos pelo corpo humano.

Além da importancia nutricional, alguns cogumelos produzem compostos com efeitos
farmacologicos e por isso sdo chamados de cogumelos medicinais (FACCIN et al., 2007).
Pesquisas realizadas com Pleurotus ostreatus demonstraram atividade antitumoral e
antioxidativa (JAYAKUMAR; RAMESH; GERALDINE, 2006). Em outra pesquisa, foi
observado que coelhos que consumiam o cogumelo Pleurotus ostreatus na sua dieta
alimentar tiveram a incidéncia e tamanho de placas aterosclerdticas reduzidas
significativamente. Além disso, outra acdo deste fungo foi vista em ratos, verificando uma
diminuicéo da toxicidade de ciclofosfamida nesses individuos. Assim como, uma reducéo das
alteracBes patoldgicas do cancro do colon induzida por dimetil-hidrazina em ratos
(LINDEQUIST et al., 2005), e com essas acOes terapéuticas esse fungo pode responder
significativamente ao estudo com o virus dengue.

Dessa forma, o0 objetivo geral do presente trabalho foi avaliar in vitro uma espécie de
Pleurotus quanto a atividade antiviral e/ou imunomoduladora em linhagem de hepatécitos

Huh-7 infectada pelo virus dengue sorotipo 2 (DENV-2).
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2. Objetivo Geral

Avaliar as possiveis atividades antivirais e imunomoduladora de exopolissacarideos

de Pleurotus ostreatus em linhagem de hepatdcitos infectados pelo virus DENV-2.

2.1 Objetivos Especificos

e Isolar o micélio de Pleurotus ostreatus, cultivando o fungo por fermentacdo submersa
com a finalidade de obter extrato bruto;

e Extrair a partir do extrato bruto os exopolissacarideos de Pleurotus ostreatus;
e Auvaliar a citotoxicidade do extrato de P. ostreatus na cultura de hepatécitos (Huh-7);
e Avaliar a atividade imunomoduladora dos exopolissacarideos de P. ostreatus, por

meio de Ensaios Imunoenzimaticos (ELISA), com a finalidade de dosar a citosina IL-
8 nos sobrenadantes de Huh-7 infectadas pelo DENV-2;

e Auvaliar a atividade antiviral de P. ostreatus atraves da dosagem, por ELISA, do
antigeno viral NS1 nos sobrenadantes de Huh-7 infectadas pelo DENV-2,

15



3. Material e Métodos

3.1 Reativacdo e manutencéo da cultura de P. ostreatus

Para a realizagdo desta pesquisa foi utilizada uma linhagem comercial de P. ostreatus.
O isolamento foi realizado em meio agar batata dextrose (BDA) com extrato de levedura
0,5% (p/v) em placas de Petri. Os cultivos foram incubados a 25 °C na auséncia de luz por
oito dias (KIRSCH et al., 2011).

3.2 Cultivo P. ostreatus por fermentacdo submersa

O cultivo de P. ostreatus foi realizado em frascos Erlenmeyer (250 mL) contendo 50
mL do meio de cultura, cuja formulacdo esta descrita na Tabela 1 (MAZZIERO, 1996). A
partir das culturas mantidas em BDA + YE (item 4.1) foram retirados 3 fragmentos de
micélio (&= 1cm) e adicionados ao meio de cultura, previamente esterilizado a 121 °C por 15
minutos. A fermentagdo submersa foi conduzida durante 15 dias a 25 °C sob agitagéo
constante de 150 rpm (KIRSCH et al., 2011).

Tabela 1. Formulagdo do meio de cultura para cultivo de P. ostreatus por fermentacdo submersa

Componentes Concentragéo
Glicose 409g/L
Peptona lg/L
Extrato de levedura 29/L
K2HPO4 1g/L
MgSOy4 0,2g/L
(NH)4SO4 0,2g/L
Agua destilada 1000 Ml
Ph 6,0

Ao término do processo fermentativo a biomassa micelial obtida foi separada por
filtracdo a vacuo em papel de filtro (Whatman No.1), lavada com agua destilada esterilizada e
desidratada a 60 °C, até peso constante (KIRSCH et al, 2016). O meio liquido recuperado foi

utilizado para avaliagdo da producédo de exopolissacarideos (EPS).
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3.3 Extracdo

Com a finalidade de recuperar os EPS o meio liquido do experimento anterior foi
tratado com etanol 95% a 8 °C (3:1, v/v). Apos esse procedimento, colocou-se a mistura em
um concentrador a vacuo, e em seguida foi levado a um liofilizador, para eliminar o meio
aquoso deixando somente os compostos organicos. O uso de tais equipamentos foi cedido
pelo Dr. Carlos Cleomir, responsavel da Coordenacdo de pesquisas em produtos Naturais
(INPA).

3.4 Linhagem celular e DENV-2

Os ensaios celulares foram realizados no Laboratério de Virologia do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amaz6nia — INPA. A linhagem celular de hepatécitos (Huh-7) e as
aliqguotas do DENV-2 foram fornecidas pela Dra. Claire Fernandes Kubelka, chefe do
Laboratorio de Imunologia Viral da FIOCRUZ-RJ. As células Huh-7 foram cultivadas em

frascos de cultura (25 cm2) com 10 ml de meio de cultura DMEM (Gibco), suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB), 2 mM de L-glutamina, 100 pg/mL de Estreptomicina e
100U/mL de Penicilina e 1 pg/mL de fungisona, em estufa com 37 °C e 5% de CO2 em um

periodo de 24 e 48h. A partir dai a multiplicagdo celular foi acompanhada diariamente com
auxilio de microscopio invertido de contraste de fase, observando a formacdo de uma
monocamada confluente, os hepatdcitos foram passados para novas garrafas (expansdo
celular) com auxilio de Tripsina-EDTA, seguido de centrifugacdo a 250 G por 7 minutos.
Apoés a centrifugacdo, o pellet formado foi ressuspenso em meio fresco suplementado e
depois transferido para novos frascos de 25 cm2. Quando necessario, para manter um estoque,

as células eram congeladas em criotubos contendo solugdo de DMSO a 10% numa
temperatura inicial de -80 °C (por 24h), e depois em nitrogénio liquido.

3.5 Avaliagéo de viabilidade celular

Os exopolissacarideos do Pleurotus ostreatus foi diluido em DMSO 100%, aliquotado

e posteriormente avaliado quanto a sua citotoxicidade.
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Os exopolissacarideos de Pleurotus ostreatus foram avaliados quanto a sua
citotoxicidade nas Huh-7 através de ensaios colorimétricos quantitativo MTT (3-
(4,5dimethylthiazol-2-yl) diphenyl tetrazolium bromide) (MOSMANN, 1983). Para tal, foi
realizada a contagem das células em Camara de Neubauer e a suspensdo celular foi
distribuida em 3 placas de 96 pogos junto 200 puL de meio DMEM-F12, mais 10% SFB, 1%

de antibidtico e antifingico), numa concentracdo de 105 células por pogo. As placas foram

armazenadas em estufa (37 °C e 5% de CO») por cerca de 24h a 48h, periodo necessario para

formacéo da monocamada. Depois que a monocamada se formou, o sobrenadante foi retirado
e foi acrescentado 200 pL de meio de cultura fresco com 5% de SFB nos pogos de controle e

nos demais pogos, 200 uL. das amostras em diferentes concentragdes dos polissacarideos de
P. ostreatus (1 pg/ml, 10 pg/ml, 50 pg/ml e 75 pg/ml).

As placas ficaram incubadas na estufa por 24h a 72h. Depois de cada periodo da
cinética retirou-se 180uL de sobrenadante dos pocos e adicionou-se 100 uLL de Meio RPMI e
10uL de MTT (12mM) em todos. Ainda foi adicionado um controle negativo com apenas

MTT e Meio RPMI. Cada placa ficou protegida da luz e incubada por 4 horas a 37 °C e 5%
de CO». Em seguida, retirou-se o sobrenadante por poco de maneira que restasse apenas 25
uL. Por fim, acrescentou-se 50 pL de DMSO por pogo, homogeneizando 3x. Incubou-se por
10 min. a 37 °C e 5% de CO». Seguidamente, homogeneizou-se por mais 3X. ao final, fez-se a

leitura na leitora de microplacas Robonik (Robonik India PVT), nos comprimentos de onda
de 540-570 nm. Os resultados foram projetados no Programa GraphPad Prism 6.

3.6 Infeccéo e tratamento da linhagem de hepatdcitos (Huh-7)

Para os ensaios de infeccdo da linhagem de Huh-7 utilizou-se uma cepa asiatica
padrdo universal (16681). Primeiramente, foram semeadas 1x105 células por poco de cultura
de 24 pocos, completado com meio de cultura DMEM até o volume final de 1.000 uL por
poco. As placas foram incubadas em estufa 37 °C com 5% de CO» por 48h. Passado esse
periodo, o sobrenadante substituido por 300 uL. de inoculo viral diluido 1:5 em meio de
cultura sem SFB. A adsorgdo viral ocorreu em estufa em 37 °C com 5% COy por 2h.

Posteriormente o sobrenadante foi retirado e adicionado 800 pL/poco de DMEM-F12
contendo 2% de SFB, sendo que alguns pogos infectados foram tratados com diferentes
concentragfes dos polissacarideos de P. ostreatus (1 pg/mL, 10 pg/mL, 50 pg/mL e 75

ng/mL). Em seguida, as placas foram incubadas em estufa 37 °C com 5% de CO», sendo que
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a cada 24h, durante 3 dias, os sobrenadantes foram aliquotados, etiquetados e armazenados

em freezer - 80 °C para posterior dosagem do antigeno viral NS1e da citocina IL-8.

3.7 Atividade antiviral

A possivel atividade antiviral dos exopolissacarideos de P. ostreatus foi determinada
usando o Kit de ELISA Platelia Dengue NS1 Ag (BioRad), que é um ensaio imunoenzimatico
rapido e confidvel para a quantificagdo relativa de antigeno NS1 no soro de pacientes (SILVA
et al., 2011) e no sobrenadante células em cultura (LUDERT et al., 2008; CEBALLOS-
OLVERA et al., 2010). Para tanto, adicionou-se por poco da placa 50uL de Solucdo Diluente,
50pL de amostra diluida 1:40 ou controle, 100uL de Conjugado diluido, seguidamente.
Depois, a placa foi adesiva e levada para incubacdo na condi¢do de 37 °C/5%CQO2 por 90
minutos. Apds este periodo, lavou-se a placa 6 vezes com Solucdo de Lavagem do Kit para
depois ser adicionado o substrato TMB (160uL/poco). A placa ficou incubando em
temperatura ambiente por 30 minutos para imediatamente depois ser acrescentada solucéo de

paragem (H>SO4 1N) com a finalidade estancar a reagdo colorimétrica. Por fim, foi realizada

a leitura das densidades Opticas na leitora de ELISA Robonik (Robonik India PVT), nos
comprimentos de onda recomendados.

3.8 Atividade imonomoduladora

A possivel atividade imunomoduladora das diferentes concentracBes dos
exopolissacarideos de P. ostreatus (APO) foi avaliada através da dosagem da citocina IL-8
nos sobrenadantes dos hepatocitos infectados, conforme descrito previamente (LIMA-
JUNIOR et al., 2013; MELLO et al., 2015). Vale ressaltar que essa citocina foi escolhida
para a dosagem por apresentar relacdo com os casos graves de dengue (RAGHUPATHY et
al., 1998). Para tanto, foi utilizado um kit comercial de ELISA padréo para IL-8 humana
(PeproTech cat. # 900-k18). Previamente, as solucdes a serem utilizadas foram preparadas:
Solucdo de Lavagem (0,05% de Tween 20 em PBS 1X), Reagente de Bloqueio (diluir 1g de
BSA em 100mL de PBS 1X filtrado, pH 7,2-7,4) e solucdo de paragem (HCI 1M).

Apos o preparo de tais solugdes, o Anticorpo de Captura foi diluido em PBS 1X
(1/180). Apos, adicionou-se 100uL por poco de uma placa de 96 pogos. Em seguida a placa
ficou incubando overnight a 4 °C. No dia seguinte, a placa foi lavada 4x para depois ser
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acrescentado 280uL da solucdo de bloqueio em cada poco. Incubou-se a placa por 1h em
temperatura ambiente (TA). Apos esse periodo a mesma foi lavada 4x. Em seguida,
preparou-se a Curva Padrdo com a diluicdo do IL-8 padrdo do kit em solucdo diluente
(concentragGes da curva: 2000, 1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,25, 15,62 e 0 pg/mL). Foram
distribuidos 100uL das amostras (sobrenadantes) e da Curva Padrdo na placa, que depois
ficou incubando por 2h em TA. Apds, lavou-se 4x a mesma, e adicionou-se 100uL de
Anticorpo de Deteccédo (1/180). Mais uma vez a placa foi deixada incubando por 2h em TA.
Em seguida, foi lavada 4x e acrescentou-se 100uL por poco de Estreptavidina-HRP (1/200)
em ambiente escuro. Ocorreu incubacdo por 30min em TA. Lavou-se 4x e adicionou-se
100puL por pogo do substrato TMB, também no escuro. Depois, incubou-se por mais cerca de
20min em TA para imediatamente depois ser acrescentado 50uL de Solucdo de Paragem
(HCL 1M), homogeneizando-a suavemente. A leitura das densidades 6pticas da placa de
ELISA foi realizada na leitora de ELISA Robonik (Robonik India PVT), nos comprimentos
de onda de 450 e 630nm.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Extragéo

A partir da extragdo foram preparadas diferentes contracdes de EPS (75 pg/mL, 50
pug/mL, 10 pg/mL e 1 pg/mL e 0,1 pg/mL), conforme descrito na metodologia que
posteriormente foram utilizadas para as atividades abaixo.

4.2 Avaliacédo da viabilidade celular de Huh-7 pelo ensaio de MTT

A avaliacdo da viabilidade celular dos hepatdcitos humanos (Huh-7) tratados com
diferentes concentracGes dos extratos de exopolissacarideos de Pleurotus ostreatus foi
realizada através do ensaio colorimétrico MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo
de tetrazolina). O MTT é um teste muito utilizado que serve para quantificar
espectrofotometricamente o crescimento celular, a viabilidade e proliferacdo, sendo também
utilizado como indicador direto de citotoxicidade e apoptose (TUTIDA et al., 2006). O ensaio
de MTT corresponde em medir a atividade da redutase mitocondrial em células vivas, ele se
baseia na clivagem do sal amarelo tetrazolio (membrana permeavel) para cristais de formazan
azuis/ parpura por células metabolicamente ativas, sendo a producao de formazan refletida no
estado funcional da cadeia respiratéria (BERRIDGE; TAN, 1993).

As quatro diferentes concentracBes dos extratos dos exopolissacarideos de Pleurotus
ostreatus (APO) foram avaliadas quanto sua citoxicidade em relacdo as Huh-7, e, tal como
fizeram Reis et al. (2008), Lima-Junior et al. (2013) e Mello et al., (2015), foram
consideradas toxicas aquelas concentracdes que induziram nas linhagens de hepatdcitos uma
reducdo > 10% na producdo da enzima formazan, comparado com o controle positivo (+) de
viabilidade 100% (pogos contendo apenas Huh-7 ndo tratadas com nenhuma das
concentragdes do extrato). Sendo assim, apds uma cinética de 3 dias (24h, 48h e 72h) foram
usadas todas as concentragdes (75, 50, 10, 1,0 ug/mL) devido todas terem apresentado um
resultado significativo no que diz respeito a viabilidade celular, ou seja, ndo foram

consideradas citotoxicas (Figura 1 e Tabela 2).
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Tabela 2. Citotoxicidade celular dos exopolissacarideos de Pleurotus ostreatus (APO) em Huh-7
durante 24, 48 e 72 h. Nesta tabela estdo os valores das percentagens dos ensaios de MTT mostrados
nos graficos abaixo acima. Foram consideradas citotoxicas as concentracdes de APO que reduziram
em mais de 10% a producdo do formazan, comparado com o controle positivo.

94,95 104,24 114,98 117,52
- 100 0 104,91 111,52 106,65 91,47
- 100 0 108,05 117,34 98,00 98,81

22



APO - 24h

150- B
<
&
S 100 e —
S =
d e —
3 . 2 =
8 50 =
E S =
> ——
0- T —
\Qx \6‘\’ \(‘\V
¢ ¢ P
GO(\ N ,\Q bQ
APO -48h
150+
=
5 L T
S 100+ —
@ ]
o —
[+] —
g —
o 504 —
E —
= =
> —
0- —
N & &
€ P& P & ¢
e N M
APO -72h
150-
3
= -
E _
3 100- —
O ]
@ —
h=] —
:E 504 —
E _
© ——
< =
0- ' T
W WV Vv ¢
S
NRE N R R

Figura 1. Avaliacdo da citotoxicidade dos exopolissacarideos de Pleurotus ostreatus (APO) nas
Huh-7 apds 24h, 48 h e 72 h de tratamento. A citotoxicidade foi avaliada pelo ensaio de MTT
usando diferentes concentragdes do extrato de APO. Os dados foram normalizados utilizando-se como
referéncia o controle positivo de células sem o tratamento (100% viabilidade celular) e o controle
negativo (pocos que ndo continham células). Cada grafico representa a média de 2 experimentos
independentes em triplicata.
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4.3 Avaliacéo da atividade antiviral

A NS1 é uma proteina ndo-estrutural presente no DENV que é secretada pela célula e,
também, pode estar relacionada com a lise de células infectadas, mediada pelo sistema
complemento (BARROS, 2007). A sua deteccdo comprova a infec¢do ocasionada pelo
DENV na cultura celular. A deteccdo de NS1 nos sobrenadantes da cultura infectada foi
progressiva ao longo dos periodos de incubacdo e ausente nos sobrenadantes de células
controle (Figura 2), indicando assim a presenca de replicagdo viral. As diferentes
concentragcdes foram comparadas ao controle, o qual continha células ndo infectadas pelo
DENV-2. No tempo de 24 horas a producdo do antigeno viral NS1 foi mais baixa na
concentracdo de 75ug/mL. Porém, ao comparar as diferentes concentragdes aos controles de
seus tempos correspondentes, 48 e 72 horas, pode-se verificar que ndo houve atividade
antiviral, pois a dosagem do antigeno viral NS1 se encontra proximo ou acima dos pogos com
as células infectadas (DENV-2).

2.0-
EE DENV-2
E Controle
- Lt . _ ;| S DENV-2+1pg/ml
g . 1 DENV-2 + 10 ug/mL
= 1.0- @ DENV-2 + 50 pg/mL
= EE DENV-2 + 75 ug/mL
0.5
oo L[l LA D
o W o8

Tempo depois da infeccao pelo DENV-2

Figura 2. Avaliagdo da atividade antiviral dos exopolissacarideos de Pleurotus ostreatus (APO)
em Huh-7 infectadas pelo DENV-2 realizada pela dosagem do antigeno viral NS1. As Huh-7
foram infectadas com DENV-2 e depois tratadas com diferentes concentracfes de APO durante 24 h a
72 h. A atividade antiviral foi determinada pela quantificagdo do antigeno NS1, por ELISA, no
sobrenadante das Huh-7 infectadas. DO = densidade Optica em 630 nm. O grafico representa 1
experimento em triplicata.

24



4.4 Avaliacédo da atividade imonomoduladora

As citocinas sdo mediadores necessarios para conduzir a resposta inflamatoria aos
locais de infecgdo e lesdo. Porém, a producdo exagerada de citocinas a partir da lesdo pode
manifestar-se de forma sistémica com levando a distirbios metabdlicos (OLIVEIRA et al.,
2011). As citocinas podem ser liberadas diretamente por mondcitos e macréfagos durante a
infeccdo pelo virus Dengue como resultado da infeccdo ou apos interacGes entre células
imunes e infectadas, ou ambas. Tais células possui a capacidade de induzir extravasamento
de plasma, aumento de IFN-y, IL-2 em casos de dengue hemorrégica. Esses fatores estdo
envolvidos no desencadeamento das sindromes hemorragicas pelo DENV (CRUZ, 2005).

Os pacientes diagnosticados com a forma grave da dengue apresentam altos niveis de
citocinas, como a IL-8, em relacdo aqueles com sintomas de dengue classica ou moderada. A
principal acdo da IL-8 é proporcionar alto estimulo migratorio para as celulas do sistema
imune, principalmente neutrofilos, determinando ainda um aumento da expressdo de
moléculas de adesdo por células endoteliais (VARELALL; FORTE, 2001). Dessa forma, a
IL-8 tem sido implicada no aumento da permeabilidade vascular e no choque durante as
infecgdes da dengue (MUSTAFA; ELBISHBISHI et al., 2001).

A dosagem da citocina IL-8 no sobrenadante de células Huh-7 infectadas pelo
DENV-2 foi realizada através de ELISA padrdo durante uma cinética de 3 dias (24h, 48h e
72h). Para tanto, alguns pocos foram tratados e outros ndo com diferentes concentracdes dos
exopolissacarideos de Pleurotus ostreatus (APO).

Observamos que na cinética de 24 horas todas as concentracdes apresentaram uma
reducdo de secrecdo de IL-8. Porém, a concentracdo de 1ug/mL foi a que reduziu mais
expressivamente a secrecdo IL-8 pela célula neste periodo (Figura 3). Certamente isso nao
corresponde a realidade, pois foi observada uma superproducdo de IL-8 nos pogos do
controle positivo (os quais continham o virus, DENV-2) da cinética de 24h, sendo bem maior
que os controles positivos de 48h e 72h. Durante a cinética espera-se que a IL-8 seja
produzida de forma cumulativa no sobrenadante, ou seja, esperava-se que nos pocos de 48h e
72h a producdo desta citocina fosse maior e crescente, fato que ocorreu somente na
concentragdo de 1pg/mL. Provavelmente, para as outras concentragdes ocorreu um erro de
leitura dos pocos, 0 que até entdo nao pode ser comprovado devido falta de recurso e tempo.

Em 48 e 72h, as concentracdes de 10ug/mL foram capazes de reduzir a producédo de
IL-8, de forma significativa. PGde-se ainda observar que no tempo de 72 horas néo foi
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expresso o resultado para a concentracdo de 75 pg/mL, isso se deu devido os valores ficarem
acima da curva padrdo, ndo sendo possivel utiliza-lo em comparacdo com os demais.

Ao observar a cinetica de 48 horas, 0 pogo controle se encontra acima do padrdo
quantitativo dos pocos que contém o DENV-2, no entanto, no controle ndo ha a presenca do
virus e assim, esperava-se que nao produzisse tanto IL-8. De acordo com Mello (2015), isso
pode ser explicado devido as células Huh-7 possuirem uma producédo basal de IL-8 em torno

de 1000ug/mL, o que pode ser verificado no gréfico.

Bl DENV-2
2500 Em Controle

B DENV-2 + 1 ug/mL
20004 .

DENV-2 + 10 pg/mL
15004 E= DENV-2 + 50 yg/mL

3 DENV-2 + 75 ug/mL

IL-8 (pg/mL)

Tempo depois da infecgcdo pelo DENV-2

Figura 3. Efeito modulador dos exopolissacarideos de Pleurotus ostreatus (APO) sobre a
producéo de IL-8 em Huh-7 infectadas pelo DENV-2. As Huh-7 foram infectadas com DENV-2 e
depois tratadas com diferentes concentracfes da APO durante 24 h a 72 h. A quantificacdo da IL-8 foi
realizada por ELISA no sobrenadante de Huh-7 infectadas. O grafico representa 1 experimento em
triplicata.
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5 Conclusao

Através do teste de MTT verificou-se que as diferentes concentracbes 75, 50, 10, 1
pg/mL apresentaram eficacia em relacdo a viabilidade celular dos hepatocitos humanos (Huh-
7). E dessa forma, todas as concentracGes foram utilizadas nas atividades antiviral e
imonomoduladora.

Diante dos resultados obtidos no ensaio antiviral, ndo foi observada atividade do APO
pela quantificacdo relativa de antigeno NS1, realizada pelo ELISA, no sobrenadante das Huh-
7 infectadas.

Para o teste imunomodulador, pdde-se verificar uma reducdo mais expressiva de
secrecdo 1L-8 pela célula na cinética de 24 horas na concentracdo de 1pg/mL. Verificou-se
também que nas trés cinéticas as concentracGes de 10ug/mL foram capazes de reduzir a
producdo de IL-8, de forma significativa. No entanto, os resultados obtidos ndo sdo
conclusivos para atividade imunomodulada, visto que sdo necessarios no minimo dois testes
para que se tenha uma confirmacao.

Como foi visto na literatura, P. ostreatus possui atividade bioldégica comprovada e
para confirmar a possivel atividade antiviral e imonomoduladora dessa espécie sao
necessarios mais testes. Os resultados aqui obtidos abrem perspectivas para que outros
estudos sejam realizados, pois se sabe que ainda hd mais o que descobrir sobre seus

compostos com efeitos farmacoldgicos.
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