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RESUMO - Racional: Sepse se correlaciona com a ruptura do complexo equilibrio entre os
mediadores inflamatdrios, que principalmente na fase aguda da doenga, produz exacerbadamente
citocinas pré-inflamatérias levando a lesdo de mdltiplos érgédos e morte. A fracdo Hev b 13 tem
demonstrado atividade biolégica capaz de induzir a producéo de IL-10 e regredir lesdes de doencas
inflamatdrias. Objetivo: Investigar os efeitos imunomoduladores da fragdo Hev b 13 em ratos
com sepse. Métodos: Foi injetado Acinetobacter baumannii na cavidade peritoneal dos animais
apds lesdo no pancreas e estbmago como porta de entrada. Apds 10 h de infeccdo, foi realizada
eutanasia para coleta de sangue e pulmdes, em seguida, contagem total e diferencial de leucdcitos,
dosagem de citocinas e histopatologia para andlise. Resultados: A administracdo de dose Unica
da fracdo Hev b 13, 2 h apds a inducdo de sepse, diminuiu significativamente a contagem total
de leucécitos. Associado a maior producdo de IL-10 e IL-4, e menor de IL-6, atenuou as lesGes
nos tecidos pulmonares em comparagdo com os grupos controles. Concluséo: A fracdo Hev b 13
apresenta tendéncia anti-inflamatdria, com potencialidades no tratamento da sepse.

ABSTRACT - Background: Sepsis is a potentially life-threatening complication of an infection that occurs
when chemicals released into the bloodstream to fight the infection trigger inflammatory responses
throughout the body, especially in the acute phase of the disease, producing excessive pro-inflammatory
cytokines, leading to multiple organ injury and death. The Hev b 13 fraction has demonstrated
biological activity capable of inducing IL-10 production and shrinking inflammatory disease lesions.
Aim: To investigate the immunomodulating effects of the Hev b 13 fraction on septic rats. Methods:
Acinetobacter baumannii was injected into the peritoneal cavity of the animals after sustaining a lesion in
the pancreas, with the stomach as an entry point. After 10 h of infection, they were euthanized for blood
and lung collection, followed by total and differential leukocyte count, determination of cytokine level and
histopathological analysis. Results: Administering a single dose of the Hev b 13 fraction 2 h after sepsis
induction significantly decreased total leukocyte count. Higher IL-10 and IL-4 and lower IL-6 production
shrank the lung tissue lesions compared to the control groups. Conclusion: The Hev b 13 fraction exhibits
an anti-inflammatory tendency, with potential for sepsis treatment.

This is an open-access
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INTRODUCAO

da resposta inflamatdria sistémica desencadeada por infeccdo suspeita ou

confirmada. Do ponto de vista clinico, a apresentacdo da sepse se correlaciona
as diversas possibilidades de interacdo entre homem e micro-organismos, podendo sobrevir
de diferentes focos inicias'.

As suas manifesta¢des clinicas - tais como febre, edema, hipercoagulacdo, taquipneia
e hipotensao periférica - derivam da liberagdo sistémica de mediadores inflamatérios,
denominados de citocinas, pelas células de defesa e endoteliais, desempenhando papel
importante atuando como mensageiros quimicos?3. Ha ainda quem caracterize a sepse como
sendo a ruptura do complexo equilibrio entre citocinas pro-inflamatdrias e anti-inflamatorias™.

Odesequilibrio entre esses mediadores esta fortemente relacionado com a severidade e
mortalidade na sepse, que principalmente na fase aguda da doenca produz exacerbadamente
citocinas pro-inflamatdrias contribuindo para lesdes em 6rgéos alvo, levando a insuficiéncia
de multiplos 6rgaos e morte. A associacdo entre concentracdes elevadas de citocinas pro-
inflamatorias IL-1, IL-6 e TNF na fase aguda da sepse e disfun¢des organicas graves tem sido
estudada e comprovada®'®'3,

Nao existe no mercado nenhuma medicacao efetiva em alcangar o contrabalanco da
resposta inflamatdria aguda até o momento'. Diversos protocolos de tratamento tém sido
propostos no intuito de reduzir a morbimortalidade induzida pela resposta inflamatoria na
sepse; no entanto, apesar de grandes avancos, a incidéncia de dbitos decorrente dela ainda
é elevada, sendo necessaria a busca de novos recursos terapéuticos"'

Pesquisas recentes utilizando uma proteina derivada do latex natural da Hevea brasiliensis
(seringueira), denominada Hev b 13, tem demonstrado atividade biolégica capaz de induzir
a producéo de interleucina 10 (IL-10) in vitro, estimulando uma resposta anti-inflamatéria™.
Em outros experimentos utilizando modelos animais de retocolite ulcerativa, bem como de
artrite reumatoide, o tratamento dos animais com a fracdo Hev b 13 demonstrou importante
regressao das lesdes em estudo?.

Q definicdo de sepse abrange as situacdes nas quais se estabelece a sindrome
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Tendo em vista o potencial imunomodulador da fracdo

purificada Hev b 13, o objetivo deste estudo foi investigar seus
efeitos em ratos com sepse induzida experimentalmente.

METODOS

Obtencao da Hev b13 e animais

A fracdo purificada Hev b 13, derivada do latex natural da
Hevea brasiliensis, foi gentilmente fornecida pelo Laboratério Pele
Nova Biotecnologia lote 1502-243.

Foram utilizados Rattus norvegicus albinus linhagem Wistar,
machos adultos, apresentando peso corporeo entre 200-300 g,
procedentes do Biotério Central da Pontificia Universidade Catélica
de Goias. Os animais foram alojados em gaiolas individuais de
polipropileno, com piso sélido, forradas com maravalha esterilizadas,
conforme padréesinternacionais e Sociedade Brasileira de Ciéncias
em Animais de Laboratdrio. O ambiente foi mantido emtemperatura
média de 21° C, sistema de ventilacdo, ciclo de claro-escuro, dieta
especifica para espécie e agua ad libitum. O experimento teve
inicio apds a aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais da
PUC-GO protocolo n°002/2013.

Cepas de Acinetobacter baumannii multirresistente

As cepas utilizadas no experimento foram obtidas do Laboratério
de Anélises Clinicas do estado de Goiés, cultivadas, isoladas e
diluidas para 6x10® UFC/mm?, com andlise de viabilidade e perfil no
Laboratério de Microbiologia do Instituto Carlos Chagas/Fiocruz,
através da escala nefelométrica de Mc Farland. Posteriormente,
foram submetidas a cultura e antibiograma para confirmacéo de
resisténcia a antibidticos.

Inducdo da sepse

Os animais foram anestesiados no musculo anterior da coxa
direita, com cloridrato de cetamina (50 mg/kg) e xilazina (8 mg/
kg). Posteriormente, foi realizada antissepsia da regido cirdrgica
com clorexidina degermante e entdo, submetidos a laparotomia
mediana com tracdo e seccdo transversa da parede gastrica de 0,5
cm, disseccdo e secgdo do pancreas espraiado retrogastrico com
ligadura das extremidades utilizando fio de seda 2,0 seguido de
seccdo transversa do duodeno na segunda por¢ao do mesmo. A
sintese foi realizada com fio de poliéster 3,0 agulha cilindrica, tanto
gastrica quanto duodenal e avaliacdo cuidadosa da gastrorrafia
e enterorrafia, checando a paténcia do transito e hemostasia
completa. Neste momento, 1,0 ml da solucdo contendo Acinetobacter
baumannii (6x108) foi injetada na cavidade peritoneal e apos,
realizada a sutura da parede abdominal em dois planos com fios
de poliéster e nylon 3,0.

Grupos e tratamentos

O tratamento foi realizado de acordo com a randomizacao
nos animais na segunda hora do pés-operatério na dose de 0,5
mg/Kg de Hev b 13 ou Tml de solucdo fisioldgica 0,9%. Os grupos
ficaram assim distribuidos: Controle Normal - animais ndo expostos
aqualquertipo de procedimento ou tratamento; Controle Cirdrgico
- animais submetidos apenas a operacdo sem inoculagao de cepa
e tratamento; Grupo Tratamento Hev b 13 - animais submetidos a
cirurgia, cominoculacdo de cepa e tratamento com Hev b 13; Grupo
Tratamento Solugado Salina 0,9 % - animais submetidos a cirurgia,
com inoculagdo de cepa e tratamento com solucéo fisiolégica. A
eutanasia foi realizada na décima hora de pds-operatdrio para coleta
de material bioldgico. Este tempo foi determinado em estudo piloto
no qual observou-se piora significativa nos sinais clinicos de sepse.

Leucograma e plaquetograma

Foram realizados no equipamento COBAS XE 2100D da
ROCHE, pela metodologia de citometria e impedancia elétrica.
Para contagem diferencial, foram confeccionados esfregacos de
novas amostras de sangue e corados com Pandtico (Laborclin
- Parané - Brasil) para identificacdo dos leucdcitos através das
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suas especificidades morfoldgicas em microscépio éptico (Nikon,
Modelo - Eclipse E —aumento de 400X).

Andlise histopatoldgica

O pulmao direito foi fixado em solucdo de formaldeido
a 10% e posteriormente, incluidos em parafina. Cada bloco foi
preparado e seccionado em micrétomo a 5pm de espessura e,
em seguida, corado com H&E, para visualizagdo em microscédpio
de luz. As imagens foram obtidas por meio da camera digital
acoplada ao microscopico, com placa de captura Pinnacle Studio
AV/DV Deluxe. A andlise sobre as lesdes histopatoldgicas dos
pulmades foram classificas em: (-) ausente; (+) leve; (++) moderado;
(+++) acentuado, nas categorias infiltragdo de neutrdéfilos, edema
intersticial, congestao, hemorragia, membrana hialina e necrose’.

Preparo das amostras e Elisa

Fragmentos de pulmé&o esquerdo foram coletados, pesados
em balanca de precisao, acondicionados em eppendorf’s com 200
Il de tampéo salino-fosfato 1X e estocados no freezer -80° C até
a dosagem. Estes foram descongelados e acrescidos de 15 ml/mg
de PBS 1X, 10% de solucdo de lise e 1% de inibidor de protease
(Sigma), macerados manualmente, homogeneizados pelo aparelho
Politron e posteriormente, centrifugados. Utilizou-se o sobrenadante
do macerado das amostras para as dosagens de IL- 10, IL-4, IL.-6 e
TNF, através do ensaio imunoenzimatico (Elisa), conforme instrucbes
do fabricante nos kits BD-OptEIA™ Biosciences.

Analise estatistica

As concentracbes de citocinas contidas nas amostras foram
calculadas a partir da curva padréo, obtida pela diluicdo seriada.
Para comparagao multipla utilizou-se ANOVA (Andlise de Variancia)
seguido pelo teste de Bonferroni, com nivel de significancia p<0.05.
Os resultados estao expressos em picogramas ou nanogramas de
citocinas/miligramas de tecido e o calculo realizado pelo programa
GraphPad Prism versdo 6.05. com nivel de significancia p<0.05.

RESULTADOS

Perfil de resisténcia das cepas de Acinetobacter baumannii

A anélise do perfil de resisténcia a antimicrobiano das
cepas de Acinetobacter baumannii utilizadas na induc¢do da
sepse encontra-se disposta da Tabela 1, sendo elas resistentes
a 14 diferentes tipos de antibidticos e sensiveis apenas a
Tetraciclina e Trimetropim.

TABELA 1-Antibiograma das cepas de Acinetobacter baumannii

Antimicrobiano MIC*  Padrao
Amicacina >32 Resistente
Amipicilina/Sulbactam >16/8 Resistente
Cefepime >16  Resistente
Cefotaxima >32  Resistente
Ceftadizima >16  Resistente
Ceftriaxona >32 Resistente
Ciprofloxacino >2  Resistente
Gentamicina >8  Resistente
Imipenem >8  Resistente
Levofloxacino >4  Resistente
Meropenem >8  Resistente
Piperacilina/Tazobactan >64  Resistente
Tetraciclina <4 Sensivel
Tobramicina >8  Resistente
Trimetropim/Sulfadiazina <2/38 Sensivel

*Concentracdo Inibitéria Minima

Analise laboratorial de leucocitos e plaquetas

Na comparacdo entre as médias das analises laboratoriais
de série branca e plaquetas, a contagem de leucdcitos totais foi
significativamente menor (p<0,05) no grupo tratado com Hev
b 13 (2748+633,3) com relagdo ao grupo tratado com solucao
salina (4416+1133,2). O grupo controle normal (2983+104,08)
também foi significativamente menor que o grupo solugdo

ABCD Arq Bras Cir Dig 2017;30(2):93-97



EFEITOS IMUNOMODULADORES DA FRACAO PURIFICADA HEV B 13 EM RATOS COM SEPSE

salina. Para as demais especificidades celulares, ndo houve
diferenca significativa.

Analise histologica dos pulmdes

No grupo controle normal ndo houve alteracdes morfoldgicas
e foram utilizadas para imagens de referéncia (Figura 1A). No
controle cirurgico houve leve edema de septos alveolares e
raros pontos hemorragicos (Figura 1B). Espessamento acentuado
de septos alveolares com hemorragia intra-alveolar, infiltrados
inflamatorios e hiperplasia celular foi observado no grupo tratado
com solucdo salina (Figura 1C), ao passo que a inflamacao
intersticial no grupo tratado com a Hev b 13 foi menos severa,
com espessamento moderado de septos, discreta hemorragia
e menor quantidade de infiltrados inflamatérios (Figura 1D).

FIGURA 1- Efeitos do tratamento com a Hev b 13 na histologia
pulmonar de ratos sépticos corados com H&E
(magnification 40X): A) tecido pulmonar do grupo
Controle Normal sem altera¢gdes morfologicas; B)
grupo Controle Cirdrgico com leve espessamento
de septos alveolares e raros pontos hemorragicos; C)
grupo Solugdo Salina com espessamento acentuado de
septos alveolares, hemorragia einfiltrados inflamatérios;
D) grupo Hev b 13 com espessamento moderado de
septos alveolares, discreta hemorragia e infiltrados
inflamatorios.

Analise de citocinas no tecido pulmonar

A produgdo de TNF no grupo tratado com a Hev b 13 foi
semelhante ao grupo tratado com solucéo salina e grupo cirdrgico,
com diferenca significativa (p<0,05) apenas com relagdo ao grupo

normal (Figura 2A).

Os niveis na producdo de IL-10 no grupo tratado com Hev
b 13 foi aumentado com relacdo a todos os demais grupos, no
entanto significativo (p<0,05) apenas entre os grupos normal e
cirdrgico (Figura 2B).

Com relacdo aos niveis de IL-4, o grupo tratado com Hev b 13
apresentou maior producdo que o grupo tratado com solugao salina,
no entanto ndo houve diferenca significativa entre eles. Curiosamente,
o controle cirlirgico apresentou médias significativamente maiores
(p<0,05) naproducdode|L-4 comrelagdo aosdemais grupos (Figura 2C).

Na Figura 2D, a producdo de IL-6 no grupo de animais tratados
comHev b 13 foi menor que no grupo tratado apenas com solucdo
salina, mas ndo significativa. O controle cirdrgico apresentou niveis
inferiores significativos (p<0,05) entre o grupo tratado com solucéo
salina e aumentados comparado ao grupo normal.

— |
e
—
—A
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FIGURA 2- Efeitos da Hev b 13 na producédo de citocinas em
tecido pulmonar de ratos com sepse: Apds 10 h de
tratamento subcutaneo com 0,5 mg/Kg de Hev 13, os
animais foram eutanasiados, coletado amostras do
tecido pulmonar, inclusive dos grupos controle, para
dosagem das citocinas com n=8 individuos por grupo.
Os valores da concentragdo de IL-10 (2A), TNF (2B),
IL-4 (2C) e IL-6 (2D) estdo expressos em picogramas
ou nanogramas de citocinas/miligramas de tecido.
A linha horizontal representa a média+SD. *(p<0,05)
indica os grupos significativos entre si analisados pelo
teste Anova seguido por Bonferroni.

TABELA 2 - Andlise descritiva das andlises laboratoriais de série branca e plaquetas, entre os grupos Controle Normal, Controle
Cirurgico, Tratamento SF 0,9% e Tratamento Hev b13

Plaquetograma

Média (+DP) 399666 (+£124073,9) 510600 (£174513,3) 397000 (£114024,1) 479480 (£214806,8)

Variagao 258000-489000 304000-751000 241000-522000 100400-634000
Leucécitos totais

Média (+DP) 2983 (+£104,08) 3940 (+432,8) 4416 (£1133,2)* 2748 (£633,3)

Variacdo 2900-3100 3560-4410 3340-5700 1930-3600
Neutrofilos

Média (+DP) 1252 (+46,7) 2125 (+7,95) 1869 (+956,429) 1096,28 (+392,655)

Variagdo 1209-1302 1282-2808 939,3-2957,4 579-1530
Linfocitos

Média (+DP) 1125 (£75,18) 1794 (£666,2) 1797,3 (£103,109) 1171,4 (£322,097)

Variagado 1064-1209 1118-2450 1666,5-1938 663-1453,5
Eosinofilos

Média (+DP) 19,3 (£16,7) 11,6 (£20,2) 22,6 (£30,894) 37,56 (£15,013)

Variagdo 0-29 0-35 0-57 25-62
Monécitos

Média (+DP) 527 (+41,4) 527 (£151,7) 598,04 (+168,9) 429,32 (£287,951)

Variacdo 383-465 357-648 424,2-855 250,9-936
Basofilos

Média (+DP) 49,6 (+18,0) 26,3 (£23,2) 22,56 (+30,894) 13,42 (+18,458)

Variagao 0-62 0-44 0-57 0-36

DP=desvio-padrdo; SS=solucao salina;*=diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos Controle normal e Hev b 13 comparados pelo teste ANOVA seguido de Bonferroni
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DISCUSSAO

A fracdo Hev b 13 é uma esterase alergénica, obtida a
partir do latex natural da Hevea brasiliensis?, que em fracoes
altamente purificadas estimulou em estudos prévios mondcitos
humanos a produzirem niveis elevados de IL-10 e reduzir TNF,
abrindo caminhos para a pesquisa de reagdes imunoldgicas
mediadas por essa fracdo'°.

Sepse é uma forma grave de reacdo inflamatéria sistémica,
geralmente causada por infec¢des bacterianas ocasionando
aumento descontrolado da resposta inflamatéria’. Neste sentido,
a fragdo Hev b 13 foi administrada em ratos sépticos e seus
efeitos imunomoduladores avaliado neste estudo.

Parainduzir processo séptico nos ratos, lesiona-se estbmago
e pancreas servindo como porta de entrada para a injecdo de
Acinetobacter baumannii. Este modelo foi utilizado para simular
situagdes cotidianas nas UTI's brasileiras, onde essa bactéria
com habilidades de desenvolver resisténcia, compromete
a sobrevida de pacientes que estdo sobre intensa resposta
inflamatdria aguda, normalmente utilizando como sitio de
infecéo de feridas operatorias®'.

Neste estudo, os leucécitos totais do grupo tratado
com a Hev b 13 apresentaram niveis diminuidos em relagdo
ao grupo tratado com solugdo salina. Uma hipétese para esse
primeiro resultado, seria a proteina ter causado a redistribuigdo
dos leucécitos do compartimento vascular para o local da
injuria de modo que o limitou no sangue. Por isso, os pulmdes
foram coletados para anélise histopatolégica e dosagem de
mediadores inflamatérios, buscando possiveis danos teciduais.
Foram encontradas alteracdes histopatoldgicas nos tecidos
pulmonares dos animais sépticos. Essa ocorréncia coincide
com outros autores, visto que os pulmdes sdo os 6rgdos mais
frequentemente afetados na sepse grave'®?'. No entanto, a
destruigdo dos alvéolos foi surpreendentemente atenuada nos
animais que receberam o tratamento com a Hev b 13 (Figura
1D), comrelacdo aos animais que receberam tratamento apenas
com solugdo salina (Figura 1C). Esta protecdo provavelmente
ocorreu devido a inibicdo da inflamagao ou estresse oxidativo,
que sdo os dois mecanismos mais importantes responsaveis
por lesdes de 6rgaos na sepse'?, fato que se consolidou apos
os resultados da concentracdo de mediadores inflamatérios
nos tecidos pulmonares.

Verificou-se que nos animais tratados com a Hev b 13,
a concentracdo de IL-6 nos tecidos pulmonares, embora ndo
significativa, foi menorem comparagdo ao grupo tratado apenas
com solucdo salina. Estudos anteriores tém demonstrado que
TNF e IL-6 sdo as citocinas mais fortemente associadas com a
sepse. O excesso de producdo destes mediadores inflamatorios
induz lesdo endotelial e epitelial, extravasamento vascular,
edema e vasodilatacdo, favorecendo o desenvolvimento da
sindrome de disfuncdo de multiplos érgdos (SDMO)?.

A diminui¢do na produgdo da IL-6 no proprio tecido
pulmonar neste estudo pode ter atenuado o processo inflamatorio,
consequentemente o espessamento alveolar. Nossos estudos
corroboram com Teixeira et al.’®, onde a administracdo da Hev
b 13 em camundongos com colite experimental promoveu
reducdo da atividade inflamatdria e infiltragdo de leucdcitos na
analise histolégica do célon distal. Em outro estudo, foi induzida
em camundongos artrite experimental e tratada com a mesma
fragdo. Os autores descreveram melhora notavel nos achados
histopatoldgicos das articulacées de joelho, com diminuigéo
na atividade inflamatéria®.

Observou-se também, que houve tendéncia maior na
producdo das duas citocinas anti-inflamatérias dosadas neste
estudo, IL-4 e IL-10, nos animais tratados com a Hev b 13
comparativamente ao grupo controle tratado com solugao salina.
Alguns estudos correlacionam os efeitos protetores da IL-10 na
sepse com fatores como: metodologia de inducdo do processo
séptico (LPS- lipopolissacarideo ou LPC- Ligadura e puncdo do
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ceco) e tempo de intervenc¢do®. Mas em geral, o tratamento de
ratos sépticos com IL-10 atrasa o inicio da letalidade, aumenta
asobrevida e estende-se ajanela terapéutica'. Em contraste, a
IL-10 administrada apds o desenvolvimento do choque séptico
grave, independente da metodologia de inducdo, pode ter seu
beneficio terapéutico limitado®.

Com relacdo a IL-4, sabe-se que ela desempenha papel
importante na patogenia da sepse, mas sua funcao precisa
durante o curso da doenca ainda permanece desconhecida®.
Estudos em animais revelaram que IL-4 aumentou a sobrevida
de camundongos expostos a doses letais de LPS?, e atividade
anti-inflamatéria em varias doencas autoimunes’®. Neste
estudo, o grupo controle cirlrgico apresentou niveis de IL-4
maiores que nos com sepse, mas nao foram encontradas
referéncias que pudesse explicar esse fato. Isso provavelmente
contribuiu para atenuar as lesdes nos alvéolos pulmonares,
classificando-a como sendo uma proteina com potencialidades
para o tratamento da sepse. Entretanto, como neste estudo
foi utilizada dose Unica para o tratamento, sugere-se novas
pesquisas abordando diferentes concentracdes e dosagens
para identificar com precisdo todos os efeitos da Hev b 13 na
sepse e seus mecanismos de agao.

CONCLUSAO

A fragdo Hev b 13 apresenta tendéncia anti-inflamatéria
com potencialidades no tratamento da sepse.
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