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RESUMO

O ché-verde é atualmente uma das bebidas mais consumidas em todo o mundo, sendo esse
obtido a partir da infusdo de folhas e brotos da planta Camelliasinensis, uma planta muito
ramosa, originaria da &sia continental e cultivada em mais de 30 paises. Estudos recentes
apontam o cha-verde como sendo um alimento funcional devido alguns efeitos bioldgicos
benéficos a saude associados ao seu consumo diario, onde as catequinas, que sdo compostos
polifendlicos encontrados abundantemente em sua composi¢do, sdo apontadas como as
principais responsaveis por esses efeitos. Dentre as propriedades biolégicas, destacam-se as
atividadesanti-tumoral, anti-oxidativa, anti-proliferativa, anti-edematogénica e antiinflamatoria.
Das catequinas presentes no cha-verde, a epigalocatequina-3-galato, o flavonol mais
abundante, algo em torno de 59%,é apontado como sendo o principal modulador da resposta
inflamatéria em ensaios de doencas auto-imune. Acredita-se que as catequinas possam
desempenhar um papel importante na atuacao supressora de fatores inflamatérios, como o
fator nuclear-kappa B (NF-kB), o fator de necrose tumoral (TNF-a), € na inibicdo da HMGB1,
gue é um mediador final da endotoxemia letal e sepse. Dentre as doencas inflamatérias a
sepse se destaca, por ser o principal problema de saldde publica em unidades de terapia
intensiva (UTI) em todo o mundo, sendo no Brasil a maior causa de mortes em UTI nédo
cardiologicas. Em funcao da estimativa de pacientes sépticos internados em UTI em todo o
Brasil, e sendo o cha-verde um dos chas mais consumidos em todo o mundo, o presente
trabalho tem como objetivo principal avaliar o potencial antiinflamatério do cha-verde, utilizando
para isso a inducdo de sepse pela técnica de CLP (CecallLigationandpuncture). Para esse
ensaio foi utilizados um total de 16camundongos machos da linhagem Swiss, espécie Mus
musculus, pesando entre 20 e 25g, todos provenientes do biotério da FARN.Os animais foram
divididos em dois grupos, um grupo experimental onde foi administrado cha-verde com
concentracdo de 5% de catequina em sua composicdo e um grupo controle negativo
administrado solucdo salina a0,9%. Em ambos os grupos foi feito um pré-tratamento durante
dez dias consecutivos, sendo em seguida 0s animais submetidos a cirurgia de inducédo de
sepse. Apos o intervalo de 8 horas da inducdo da sepse, foi realizada a eutanasia dos animais
e feitas lavagens peritoneal e bronco-alveolar, onde as células recolhidas nos lavados foram
contadas em camara de Neubauer, e posteriormente foi realizada a analise histolégica dos
tecidos pulmonar e renal.Para a analise estatistica dos dados foi utilizado o teste t de
Studentcom auxilio do programa Sigma Stat V. 3.10.Apos a contagem de células dos lavados
peritoneais e broncoalveolar, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas
entre os grupos cha-verde (p=0,37) e grupo controle negativo (p=0,25). De acordo com 0s
resultados obtidos na contagem de células nos lavados peritoneal e broncoalveolar. Na anélise
histolégica ndo foram observadas grandes modificagcbes entre os grupos controle negativo e
Cha-verde, tanto em pulmao quanto nos rins. Sendo observados no geral pouca quantidade de
infiltrado, injaria e alguns rompimentos de epitélios nos bronquiolos e alvéolos, em todas as
laminas. Entdo, podemos concluir que em modelo animal de sepse, o cha-verde com
concentracdo de 5% de catequinas em sua composi¢do, ndo foi capaz de reduzir o excesso de
migracao de leucdcitos de forma significativa, o que ndo confere ao animal protecdo quanto a
possivel inducao de injdrias teciduais em 6rgaos intensamente vascularizados.

Unitermos: Cha-verde; Catequinas; Sepse.



ABSTRACT

Green tea is currently one of the most widely consumed beverages in the world, this
being obtained from the infusion of leaves and shoots of the plant Camellia sinensis, a
plant much ramosa, originally from mainland Asia and cultivated in over 30 countries.
Recent studies indicate that green tea as a functional food because of some biological
effects health benefits associated with their daily consumption, where the catechins,
which are polyphenolic compounds found abundantly in their composition, are cited as
the main responsible for these effects. Among the biological properties, there are the
anti-tumor activity, anti-oxidative, anti-proliferative, anti-inflammatory and edematous.
Of catechins present in green tea, the epigallocatechin 3-gallate, the most abundant
flavonol, somewhere around 59%, is credited as the main modulator of the
inflammatory response in trials of autoimmune diseases. It is thought that catechins may
play an important role in suppressing inflammatory factors, such as nuclear factor-kappa
B (NF-«B), tumor necrosis factor (TNF-a), and inhibition of HMGBL1, which is a final
mediator of lethal endotoxemia and sepsis. Among the inflammatory diseases as sepsis,
is highlighted by being the main public health problem in intensive care units (ICUs)
worldwide, and in Brazil the leading cause of death in noncardiac ICUs. Depending on
the estimate of septic patients in the ICU in Brazil, and the green tea being one of the
most consumed tea in the world, this study aims at evaluating the potential anti-
inflammatory green tea, making use induction of sepsis by the technique of CLP (Cecal
Ligation and puncture). For this test was used a total of 16 male mice of Swiss strain,
Musmusculus, weighing between 20 and 25g, all from the vivarium FARN. The animals
were divided into two groups, an experimental group which was administered green tea
with 5% concentration of catechin in its composition and a negative control group given
saline solution at 0.9%. In both groups, was made a pre-treatment for ten consecutive
days, and then the animals underwent surgery to induce sepsis. After the interval of 8
hours following sepsis induction was performed, euthanasia and peritoneal lavage
performed and broncho-alveolar, where the cells collected in the washings were counted
in a Neubauer chamber. For statistical analysis we used the Student t test with the aid of
Sigma Stat V. 3.10. After the cell count of bronchoalveolar and peritoneal lavage, there
were no statistically significant differences between groups green tea (p = 0.37) and
negative control group (p = 0.25). According to the results obtained in cell counts in the
washings and peritoneal lavage, we conclude that in an animal model of sepsis, green
tea with 5% concentration of catechins in its composition, was not able to reduce
excessive migration leukocytes significantly, which does not give the animal protection
for possible induction of tissue injury in organs intensely vascularized.

Keywords: Green tea; Catechins; Sepsis.
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1 INTRODUCAO

Os chas verde, preto e oolong, sdo apresentacées comerciais de uma
bebida de sabor agradavel, amplamente consumida em todo o mundo. Obtido a
partir da infusdo de folhas e brotos da planta Camellia sinensis, pertencente a
familia Theaceae. Sua coloracdo varia de acordo com a fermentacdo que é
dada durante o seu processo de fabricacdo, sendo verde quando néo
fermentada e preta quando fermentada.

Atualmente o cha-verde se destaca como sendo uma das bebidas mais
consumidas em todo o mundo (MATSUBARA & RODRIGUEZ, 2006), Sendo
oriunda de uma espécie de planta muito ramosa, originaria da asia continental
e Indonésia, sendo atualmente cultivada em mais de 30 paises, entre eles
india, Sri Lanka, nos paises do leste europeu e Japdo (SIMOES et al., 2004).
Estudos recentes apontam que o consumo diario do cha-verde promove alguns
beneficios a saude devido a presenca de compostos polifendicos em sua
composicdo (LAMARAO, 2009); (COUTINHO, 2009) e (PANZA, 2007). As
catequinas sao alguns desses compostos que podem ser encontradas
abundantemente no cha-verde, e atualmente vém despertando o interesse da
comunidade cientifica, uma vez que apresenta uma diversidade de atividades
biologicas, tais como atividade anti-tumoral, anti-oxidativa, antiinflamatoria,

imunoestimulatdria e redutor de risco cardiovascular (Tab. 1).

Componente | Benficios a salde Alimento Evidencias Referéncia
chave funcional | cientificas
Atividade antioxidante, | Uva, Estudos Fagundes &
reducdo do risco de doenca | vinho epidemioldgicos; | Costa, 2003
cardiovascular tinto,
Catequinas morango, | Ensaios Clinicos;
chas
verde e | Estudos em
preto, animais
cacau
Reduz risco de doenca | Cha-verde | Estudos ADA Report,
coronariana, canceres | ou preto epidemioldgicos; | 1999
Polifendis gastricos, esofagicos e de Duloo et. al.,
pele. Capacidade Ensaios clinicos; | 1999
antiinflamatoria, Sato e
imunoestimulatéria Estudos em | Miyata, 2000
animais

Tabela 1 - Composto ativo, efeitos fisiologicos e principais fontes de alimentos
funcionais. Adaptado de Fagundes & Costa, 2003, retirado de Anjo, 2004.
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Estudos em animais e em seres humanos revelaram que, apdés o
consumo do cha-verde, as principais catequinas detectadas no plasma incluem
a epigalocatequina (EGC), a epicatequina (EC), a epigalatocatequina- 3 -galato
(EGCG), a epicatequinagalato (ECG), além de seus metabdlitos. O tempo
necessario para que as formas livres de catequinas atinjam a concentracao
maxima no plasma varia de 1 — 2 h (CHEN, 1997; LEE et al., 2002). Embora a
EGCG seja o flavanol mais abundante no cha-verde (59%) e apontada como
sendo a principal moduladora de resposta inflamatdria em ensaios de doencas
auto-imune, a sua taxa de absorcdo e a concentragdo maxima no plasma, apos
a ingestdo da bebida, séo inferiores as da EGC e da EC (CABRERA et al.,,
2006) Por outro lado, a meia-vida de eliminagdo da EGCG é maior do que a da
EGC e da EC (3h, 1h e 2h, respectivamente) (CHEN et al., 1997; LEE et al.,
2002), e diferentemente das demais catequinas, a EGCG circula principalmente
na forma livre (LEE et al., 2002).

Acredita-se que as catequinas possam desempenhar um papel
importante na patogénese de varias doencas crbnicas relacionadas com a
inflamacéo, devido a uma possivel atuacdo supressora de fatores inflamatorios,
como o fator nuclear-kappa B (NF-kB) (GUPTA et al., 2004; BASTOS, 2009).
Segundo BIONDO-SIMOES (2003) o extrato polifenol (EP) reduz a producdo
do fator de necrose tumoral (TNF-a), diminuindo assim a letalidade em ratos
nos ensaios de inflamacdo induzido por endotoxinas. E ainda possui uma
importante atuacdo na inibicdo da HMGB1, que é um mediador final da
endotoxemia letal e sepse.

Dentre as doencas inflamatérias agudas, a sepse destaca-se por ser
uma sindrome complexa causada pela resposta inflamatéria sistémica
descontrolada do individuo, sendo de origem infecciosa, com presenca de
microrganismos ou de suas toxinas na corrente sanguinea e caracterizada por
manifestacbes mudltiplas (VICENT, 2008), levando a um processo prejudicial
progressivo associado a disfuncao organica (LEVY et al 2003)

No choque séptico ou sindrome do choque séptico, por sua vez, ha o
desenvolvimento de uma resposta sistémica associada a disfungdes
hemodinamicas e distlrbios na microvasculatura, o que leva a um aumento na

permeabilidade e alteracdes celulares, desencadeando uma disfungdo multipla
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de diversos 6rgaos, sendo responsavel pela forma agressiva da doenca e por
vezes eminentemente fatal (ZANON, et al., 2008).

A Sepse tem representado um pesado fardo tanto economicamente
como socialmente para todo o mundo no tocante aos sistemas de saude. De
acordo com estudo epidemioldgico realizados nos Estados Unidos (EUA), nos
ultimos 20 anos a incidéncia de Sepse aumentou de 82,7 para 240,4/100 mil
habitantes, bem como as mortes relacionadas a ela, ainda que a taxa de
mortalidade geral entre os pacientes tenha sido reduzida nesse periodo
(CARVALHO et al., 2003). BRUN-BUISSON (2000), afirma que a prevaléncia
de Sepse é muito alta, e que um terco de todos os pacientes em hospitais é
afetado, sendo mais de 50% desses pacientes em UTI. Dentre os pacientes
sépticos internados em UTI, os maiores alvos sao 0s casos cirargicos, com um
maior potencial para 0s grupos vulneraveis e pacientes com idade mais
avancada.

ANGUS e colaboradores (2006) mostraram que o Brasil e o Reino Unido
Sa0 0s paises que apresentam maior taxa de ocorréncia de sepse em unidades
de terapia intensiva e que possuem semelhantes politicas de admisséo e alta
nestas unidades. SILVA e colaboradores (2001) evidenciam que a morbidade e
a mortalidade mostram muitas vezes numeros irreais e bem abaixo da
realidade (subestimativa), visto que a sepse é uma doenca de dificil notificacéo,
uma vez que pode ser compreendida como uma complicacdo decorrente de
outra doenca primariamente diagnosticada. Além disso, quando notificada,
serve de base para criticas & comissdo de controle de infecgdo hospitalar
(CCIH), denegrindo por vezes a imagem do centro hospitalar e de seus
profissionais envolvidos. Porém, o0 crescente interesse pelo tema tem
modificado o perfil de atuacdo de pesquisadores, profissionais, gestores de
saude e 6rgdos governamentais, o que faz da sepse nao ser mais encarada
como uma complicagdo eventual, direcionando as atengdes destes

profissionais no sentido de reduzir sua incidéncia e taxa de morbimortalidade.
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1.1 - JUSTIFICATIVA

Os medicamentos analgésicos, antitérmicos e anti-inflamatérios néo
hormonais estdo entre os medicamentos mais utilizados entre a populacdo em
geral, com ou sem prescricdo médica. Apesar de ndo serem constatados
efeitos adversos em individuos saudaveis que se submetem utilizar estes
medicamentos por curto periodo de tempo, sabe-se que qualquer farmaco
pode ocasionar efeitos indesejaveis quando ministrados sem um devido
controle, podendo ainda ocasionar a morte quando utilizados em altas doses
(BRICKS & SILVA, 2005).

Diversos estudos especificos sobre o assunto vém demonstrando que
estes medicamentos estdo sendo associados a efeitos causadores de
morbidades leves ou graves, devido a toxicidade gastrintestinal e renal,
reacOes de hipersensibilidade cutédnea e brénquica, bem como a sindrome de
Reye, a fascitenecrosante, toxicidade cardiovascular e a sindrome de ativacdo
macroféagica (BRICKS & SILVA, 2005). A medida que esses fatos vém sendo
evidenciados na comunidade cientifica e consequentemente mais pesquisas
em torno dos fitoterapicos séo realizados, numerosos ensaios farmacologicos
com o cha-verde tém comprovado atividades bioldgicas importantes, como a
antioxidante (FIORINI et al., 2005; KALRA et al., 2005), antiinflamato6ria (NAG-
CHAUDHURI et al., 2005), hepatoprotetora (FIORINI et al., 2005),
antimicrobiana (YAM et al., 1997; TURCHETTI et al., 2005), hipoglicemiante
(BARBOSA-FILHO et al, 2005), inibidora da enzima conversora de
angiotensina (inibidor da ECA) (BARBOSA-FILHO et al., 2006) e
antimutagénica (SANTHOSH et al., 2005).

Diante disso a avaliacao do efeito anti-inflamatorio do cha-verde se torna
relevante, pois além da diminuicdo dos efeitos adversos, apresenta vantagens
como o facil acesso e o baixo custo, melhorando a qualidade de vida das
pessoas que precisam de tratamento, sem que haja complicacbes em seu
guadro clinico. Estudos nédo evidenciam efeitos colaterais associados ao
consumo diario do chéa-verde, desde que seja utilizada da forma correta,
respeitando a dosagem das partes vegetais e a sua forma de administracao
(LORENZI e MATOS, 2002).
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Apesar de todo o avango da tecnologia aplicada a saude, principalmente
nos campos da cirurgia e farmacologia, e como consequéncia, a melhoria na
gualidade de atendimento de pacientes em unidades de terapias intensivas
(UTI), a morbimortalidade por sepse e choque séptico ainda continua sendo um
assunto altamente preocupante. Ambos sdo as causas mais importantes de
hospitalizagdo e as principais causas de morte em unidades de terapia
intensiva em todo o mundo (ALBERTI et al., 2003; ENGEL et al., 2006; ZANON
et al., 2008), sem que sua incidéncia tenha diminuido de forma consideravel
nessa Ultima década (HOLMES et al.,, 2003; SILVA 2006; SALES JR et al.,
2006; ZANON et al., 2008). O aumento da incidéncia de sepse deve-se
principalmente ao envelhecimento da populacédo, bem como a procedimentos
mais invasivos, como por exemplo, uso de cateteres, de farmacos
imunossupressores e a maior prevaléncia de infeccdo por sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA), com uma tendéncia de aumento para 0s
proximos anos (ANGUS et al., 2001; MARTIN et al., 2003).

No Brasil, SALES e colaboradores (2006) analisaram dados de 75 UTI
em diferentes regibes e encontraram taxas de mortalidade de 16,7% para
pacientes com sepse, sendo em média 35% para sepse grave e de 65% para
pacientes com choque séptico. Dados recentes indicam que a sepse apresenta
uma incidéncia de aproximadamente 1 a cada 100 pacientes hospitalizados,
sendo que de 10 a 20% destes morrem em decorréncia de sepse e de 60 a
80% morrem de choque séptico (LUCE et al., 2006). O quadro clinico da sepse
segundo Robbins et al (2000), refere a hipotenséo, hipertermia ou hipotermia,
alteracdo na perfusdo orgéanica, anormalidades metabdlicas, que podem seguir
em evolucao para uma faléncia multipla dos 6rgaos, podendo ser agravada por
diversos outros fatores como desnutricdo, imunossupressao, contaminacao
hospitalar, especificidade dos patdégenos envolvidos, obstrucbes venosas que
dificultam a resposta imunoldgica ao agente agressor, podendo culminar na
piora do estado geral do paciente. As consequéncias do quadro de sepse na
maioria dos pacientes vao desde efeitos cardiovasculares e pulmonares
(sindrome da angustia respiratéria aguda), até efeitos sistémicos
generalizados. Somado a isso, a falta de incentivo a pesquisas na busca por
novas condutas no combate a sepse, determinante para 0 surgimento e/ou

agravamento da doenca, favorecendo o aumento dos casos da doenca em
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todo mundo, com isso tende-se a um aumento na ocupacdo de leitos nas
unidades de saude e consequentemente nos custos de manutencdo de
pacientes em hospitais da rede publica. Diante disso, a intensificacdo de
estudos de novas condutas terapéuticas para a prevencao e/ou tratamento da
sepse se torna relevante uma vez que, diante de conhecimentos prévios da
atuacao desses compostos na patogénese da doenca tem-se uma ferramenta
importante nas estratégias de cuidados a esses pacientes.

Como um agravante do desenvolvimento da sepse, se tem a Injuria
Pulmonar Aguda (IPA), uma resposta local a estimulos sistémicos multiplos no
tecido pulmonar, cuja patogénese ndo esta totalmente esclarecida. Nesses
casos € observado que a acdo dos macréfagos alveolares ocorre a partir da
liberac&o de citocinas que ativarao os sistemas de coagulacdo e complemento,
e viabilizardo o metabolismo do acido araquidénico, de proteases plasmaticas e
de agentes oxidantes que, por sua vez, causardo danos histolégicos ao
parénquima tecidual, levando a um comprometimento do 6rgdo (REVERON
2000). Dada a acéo continuada do estimulo e ndo a sua gravidade e alteracdes
fisiopatoldgicas, essas Lesdes Pulmonares Agudas (LPA) podem ser
classificadas em trés fases: A forma leve, chamada n&o-cardiogénica, esta
presente o edema pulmonar, que responde a hipoxemia terapia de oxigénio, e
distarbios da complacéncia pulmonar. O traco mais caracteristico desta fase é
o disturbio de permeabilidade com a producdo de certo grau de edema
pulmonar; A forma moderada que representa a fase inicial da sindrome da
angustia respiratéria aguda tem um maior grau de hipoxemia e diminuigdo da
complacéncia pulmonar. Ambas as condi¢gbes para responder a ventilagdo com
Presséo fisiopatologica com pressao expiratoria final positiva (PEEP); E a
forma grave, é aquela onde o edema pulmonar € mais intenso e ha disfuncéo
metabdlica de células endoteliais vasculares do pulmdo. As alteracdes
funcionais que ocorrem durante a IPA permitem o inicio e o desenvolvimento
da sindrome de disfuncdo multiorganica (REVERON, 2000).

O estudo de CLARK (2006) relata que nas ultimas décadas, varios
pesquisadores responsabilizaram os varios agentes mediadores da inflamacéo,
como as citocinas, quimiocinas e leucdcitos, por tal disfuncdo. Dessa forma, a
acdo profilatica deve ser vista como uma alternativa para diminuicdo da

incidéncia de sepse e as sequelas deixadas por essa patologia.
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1.2- OBJETIVOS

1.2.1 - Objetivo Geral

Analisar o potencial anti-inflamatério do Cha-verde, contendo uma
concentracdo de 5% de catequinas em sua composicdao, em modelo

experimental de Sepse.

1.2.2 - Objetivos Especificos

- Avaliar, através da contagem de células em camara de Neubauer, os
niveis de migracdo de leucdcitos para as cavidades peritoneais, utilizando os

lavados Peritoneais (LP), apés inducdo de Sepse .

- Avaliar, através da contagem de células em camara de Neubauer, os
niveis de migragcdo de leucdcitos para os pulmdes, utilizando os lavados bronco

alveolares (LBA), apos inducéo de Sepse.

- Avaliar histologicamente indicios de injuria tecidual em Orgaos

intensamente vascularizados, como pulmdes e rins, apds a inducéo de sepse.



19

1.3- METODOLOGIA

O presente trabalho € parte integrante de uma base de pesquisa onde
se avalia a interferéncia de substancias na resposta inflamatoria em modelo
experimental de sepse, submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais (CEUA-UFRN), sob o nimero de protocolo (036/2009).

1.3.1- Tipo de Estudo

Essa pesquisa é do tipo experimental quantitativa, em que segundo
Lakatos e Marconi (2001 apud Tripodiet al. 1975, p.42-71), consiste em
demonstrar o porqué e como determinado fendmeno é produzido de maneira
gue o pesquisador procura reconstruir condicdes do fato a ser estudado, para
observa-lo sob controle. Para tal, se utiliza local apropriado, aparelhos e
instrumentos de precisao, para demonstrar 0 modo ou as causas pelas quais o
fendbmeno € produzido, proporcionando, assim, o estudo de suas causas e
efeitos. Ela faz uso de nameros e informagdes para classifica-las e analisa-las,
requerendo o uso de recursos e de técnicas estatisticas (percentagem, média,
moda, mediana, desvio-padrdo, coeficiente de correlagdo, andlise de
regressao, etc.). Caracteriza-se pela precisdo e controle estatisticos, com o

intuito de fornecer dados para a verificacéo de hipéteses.

1.3.2- Local do Estudo

A pesquisa foi desenvolvida nos laboratérios de Nutricdo Experimental e
de Biologia celular e Histologia da Faculdade Natalense para o

desenvolvimento do Rio Grande do Norte (FARN).
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1.3.3- Material e Métodos

1.3.3.1 — Material

Foram utilizados como modelo experimental camundongos da linhagem Swiss
obtidos do biotério da FARN, os animais foram mantidos em condi¢fes ideais
de temperatura e umidade, com luminosidade controlada em regime de 12
horas claro/escuro, com ingestdo de agua e racdo (Labina, Purina®)

controladas.

1.3.3.2 — Método

Um total de 16 camundongos machos da linhagem Swiss, espécie Mus
musculus, pesando entre 20 e 25g. Foram separados aleatoriamente e
divididos em dois grupos; sendo um grupo controle negativo, onde foi
administrado 0,5 ml de solucédo salina 0,9%, através da técnica de gavage, e
um grupo catequina (controle positivo), sendo administrado o mesmo de uma
solugdo contendo 5% de catequina. Em ambos o0s grupos 0s animais
receberam um pré-tratamento durante o periodo de 10 dias consecutivos. Em
seguida foram submetidos a cirurgia de inducdo de sepse, através da técnica
de CLP.

1.3.4 - Cirurgia de Inducéo de Sepse

A sepse foi induzida como descrito por Benjamim (2002) com algumas
modificagdes. Os camundongos foram anestesiados com o anestésico Propofol
endovenoso e, em seguida, foi realizada incisdo no abdome atingindo-se a
cavidade peritoneal. O ceco foi exposto, amarrado logo abaixo a juncéao ileo-
cecal, tomando-se o cuidado de n&o obstruir a luz intestinal. O apéndice cecal
foi perfurado, atravessando-o sucessivas vezes com uma agulha 21G, para
que ocorresse 0 extravasamento de fezes para a cavidade abdominal

induzindo o quadro séptico. O peritdnio e a pele foram suturados e os animais
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expostos a luz por determinado periodo para evitar hipotermia. ApGs o intervalo
de 8 horas, os animais foram eutanasiados e realizado as lavagens peritoneal e

broncoalveolar.

1.3.5- Lavagem peritoneal e broncoalveolar

Para a lavagem peritoneal foi utilizado um volume de 5ml de solucéo
salina estéril a 0,9%, para posterior recolhimento e contagem de células em
camara de Neubauer. Para realizacdo do lavado broncoalveolar (LBA) foi feita
uma abertura na traquéia e introduzida uma céanula com um volume de 1,0 mi
de solucéo salina estéril a 0,9%, sendo injetado um volume suficiente até a
insuflacéo dos pulmdes. Em seguida os aspirados foram depositados em tubos
falcons de 15 ml para a centrifugacdo e contagem das células em camara de
Neubauer. Realizado o procedimento de lavagens peritoneal e broncoalveolar,
foram retirados os pulmdes e os rins, dos animais para analise histolégica de

seus parénquimas, obtidas através da técnica da hematoxilina-eosina (HE).

1.3.6- Andlise Histoldgica

Os orgaos retirados foram fixados em solucdo de formol a 10% para
andlise histopatolégica dos parénquimas pela técnica da hematoxilina-eosina
(HE). Ao final do processo as laminas foram fotografadas com camera digital e
as imagens processadas por um software para a visualizacdo detalhada do

parénquima pulmonar e renal.

1.3.7 - Andlise Estatistica dos Resultados

Os dados obtidos a partir da contagem de células dos Lavados

peritoneais e dos lavados broncoalveolares, foram analisados através do teste
de t-student com auxilio do programa Sigma Stat V 3.10.
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1.3.8 - Declaragao sobre o uso e destinacado do material e/ou dados

coletados

Os animais utilizados nessa pesquisa foram, apds a eutanasia, congelados
para posterior recolhimento pela empresa SERQUIP, que € a empresa de
incineracdo que regularmente exerce esta atividade na instituicdo. Todos os
demais instrumentos utilizados nos experimentos foram autoclavados e

aqueles descartaveis, também foram destinados a incineracao.

2.0- REFERENCIAL TEORICO

2.1 - O CHA-VERDE E SEUS BENEFICIOS A SAUDE

Ao longo da histéria Humana as plantas tém sido utilizadas como
produtos terapéuticos, em todo o mundo, milhares de produtos de origem
vegetal sdo utilizados nas mais variadas formas: cataplasmas, infuséo,
macerado filtrado, tinturas, unguentos, pomadas, xaropes, cipsulas e na sua
forma in natura (SCHMITZ et al., 2005).

A Fitoterapia tem sido usada como base de remédios populares para
varias doencas inflamatorias (YANG et al., 2000). A Aspirina, um derivado da
salicina, obtida originalmente das cascas do tronco do salgueiro, € o mais
antigo Antiinflamatério ndo esteroidal (AINE) de acordo com Viegas Jr. et al.
(2006) e Yang et al. (2000). Sendo documentada essa utilizacdo do extrato de
salgueiro para reduzir a dor e a febre, por um médico grego (HipOcrates) no
século 5 a.C. Dando posterior origem ao primeiro anti-inflamatorio sintético,
nascendo assim a Industria farmacéutica (YANG et al., 2000).

Diversos estudos ja demonstraram atividades biologicas relacionadas a
composicao fendlica de espécies vegetais que sao utilizadas para o preparo de
infusdes de chas, demonstrando que séo fontes de potenciais de compostos
bioativos (PANZA, 2007). “Cha é o produto constituido de uma ou mais partes
de espécie (s) vegetal (is) inteira (s), fragmentada (s) ou moida (s), com ou sem

fermentacdo, tostada (s) ou ndo, constante de Regulamento Técnico de
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Espécies Vegetais para o preparo de Chas” (ANVISA, 2007). Fabricado a partir
das folhas da planta Camellia sinensis (Figura 1), o cha-verde tem sido uma
das bebidas mais populares de quase cinquenta séculos. Seu consumo diério
(~ 120 ml / pessoa) sO perde para a agua (YANG et al., 2000) e tem sido
associada a muitos beneficios de saude importantes, como a reduc¢éo do risco
de estresse oxidativo e dano (FREI et al., 2003), a aterosclerose (FREI et al.,
2003), cancer (CRESPY et al.,, 2004), e as doencas cardiovasculares (VITA,
2003).

Figura 1. Planta Camellia sinensis. Fonte: http://www.brasilescola.com/saude/cha-branco.htm

Segundo LAMARAO (2009), o chéa-verde (CV) é considerado um
alimento funcional, pois de acordo com o International Food Information Council
(IFIC) é definido como aquele que provém beneficios adicionais a salde aos ja
atribuidos nutrientes que contém. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), de acordo com a resolucdo n° 18, de 30 de abril de 1999, alega que,
propriedade funcional é aquela relativa ao papel metabdlico ou fisioldégico que o
nutriente ou n&o nutriente tem no crescimento, no desenvolvimento, na
manutencdo e em outras fungdes normais do organismo humano.

Estas propriedades curativas do cha verde sdo atribuiveis a sua
abundante compostos polifendlicos conhecidos como catequinas, tais como
epigalocatequina- 3 - galato (EGCG), epicatequina — 3 - galato (EG),
epigalocatequina (EGC) e epicatequina (EC) (Figura 2). Segundo GRAHAM
(1992), dentre esses compostos, EGCG é responséavel por 50-80% do total de
catequinas, representando cerca de 50 mg em um unico copo (100 ml) de cha
verde . E sendo apontada como sendo a principal moduladora da resposta

inflamatéria em ensaios de doencas auto-imune.
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Figura 2. Estrutura quimica das Catequinas. Fonte: LAMARAO (2009)

Os alimentos funcionais contém substancias classificadas como
nutrientes ou nao-nutrientes capazes de atuar na promocdo de efeitos
benéficos a saude. Sgarbieri e Pacheco (1999) classificam como nutrientes
com funcdes fisiologico-funcionais os macronutrientes: acidos graxos,; as fibras
alimentares, proteinas, aminoacidos e outros; além dos micronutrientes como:
calcio, zinco, betacaroteno, vitaminas B, C, D e E, que atuam de forma
protetora no sistema imunoldgico além de prevenir varios tipos de cancer.

O CV é bastante utilizado como auxiliar em regimes dietéticos, pela sua
acao lipolitica e diurética e, ainda, como antipruriginoso e emoliente em
afeccdes dermatoldgicas (CARVALHO et al., 2003). Além disso, acredita-se
também que as catequinas, presentes no cha-verde, possam desempenhar um
papel importante na patogénese de varias doencas relacionadas com a
inflamacéo, devido a uma possivel atuacao supressora de fatores inflamatorios,
como o fator nuclear-kappa B (NF-kB) (GUPTA et al., 2004; BASTOS, 2009).
Segundo Wei Li et al. (2007) o cha verde fermentado a partir das folhas da
planta Camellia sinensis, € eficaz na inibicdo da liberacdo da HMGB1, em
camundongos sépticos, induzidos por endotoxinas. Sendo a HMGB1 uma

citocina pro-inflamatoria e considerada um mediador tardio na Sepse letal.
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De acordo com BIONDO-SIMOES (2003) o extrato polifenol (EP) reduz a
producdo do fator de necrose tumoral (TNF-a) diminuindo assim a letalidade
em ratos em ensaios de inflamacéo induzido por endotoxinas. No estudo
desenvolvido por Wei Li et al. (2007) Um cha contendo EGCG, principais
catequinas presentes no Cha-verde, em uso dose-dependente, inibiu a
liberacdo da HMGB1, induzida por endotoxinas, em culturas de macrofagos e
mondcitos. E utilizando as mesmas concentracfes de EGCG, o Cha apenas
atenuou a secrecdo de TNF induzida por LPS.

Wei Li et al. (2007) ainda afirma que o cha de EGCG n&o inibiu a
liberacdo de oxido nitrico induzida por endotoxinas em modelo de Sepse. O
autor relata que a inibicado da HMGB1 foi alcancada de forma significativa
guando a EGCG foi adm. de 2-6 h apds a LPS. Onde EGCG protegeu o0s ratos
contra endotoxemia letal. O cha-verde melhora a taxa de sobrevida em 24
horas ap6s o inicio da endotoxemia. (YANG, 1998). Ao tratar os animais com
trés doses de EGCG a -0,5, 24 e 48 horas ap0s a administragéo intraperitoneal
de dose LD50 de LPS, observou-se uma melhora significativa na taxa de
sobrevivéncia dos animais (de 50% para 76%, P <0,05) de acordo com Wei Li
et al. (2007).

A EGCG atenua a sepse induzida por acumulagéo sistémica de IL-6, KC
e HMGB1. Embora a administracdo tardia da EGCG né&o tenha atenuado os
niveis circulantes de TNF-a, 52 horas apés o inicio da sepse ( Wei Li et al.,
2007). Enfim, varias pesquisas, relacionadas ao consumo do Cha-verde,
sugerem que este apresenta diversos efeitos benéficos sobre a satde humana.
Entretanto, como ainda ha controvérsias, sdo necesséarias mais investigacoes
para elucidar as propriedades e 0s mecanismos de acdo desta bebida
apreciada pelo mundo inteiro. Diante disso, este trabalho torna-se relevante a
medida que investigou e avaliou a possivel agdo Antiinflamatoéria do Cha-verde,
com concentracdo de 5 % de catequinas em sua composicao, em modelo

experimental de Sepse

2.2 - INFLAMACAO

A inflamacdo € um processo fisiologico onde tecidos ricos em vasos

sanguineos respondem a lesdes nos tecidos, em que uma grande quantidade
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de mediadores atuam na contencéo e/ou eliminacdo dos agentes agressores,
ressalta Robbins et al., (2000). Esses agentes podem ser microrganismos ou
partes deles, corpos estranhos exdgenos ou enddgenos, bem como agentes
fisicos (fogo), ou quimicos (substancias causticas) causadores de queimaduras
(ABBAS e LICHTMAN, 2008). Estando assim, envolvido em diversas
patologias, tais como contusfes, tendinites, infec¢bes respiratorias, asma e
doencgas autoimunes (ROBBINS et al, 2000).

A resposta inflamatéria inicial € inespecifica. Porém, os eventos que se
seguem apOs essa reacdo inicial dependem de fatores associados ao agente
agressor e ao préprio tecido agredido. Essa reacao pode ser mediada por duas
frentes denominadas imunidade humoral e imunidade celular, afirma Robbins
(2000). As reac0Oes inatas ocorrem localmente, podendo se dividir em eventos
vasculares e em eventos celulares. Os fendmenos vasculares caracterizam-se
por alteracbes no calibre vascular, que provocam um aumento no fluxo
sanguineo (calor) e por alteracfes na permeabilidade vascular, afirma Coutinho
(2009). Sendo essa vasodilatacdo e 0 aumento da permeabilidade vascular,
provocados por mediadores produzidos a partir do plasma e das células
(ROBBINS et al., 2000). Isso conduz ao extravasamento de exsudato para o
intersticio, com consequente formacdo de edema, conforme Coutinho (2009)
Tais mediadores, agindo isoladamente, em conjunto, ou em sequéncia,
amplificam a resposta inflamatéria e influenciam sua evolucdo (ROBBINS et al,
2000). Abbas et al., (2008) afirma que nos eventos celulares, as células
envolvidas estdo normalmente presentes nos tecidos (como células endoteliais
e macrofagos) ou tém acesso ao local a partir da circulagdo (por exemplo,
plaguetas e leucocitos). Os macrofagos exercem intensa atividade endocitica,
secretam enzimas, proteinas plasmaticas, espécies reativas de oxigénio
(EROS), prostaglandinas e citocinas, afirma Pereira (1996).

Conforme Abbas et al. (2008) A resposta imunoldgica especifica ou
adaptativa auxilia a resposta inata, visto que € especifica contra um
determinado patdégeno invasor. Os anticorpos produzidos pelos linfocitos
durante este tipo de resposta imunolégica melhoram acentuadamente a
resposta do organismo hospedeiro. Entretanto, como os anticorpos nédo podem
alcancar os patdgenos quando estes se encontram no interior das células,

foram desenvolvidos mecanismos imunes mediados por células. Desta forma,
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os linfécitos envolvidos migram para a area inflamada através de sua interacéo
com as moléculas de adeséo e as células endoteliais.

Assim, o processo inflamatério ocorre como uma resposta do tecido a
injuria celular e caracteriza-se por um fenbmeno complexo, dinamico e
multimediado segundo Carvalho et al., (1998). Apresentando-se como um
mecanismo de defesa do organismo, cujo objetivo € a eliminacdo da causa
inicial da les@o celular, provocada por patdgenos ou por acdo de agentes
fisicos (ROBBINS et al, 2000). Esse processo envolve uma cascata de eventos
como: extravasamento de fluidos, ativacdo enzimatica, migragdo celular,
liberacdo de mediadores, sensibilizac&o e ativacao de receptores, lise e reparo
tecidual, segundo Carvalho et al., (1998). O dano tecidual causado por esses
agentes inicia uma série de eventos moleculares, resultando na producédo
desses mediadores pro-inflamatorios que promovem o0s sinais classicos da
inflamag&o (ROBBINS et al., 2000)

De acordo com Robbins (2000) a resposta imunolégica a uma
inflamacdo € um importante mecanismo adaptativo, que permite a reacao do
hospedeiro evitando assim lesdes teciduais. A exposicdo das células aos
patogenos e a lesao tecidual resultam na producao e na liberacdo de diversos
mediadores quimicos, responsaveis pelas caracteristicas da area inflamada
(ROBBINS et al, 2000) e ( RANG et al., 2007).

Havendo uma inflamacgéo, ocorre um aumento da drenagem linfatica de
liguidos e materiais pelos vasos linfaticos o que resulta no deslocamento
desses em direcdo aos ganglios linfaticos regionais ricos em macrofagos,
afirma Robbins et al. (2000). A ativacdo dos macrofagos, estimulada pela
exposicdo as linfocinas liberadas por linfocitos estimulados, apresentam
producdo elevada de EROs possibilitando a destruicdo dos microrganismos
(PEREIRA, 1996). Os neutrofilos, também denominados leucécitos Polimorfo
nucleares (PMN), respondem rapidamente aos estimulos quimiotaticos,
realizam funcdes fagocitarias e representam a populagédo celular principal na
resposta inflamatéria. (ABBAS e LICHTMAN, 2008).

O recrutamento de Neutréfilos para o local da inflamagé&o apresenta uma
sequéncia de eventos multi-passos, que vai desde a ativagao, rolagem, adeséo

até a transmigracdo (diapedese), coordenada por moléculas de adeséo
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expressas na superficie dos leucécitos e das células endoteliais, envolvidas na
interacdo leucacito-endotélio (ROBBINS et al., 2000). (Figura 3)
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Figura 3: Esquema ilustrativo da migracéo de Leucdcito através do Endotélio Vascular.
Retirado de Coutinho, 2009.

Essa transmigracdo dos leucdcitos circulantes em direcdo ao local da
lesdo € realizada sob a sinalizacdo de agentes quimiotaticos. Em seguida, os
leucécitos fagocitam o agente agressor e degradam o tecido necrético (ABBAS
et al, 2008) e (ROBBINS et al, 2000). A maioria desses agentes quimiotaticos,
IL- 8, fMLP, LTB4 e Cba, ligam-se aos neutréfilos por receptores
transmembrana especifico. Estes receptores ativam as proteinas G triméricas,
nos neutrofilos, iniciando, deste modo, a sinalizacdo que permitird a essas
células migrar para os sitios inflamatorios, ressalta Robbins et al. (2000) e
Abbas e Lichtman (2008).

Com a liberacdo dos mediadores pré-inflamatérios as mudancas sao
rapidas e severas nas propriedades de adesao das células, causando um
aumento da adeséo entre os leucocitos e o endotélio, afirma Carvalho e Trota
(2003). Esses agentes mediadores incluem sistemas de proteases plasmaticas,
tais como sistema complemento, mediadores lipidicos, citocinas peptideos pro-
inflamatérios, tais como o fator de necrose tumoral (TNF), interleucinas -1 (IL-1)
e quimiocinas (ABBAS e LICHTMAN, 2008). Dentre os mediadores da
inflamacdo, encontram-se histamina, metabolitos do &acido araquiddnico
(prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos), fator de ativacdo plaquetaria,

bradicinina, éxido nitrico, neuropeptideos e citocinas (ROBBINS et al, 2000;
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RANG et al.,, 2007). Sendo que esse processo inflamatério pode ser
prolongado quando mais mediadores forem liberados pelos leucdcitos ativados
no sitio de inflamacéo, afirma Abbas e Lichtman (2008).

Essa migracdo celular representa um evento chave na resposta
inflamatoria de qualquer etiologia (ROBBINS et al., 2000). Os leucécitos séo
encaminhados do sangue para os tecidos por meios de sinalizacdo célula a
célula, entre as moléculas especificas de adesao presentes nos leucocitos com
as células endoteliais, segundo Carvalho e Trota (2003).

Devido a expressdao de glicoproteinas na superficie dos leucécitos,
denominadas integrinas, ocorre o reconhecimento das moléculas de adesé&o
endoteliais, havendo uma ligacdo de alta afinidade entre os leucdcitos e o
endotélio (ABBAS e LICHTMAN, 2008). Essa adesao entre os neutrofilos e o
endotélio é mediada pela beta 2 — integrina e a adesina mais importante desse
€ o receptor 3 do complemento (CR3 ou CD 11b/ CD 18), afirma Mussi-
Pinhata (2005). Algumas dessas moléculas sdo as integrinas (principalmente
bl e b2), moléculas de adeséao intercelular (ICAM- 1, 2,3), de adeséo celular
vascular (VCAM- 1) e de adesédo celular plaqueta-epitélio (PECAM-1), afirma
Carvalho e Trota (2003). Apos aderir efetivamente ao endotélio vascular, os
neutrofilos precisam deformar-se para passar através das juncdes entre as
células endoteliais, ressalta Mussi-Pinhata (2005).

Mussi-Pinhata (2005) relata que no sitio de invasao microbiana, faz-se o
contato entre o microrganismo e o fagocito através da ligacdo de opsoninas
(Imunoglobulina (Ig) G e C3b/ ic3b), ligadas ao microrganismo com receptores
especificos de superficie celular. A interacdo entre opsoninas e receptores,
junto com a ativacdo dos elementos contrateis, resulta na formacdo de
pseudopodos que engolfam o microrganismo, formando um vacuolo fagocitico
gue é internalizado e sofre acdo sequencial das proteinas antimicrobianas e
enzimas hidroliticas liberadas pelos granulos dos neutrdéfilos, afirma Mussi-
Pinhata (2005).

A inflamagcdo tem como caracteristica importante o recrutamento dos
leucocitos para o tecido lesado, entretanto com um acumulo exacerbado
dessas células no tecido pode ocasionar diversos problemas em uma
variedade de doencas inflamatdrias, tais como Meningite e Sepse, induzindo a

uma injuria pulmonar aguda, visto que alguns estudos relatam um aumento da
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permeabilidade microvascular do pulmdo em animais com quadro patolégico de

Septicemia, segundo Xie et al., (2000).

2.3 - FISIOPATOLOGIA DA SEPSE

A sepse é definida como uma sindrome de resposta inflamatdéria (SIRS),
motivada por um agente agressor, associado a infec¢éo sistémica (VICENTE,
2008), (LEVY et al., 2003) e (HOTCHKISS, 2003). Sendo caracterizadas pela
producdo excessiva de mediadores inflamatorios e pela excessiva ativagéo de
células inflamatérias (LEVY et al.,2003). O que tém como principal
conseqUéncia, desta resposta inflamatéria, o comprometimento de muitos
orgados e o quadro de choque com evolugédo para a sindrome da insuficiéncia
de multiplos 6rgaos (HOTCHKISS, 2003).

Assim, o paciente séptico € um paciente com sindrome da resposta
inflamatoria sistémica (SIRS) de origem infecciosa, embora a SIRS possa estar
presentes sem Sepse, como apos trauma, queimaduras, rabdomidlise,
pancreatite e pos-operatério de cirurgia cardiaca (AKAMINE et al.,1994;
QUENZER et al.,1994). Durante a ultima década varios estudos trouxeram
inimeros avangos no entendimento da fisiopatologia desta sindrome, que
resultaram na sugestdo de alguns marcadores de diagndstico e no beneficio
potencial de inUmeros tratamentos alternativos (HOTCHKISS, 2003).

Quando a infeccédo ou bacteremia ocorre, a primeira linha de defesa do
hospedeiro é realizada por células fagocitarias (macrofagos, mondcitos e
granulécitos polimorfo nucleares) e pela via alternativa do complemento, agindo
de maneira ndo especifica. Logo apds, as imunoglobulinas e as células imuno
competentes iniciam uma resposta imune especifica (MONTENEGRO, 2006).
Sendo que os principais ativadores desta resposta do hospedeiro sdo os
componentes da parede bacteriana. Estes componentes desencadeiam uma
cascata inflamatoria, sendo, inicialmente, liberados o Fator de Necrose Tumoral
alfa (TNFx) e a Interleucina-1 (IL-1), onde estes estimulam uma intensa
resposta celular, com liberacdo de mediadores secundérios, quimiotaxia e
ativacdo de granulocitos (REA NETO A, 1996), (CARVALHO E TROTTA,
2003). Os mediadores secundarios sao responsaveis pela reativacdo das

células fagocitarias e da cascata inflamatéria, formando um ciclo vicioso
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inflamatério. Resultando numa anarquia metabdlica, na qual “o proprio
organismo nao consegue controlar o que ele préprio criou” (PEREIRA, 1998).

A guebra de barreiras anatbmicas, injuria organica ou a simples reducéo
da competéncia imunolégica de um individuo possibilita a invasdo microbiana
de tecidos (CARVALHO E TROTTA, 2003). O desenvolvimento de sepse ap0s
injuria organica ou infeccdo € determinado ndo s6 pelo agente agressor,
viruléncia do patdégeno, mas sobre tudo por caracteres genéticos do individuo.
O somatorio destes fatores combinados desencadeia uma série de eventos.A
principal consequéncia desta resposta inflamatoria é o comprometimento de
muitos O6rgdos e o quadro de choque com evolucdo para a sindrome da
insuficiéncia de mudltiplos érgdos, que é acompanhada de alta mortalidade.
Para ser efetiva, a terapia farmacoldgica na sepse e SIRS deve mimetizar e
compensar a defesa natural do organismo, com o objetivo de bloquear a
resposta inflamatoéria tdo logo quanto possivel (REA NETO A, 1996).

De acordo com Rott et al. (2003) o tratamento para a sepse visa
melhorar a imunidade inata. Uma tentativa é aumentar a eficacia dos
antibioticos, aumentando a imunidade inata, pelo aumento do numero de
leucécitos. Ainda em seu estudo, Rott et al. (2003) relata o uso precoce de
Filgrastim em pacientes adultos, que apesar de atingir o efeito esperado
(aumento do numero de leucécitos até 75 X 109 Células / 1), ndo alterou a
mortalidade dos pacientes.

A maioria dos pesquisadores concorda que melhores taxas de
sobrevivéncia de sepse grave s6 podem ser alcancadas com as terapias
complementares, bem como tratamentos convencionais com farmacos
antimicrobianos. Quanto mais a complexidade e interdependéncia dos
mecanismos fisiopatologicos da sepse sdo compreendidas, mais as estratégias
terapéuticas a base de substancias que modulam ou interromper os efeitos dos
mediadores da sepse enddgena e exdgena sao procurados (CARVALHO E
TROTTA, 2003).

Como possivel consequéncia da septicemia, visto que essa trata de uma
espécie de infeccdo que desencadeia uma inflamacédo generalizada, temos a
injuria pulmonar aguda, uma resposta local a estimulos sistémicos multiplos no

pulmao, cuja patogénese néo esta totalmente esclarecida (BRODY, 2006).
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2.4 - INJURIA PULMONAR AGUDA (IPA)

O termo Injaria Pulmonar aguda (IPA), para Reverén (2000), abrange o
conceito de edema néo cardiogénico e de sindrome da angustia respiratoria
aguda (SIRS). Os efeitos deletéricos de uma injaria tissular serdo
potencializados por diversas caracteristicas dos 6rgdos como maior exposicao
a agentes exogenos, presenca de macrofagos teciduais, do trajeto circulatério
sanguineo, da microvasculatura e a grande perfusdo tecidual, afirma Wheeler
(1999). Sendo a IPA uma resposta de origem inflamatéria pulmonar a
diferentes estimulos, sendo alguns locais e outros sistémicos (REVERON,
2000).

De acordo com Wheeler (1999) o foco primario de uma Sepse gram-
negativa sao os tratos geniturinarios e gastrintestinais, e os pulmdes. Reveron
(2000) observa que na IPA a agdo dos macrofagos alveolares no pulméo
ocorre apartir da liberagéo de citocinas que ativaréo os sistemas de coagulacdo
e complemento, viabilizando o metabolismo do acido araquidbnico, de
proteases plasmaticas e oxidantes que causardo danos histologicos ao
parénquima tecidual. Por isso, a injaria pulmonar aguda (IPA) induzida por
sepse permanece 0 maior problema clinico com significante morbimortalidade
(WHEELER, 1999).

Recentemente, foi considerado que macréfagos alveolares iniciam a
resposta inflamatoria com a producédo e liberacdo de TNF, IL — 1, ativando o
sistema de coagulagdo e citocinas que atuam como agentes quimiotaxicos de
neutrofilos que sdo capturados na corrente sanguinea e encaminhados ao
pulmdo. Enquanto isso, os macrofagos alveolares produzem substancias
proteoliticas radicais livres e citocinas que amplificam a resposta inflamatéria
local e consequentemente os danos histologicos ao parénquima pulmonar,
edema, fibrose e diminuicdo de complacéncia pulmonar, afirma Reverén
(2000). Porém segundo Carvalho e Trotta (2003), A patogénese da IPA ainda
ndo esta completamente elucidada apesar dos intensos esforcos para

compreender 0 seu mecanismo.
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2.5 - DISFUNCAO RENAL

Com o quadro de Sepse, a hipoperfusdo tecidual (com ou sem
hipotenséo) e a leséo inflamatoria resultam em um dano isquémico e disfuncao
tubular renal. Ocorrendo oliguria progressiva com queda da taxa de filtracdo
glomerular e elevacdo da creatinina. A ressuscitacdo clinica inicial, com
restauracao da volemia e uso de drogas vasoativas, pode reverter o processo e
evitar a necrose tubular aguda. A instalacdo do quadro de insuficiéncia renal
aumenta muito a morbimortalidade, apesar da terapia renal substitutiva
precoce, segundo Borges (1996). A insuficiéncia renal aguda, associada a
sepse, determina um prognostico extremamente reservado, com taxas de
mortalidade de até 80%, afirma Akemine et al. (1994).

2.6- SEPSE

Sepse é a principal causa de mortalidade em unidades de terapia
intensiva nao-cardiolégicas em todo mundo, especialmente em decorréncia de
disfuncdo de multiplos orgaos (SILVA, 2006). Tendo os seguintes fatores
contribuintes para 0 seu surgimento: a crescente populagcéo de idosos (maior
gue sessenta e cinco (65) anos); a maior sobrevida de diversas doencas
debilitantes; o emprego mais frequente de técnicas invasivas (cateteres
vesicais, tubos endotragueais, cateteres intravasculares etc); o cuidado de
maior niamero de pacientes imunossuprimidos e as infeccfes hospitalares
(PEREIRA, 1998). Cerca de 10% dos leitos de UTI séo, atualmente, ocupados
por pacientes sépticos. Onde cerca de 18 milhGes de novos casos de sepse
grave serdo diagnosticados a cada ano em todo mundo (SILVA, 2006).

A mortalidade da Sepse ultrapassa 40% e estima-se que 35 a 40% dos
pacientes sépticos evoluem para o estado de choque (PEREIRA, 1998). Do
ponto de vista populacional, cerca de 18 milhdes de novos casos de sepse
grave serdo diagnosticados a cada ano em todo mundo (SILVA, 2006), Com
crescimento estimado de 1% ao ano de novos casos. S6 nos Estados Unidos,
poderemos ter, em poucos anos, cerca de um milhdo de novos casos de Sepse
grave a cada ano (SILVA, 2006).
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O aumento da incidéncia e da morbi-mortalidade por sepse nas ultimas
décadas esta intimamente relacionado aos avangos médico-hospitalares
obtidos nesse periodo, onde cada vez mais pacientes gravemente doente e
imunologicamente comprometidos sdo alvos da Sepse secundaria, seja pela
exposicdo ou pelas condutas e procedimentos médicos imputados aos mesmos
durante sua permanéncia nas UTI e hospitais (ANGUS et al., 2001). Porém nao
se pode negar que os avancos em relacdo ao diagndstico mais precoce e
rastreamento microbiano mais eficaz, possibilitam o rapido inicio do tratamento,
0 uso mais otimizado das variaveis hemodinamicas e das técnicas de suporte
organico. Avancga-se também para um controle metabdlico mais eficaz,
compreendendo a importancia do controle glicémico (BERGHE et. al., 2001).

Apesar do avanco da medicina, a taxa de mortalidade de pacientes com
Sepse varia entre 20 e 80% (FRIEDMAN et al., 1998). Segundo Proulx (1996),
nos EUA e Europa a Sepse é responsavel em média por 2-11% das
internagbes em UTI. Os mesmos autores afirmam que das 1.058 admissdes na
UTI do hospital universitario canadense, foram identificados 82% de casos de
sindrome da resposta inflamatéria sistémica (SRIS), sendo 23% de etiologia
infecciosa (Sepse) das quais 2% culminaram em choque séptico. LOBO (2008)
em seu estudo encontrou uma incidéncia de 24,7% de pacientes com infec¢éo
sendo que 23% deles desenvolveram Sepse, uma taxa um pouco mais elevada
do que aquela observada no estudo europeu de Vicent et al. (1995) onde
incluiram mais de 4.500 pacientes e registraram um total de 20,6% deles com
Sepse adquirida em UTI.

No Brasil a Sepse € a principal causa de morte em unidades de terapia
intensiva, ndo cardiologica (SALES JR et al., 2006), e segundo LOBO (2008) é
0 maior problema de saude publica das UTI brasileiras, onde as taxas de
mortalidade variam de 47 a 52%. No estudo de SILVA (2006), estima-se uma
taxa de mortalidade por sepse de 40%, onde cerca de 10% dos leitos das
unidades de terapia intensiva foram ocupados por pacientes sépticos. O pais
também apresenta taxa de ocorréncia superior a muitos estudos
epidemiologicos realizados em outros paises (LINDE-ZWIRBLE et al., 2004).

Angus e col. (2001) mostraram que o Brasil e o Reino Unido sdo os
paises que apresentam maior taxa de ocorréncia de sepse em unidades de

terapia intensiva e possuem semelhantes politicas de admisséo e alta nestas
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unidades. SILVA, E. (2006) ressalta a importancia da infeccdo respiratéria
como origem do quadro séptico e o predominio de bactérias gram- negativas
em culturas positivas, independentemente da origem da infeccdo. Porém em
estudos populacionais apontam para um predominio de gram-positivos nos
ultimos anos quando se considera pacientes admitidos com Sepse em
instituicdes hospitalares (MARTIN et al, 2003).

Dados do Instituto Latino Americano de Estudos da Sepse (ILAS)
indicam que no Brasil sdo gastos em média 17,34 bilhées de reais por ano com
pacientes séptico na rede publica de salde. Esse alto custo pode ser
drasticamente reduzido e mais vidas preservadas caso se tenham implantacéo
de politicas publicas que visem uma melhor capacitacdo de profissionais da
saude na identificacdo e tratamento precoce da Sepse. Dentre as diversas
iniciativas, a mais ambiciosa € a Surviving Sepsis Campaign (Campanha
Sobrevivendo a Sepse), que foi lancada em 2000 na Espanha, cujo objetivo era
reduzir a mortalidade por Sepse em 25% em 5 anos no mundo inteiro (SILVA,
2006). Curiosamente, até o ano de 2006 essa campanha sO havia sido adotada
em 16 hospitais brasileiros, dos quais nenhum pertencente ao estado do Rio
Grande do Norte. Segundo a Sociedade norte-rio-grandense de Terapia
Intensiva (SONORTI), somente no ano de 2006, metade dos pacientes em
unidades de terapia intensiva de todo o estado apresentaram Sepse ou choque
séptico. Muito disso reflete a falta de informacdes por parte dos profissionais da
saude sobre a doenca, conforme comprova um levantamento feito pela
SONORTI no ano de 2004.

1.0 RESULTADOS

Na avaliacdo do possivel potencial antiinflamatério do Cha-verde, com
concentracdo de 5 % de catequinas em sua composicdo, ap6s a inducao da
Sepse Por CLP e posterior contagem de células, ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre o grupo cha-verde e controle
negativo (p= 0,34 e p=0,25), nos Lavados Peritoneais e Broncoalveolares

(Figuras 4 e 5), respectivamente.
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Figura 4 — Migracéo de células para a cavidade peritoneal induzida por
sepse em camundongos tratados com cha-verde contendo 5% de catequinas

em sua composicgao.
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Figura 5 - Migracéo de células para o pulméao apos inducédo de sepse em
camundongos tratados com cha-verde contendo 5% de catequinas em sua

composicao.
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Vérios estudos a respeito da Sepse abdominal mostram que
normalmente esta patologia induz a uma injdria pulmonar aguda (ALI), devido a
um aumento da permeabilidade microvascular do pulméo. Assim, comparamos
as analises histoldgicas do parénquima pulmonar dos grupos pré-tratados com
cha-verde e o grupo controle negativo. Ndo sendo observadas grandes
modifica¢des histoldgicas entre o grupo controle e o cha-verde, observando no
geral pouco infiltrado, injaria e rompimentos de epitélio em alguns bronquiolos

e alvéolos em todas as laminas (Figura 6).

Figura 6 - Analise histolégica do parénquima pulmonar do grupo controle

positivo (Cha-verde ) e do grupo controle negativo.

Relatos encontrados na literatura mostram que a sepse pode induzir
também quadros de injarias teciduais no tecido renal. Diante disso
comparamos as analises histologicas entre os grupos controle positivo (Cha-
verde) e controle negativo. Nesta andlise, também néo foi observada grandes
modificagdes entre o gurpo cha-verde e o grupo controle. Com presenca de

pouco infiltrado e injaria tecidual nos dois grupos (Figura 7).

Figura 7 - Andlise histolégica do tecido renal dos grupos controle negativo e

controle positivo
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4.0 - DISCUSSAO

Diante de varios estudos a respeito dos efeitos antiinflamatérios do Cha-
verde e dos resultados encontrados nesta pesquisa, observou-se a importancia
de se avaliar o potencial antiinflamatério do Cha-verde, pois essa modulacao
da resposta inflamatéria pode ser de suma importancia em quadros de injuria
tecidual aguda em Orgdos intensamente vascularizados. Isso porque a
literatura mostra uma possivel acdo antiinflamatéria das catequinas presentes
no Chéa-verde. Porém os resultados desta pesquisa mostraram que em modelo
experimental de Sepse, apds dez dias de um pré- tratamento com Cha-verde,
contendo 5% de catequinas em sua composicdo, ndo foi capaz de reduzir o
excesso de migracdo de leucocitos de forma estatisticamente significantes, o
gue ndo confere ao animal protecado quanto a inducao de injarias teciduais em
orgdos intensamente vascularizados. Porém Ao tratar os animais com trés
doses de EGCG a -0,5, 24 e 48 horas ap6s a administracdo intraperitoneal de
dose LD50 de LPS, O estudo de Wei Li et al. (2007), observou uma melhora
significativa na taxa de sobrevivéncia dos animais (de 50% para 76%, P <0,05),
O chéa-verde ainda melhorou a taxa de sobrevida em 24 horas apés o inicio da
endotoxemia segundo estudos de Yang et al. (1998). Contudo Segundo Wei Li
et al. (2007), O cha de EGCG néo inibiu a liberacdo de oxido nitrico induzida
por endotoxinas em modelo de Sepse. O autor ainda afirma que a inibicdo da
HMGBL1 foi alcangada de forma significativa quando a EGCG foi adm. De 2-6 h
apos a LPS. Onde EGCG protegeu os ratos contra endotoxemia letal. Portanto,
fica evidente a preocupacdo em intensificar estudos como esse, podendo
avaliar melhor os efeitos antiinflamatorios de alguns fitoterapicos, como o cha-
verde, buscando assim identificar terapias alternativas para o tratamento de
patologias inflamatérias como a Sepse, e conseqientemente diminuindo a

incidéncia de Injarias teciduais em 6rgéao hiperperfundidos.
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5.0 CONCLUSOES

De acordo com os resultados alcancados neste estudo e com a andlise
dos resultados obtidos apos a contagem de células dos lavados peritoneal e
broncoalveolar, e da posterior andlise histoldgica dos tecidos renais e
pulmonares. Podemos concluir que em modelo animal de sepse, o0 pré-
tratamento de dez dias antes da inducdo da sepse, com cha-verde contendo
5% de catequinas em sua composicdo, ndo foi capaz de reduzir o excesso de
migracao de leucdcitos de forma significativa, e o que ndo confere ao animal
protecdo quanto a inducdo de injurias teciduais em Orgdos intensamente
vascularizados. Pois também ndo foram observadas modificacbes entre os
grupos Cha-verde e controle negativo, em relacdo a analise histolégica dos

tecidos.
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