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RESUMO

A sepse € definida como uma sindrome em que hd o desequilibrio entre as respostas anti e
pré-inflamatérias levando a efeitos sistémicos. Com o intuito de descobrir alternativas
eficientes para conter este quadro, estudos com produtos naturais sdo cada vez mais presentes
na literatura. Neste contexto, tem-se a espécie vegetal Punica granatum L. conhecida como
roma e que apresenta acdo anti-inflamatdria, antimicrobiana e antioxidante. Dessa maneira, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o possivel efeito anti-inflamatério que o Extrato Bruto de
Punica granatum (EBPg) apresenta frente a sepse polimicrobiana letal induzida em
camundongos. Para investigar o efeito do EBPg (5mg/Kg) foram utilizados 25 animais
distribuidos em 5 grupos: CLP, ATB (tratado com Imipenem), CLP tratado 6 horas antes da
inducao de sepse, CLP tratado concomitante a sepse e CLP tratado 6 horas apds a inducao de
sepse. A sobrevida desses animais foi acompanhada por 5 dias a cada 12h. Verificou-se que o
extrato teve efeito terapéutico e que os animais com tratamento concomitante a indugdo de
sepse tiveram aproximadamente 65% de sobrevida. Para avaliar os parametros celulares e
imunoldgicos 15 animais foram distribuidos em 3 grupos: SHAM, CLP e CLP+EBPg. Apos
12h da indugdo da sepse os animais foram eutanasiados. Inicialmente avaliou-se o percentual
de leucdcitos no sangue periférico, observando-se aumento no numero de linfécitos e
neutréfilos nos animais sépticos tratados, em relacdo aos animais nao tratados. Avaliou-se o
efeito do EBPg nos principais 6rgaos linfoides primérios (medula) e secundérios (linfonodo e
baco) por meio de contagem total de células, bem como no foco infeccioso (peritdnio) por
meio de contagem total e diferencial e no pulmao, um dos principais 6rgdos acometidos na
sepse, por meio de contagem diferencial de células do Lavado Bronco Alveolar (LBA).
Observou-se que ndo houve diferengca na quantidade de células presentes na medula,
linfonodo e LBA entre os grupos tratado e nao tratado. No entanto, houve menor quantidade
de células no bago dos animais tratados quando comparados com animais ndo tratados e
aumento de células na cavidade peritoneal. Dentre os tipos celulares encontrados no peritonio
dos animais sépticos tratados ou ndo, os neutréfilos tiveram maior percentual. No entanto, o
extrato promoveu o aumento tanto de macréfagos como de linfocitos no foco infeccioso. Com
o intuito de investigar a eficiéncia das células em conter a proliferacdo de microrganismos no
foco infeccioso avaliou-se a producdo de perdxido de hidrogénio. O extrato promoveu a
reducdo na MFI do grupo tratado e estimulado com PMA em relacdo ao grupo CLP e da
porcentagem de H,O, do grupo tratado em relagdo ao sham e ao CLP+EBPg, demonstrando
que o EBPg mantém a produc¢do de H,O,, porém ndao de maneira exacerbada. Para verificar
quais os fenétipos celulares estavam presentes nos 6rgdos linfoides secundarios (linfonodo e
baco) e no foco infeccioso, realizou-se a técnica de imunofenotipagem. No linfonodo houve
aumento do percentual de linfécitos e células dendriticas ativadas, e diminuicdo de linfocitos
auxiliares ativados. No baco verificou-se aumento de aivacdo de células apresentadoras. Nas
c€lulas do peritonio verificou-se aumento de linfécitos T helper ativados e diminuicdo de
linfécitos T citotoxicos. Além disso, verificou-se as principais citocinas liberadas no soro dos
animais. O EBPg promoveu o aumento da liberacdo de todas as citocinas dosadas (IL-6, IL-
10, MCP-1, INF-y, TNF) com um destaque especial para a IL-10. Dessa forma, podemos
inferir que o EBPg possui potencial imunomodulador, agindo no controle de parametros
inflamatérios como aumento da liberacdo de citocina regulatéria, ativagdo de células
imunolégicas envolvidas na atividade reguladora e apresentacdo de antigenos, controle da
producdo de peréxido de hidrogénio e controle indireto da infeccdo, através do recrutamento
de células para o foco infeccioso. Sendo assim, ele se apresenta como uma importante
alternativa terapéutica em casos de sepse.

Palavras chave: Inflamacao; Roma; Infeccao; Imunomodulacao.
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ABSTRACT

Sepsis is defined as a syndrome in which there is an imbalance between anti and pro-
inflammatory responses leading to systemic effects. With the aim of discovering efficient
alternatives to contain this picture, studies with natural products are increasingly present in
the literature. In this context, we have the plant species Punica granatum L. known as
pomegranate and that has anti-inflammatory, antimicrobial and antioxidant action. In this
way, the objective of this work was to evaluate the possible anti-inflammatory effect that the
Hidroaloolic Crude Extract of Punica granatum (HCEPg) presents against the lethal
polymicrobial sepsis induced in mice. To investigate the effect of EBPg (Smg/kg), 25 animals
were used in 5 groups: CLP, ATB (treated with Imipenem), CLP treated 6 hours before
induction of sepsis, treated with concomitant sepsis and PLC treated 6 hours after the
induction of sepsis. The survival of these animals was monitored for 5 days every 12 hours. It
was verified that the extract had therapeutic effect and that the animals with treatment
concomitant to the induction of sepsis had approximately 65% of survival. To evaluate the
cellular and immunological parameters, 15 animals were distributed in 3 groups: SHAM, CLP
and CLP+EBPg. After 12h of sepsis induction the animals were euthanized. The percentage
of leukocytes in the peripheral blood was initially evaluated, with an increase in the number
of lymphocytes and neutrophils in treated septic animals, compared to untreated animals. The
effect of HCEPg on the major primary (bone marrow) and secondary lymphoid organs (lymph
node and spleen) was evaluated by means of total cell count, as well as in the infectious
(peritoneum) focus by means of total and differential count and in the lung, a of the main
organs affected in sepsis, by means of differential counting of Broncho Alveolar Lavage
(BAL) cells. It was observed that there was no difference in the amount of cells present in the
bone marrow, lymph node and BAL between the treated and untreated groups. However,
there were fewer cells in the spleens of treated animals compared to untreated animals and
increased cells in the peritoneal cavity. Among the cell types found in the peritoneum of
septic animals treated or not, neutrophils had a higher percentage. However, the extract
promoted the increase of both macrophages and lymphocytes in the infectious focus. In order
to investigate the efficiency of the cells in containing the proliferation of microorganisms in
the infectious focus the production of hydrogen peroxide was evaluated. The extract promoted
the reduction in MFI of the treated and stimulated group with PMA in relation to the CLP
group and the percentage of H,O, of the treated group in relation to sham and CLP+HCEPg,
demonstrating that the HCEPg maintains H,O, production, but not of exacerbated manner. To
verify which cell phenotypes were present in the secondary lymphoid organs (lymph node and
spleen) and the infectious focus, the immunophenotyping technique was performed. In the
lymph node there was an increase in the percentage of activated lymphocytes and dendritic
cells, and a decrease in activated lymphocytes activated. In the spleen there was an increase in
the adduction of host cells. In cells of the peritoneum there was an increase in activated helper
T lymphocytes and a decrease in cytotoxic T lymphocytes. In addition, the major cytokines
released in the sera from the animals were found. HCEPg promoted increased clearance of all
cytokines (IL-6, IL-10, MCP-1, INF-y, TNF) with a special highlight for IL-10. Thus, we can
infer that the HCEPg has immunomodulatory potential, acting in the control of inflammatory
parameters such as increased release of regulatory cytokine, activation of immunological cells
involved in regulatory activity and presentation of antigens, control of hydrogen peroxide
production and indirect control of infection, by recruiting cells to the infectious focus. Thus, it
presents itself as an important therapeutic alternative in cases of sepsis.

Keywords: Inflammation; Pomegranate; Infection; Immunomodulation



1 INTRODUCAO

A sepse estd entre as maiores causas de admissdo de pacientes nas UTIs, acontecendo
especialmente em idosos e individuos imunossuprimidos (ESPOSITO et al., 2017). Ainda que
com ndmeros subestimados, ha relatos da alta incidéncia de sepse em todo o mundo, chegando
com, aproximadamente, 288 e 148 casos de sepse e “sepse severa” (termo em desuso) a cada
100mil pessoas por ano. (FLEISCHMANN et al.,, 2016). Esses pacientes sdo submetidos a
tratamento intensivo imediato devido a gravidade do caso, que pode rapidamente evoluir a dbito.
Todo o arsenal terapéutico dispensado ao paciente séptico € imprescindivel e extremamente
oneroso. Ventilagdo mecanica, antibioticoterapia restrita, hidratacdo venosa, monitoramento
ininterrupto e todos os recursos humanos disponiveis 24 horas geram um gasto miliondrio ao
sistema de saide. Mesmo com todo o suporte disponivel, o indice de 6bito devido a sepse ainda
permanece elevado, alcancando numeros acima de 80% (SCHULTZ et al., 2017).

Diversas pesquisas sdo direcionadas para a descoberta de novos agentes terapéuticos na
sepse. Dentre os possiveis agentes terapéuticos em avaliagdo clinica, destacam-se as
trombomodulinas, imunoglobulinas, corticosteroides, vasopressores € enzimas endodgenas
(VINCENT, 2015). No entanto, € cada vez maior a busca por substancias biologicamente ativas
que apresentem potencial antimicrobiano e imunomodulador em distdrbios inflamatérios como a
sepse. Nesse sentido, destacam-se os produtos naturais vegetais que sao ricos em principios
ativos com atividade bioldgica.

O laboratorio de Imunofisiologia da Universidade Federal do Maranhdo vem,
historicamente, desenvolvendo diversos trabalhos com o uso de produtos naturais em modelos de
inducdo de sepse. Dentre os principais resultados estdo os de Maciel et al., (2008), que mostraram
que o tratamento com extrato das folhas de Syzygium jambolanum garantiu a sobrevida de
camundongos sépticos, por induzir neutrofilia na cavidade peritoneal, aumentar a producdo de
perdxido de hidrogénio (microbicida) e reduzir TNF-a e do nitrito sérico; Souza et al., (2011) em
que o tratamento terapéutico com mesocarpo de babagu (Attalea speciosa Mart.) induziu uma
resposta imunoldgica eficaz frente a infec¢cao bacteriana promovida pela sepse letal induzida pela
inoculagdo de S. aureus e garantiu a sobrevida dos animais tratados; Maciel el al., (2014), no qual
foi possivel inferir que o tratamento com dose nao letal (200pug/kg) do veneno do escorpido
Tityus serrulatus é capaz de melhorar a sobrevida e a inflamacdo pulmonar em camundongos

com sepse induzida por CLP; Barroqueiro et al., (2016), que mostraram que o extrato do



mesocarpo de babacu (Attalea speciosa syn Orbignya phalerata Mart) tem agdo antimicrobiana
in vitro e importante acdo antisséptica in vivo devido as propriedades antimicrobiana e
imunoduladora, garantindo a sobrevida dos animais tratados. Por fim, Rios et al., (2017)
demonstraram que o tratamento com extrato de folhas de Chenopodium ambrosioides L. melhora
a atividade fagocitica das células imunolédgicas e diminui o crescimento bacteriano e a resposta
inflamatoria sistémica em camundongos com sepse induzida por ligadura e perfuragdo cecal.

Dentre as espécies vegetais com ampla diversidade de atividades bioldgicas destaca-
se Punica granatum L.. Pertencente a familia Punicaceae € popularmente chamada de roma,
romeira ou granado, com grande distribuicdo territorial (OLIVEIRA et al., 2010). A prética
empirica utiliza suas folhas, cascas de caule e frutos no tratamento de uma gama de infec¢des e
processos inflamatdrios diversos (JURENKA, 2008). Possui como constituintes grandes
quantidades de polifenois, como taninos e flavonoides, aos quais se pode atribuir atividade anti-
inflamatéria (LEE et al., 2010), antimicrobiana (AL-ZOREKY, 2009) e antioxidante (RICCI et
al., 2006).

As principais atividades bioldgicas da P. granatum estdo associadas aos compostos
secundérios encontrados em toda a sua extensdo. Na casca do fruto, em especial, os principais
componentes sdo compostos fendlicos como flavonoides (antocianinas e catequinas) € taninos
(punicalina, pedunculagina, punicalagina) e estdo fortemente relacionados a acdo antioxidante
(ISMAIL et al., 2012). Outros importantes componentes, como acido gélico, 4cido eldgico e
punicalagina, possuem atividade antibacteriana contra representantes da microbiota intestinal,
Escherichia coli, Salmonella spp. e Shigella spp contra Vibrio cholerae (PAl et al., 2011)

Trabalhos como os de Makled et al. (2016) indicam o efeito protetor de P. granatum
contra o estresse oxidativo e inflamagcdo em ratos sépticos por meio da inibicdo da via de
TLR4/NF-kB. Além disso, Shapiro et al., (2009) revisaram e destacaram a participagdo dos
polifenois, um dos principais componentes do extrato de P. granatum, na prevengao e tratamento
da sepse.

Frente a isso, este trabalho visa avaliar, o uso do extrato bruto hidroalcodlico da casca do
fruto de P. granatum em modelo experimental de sepse letal. Sabe-se que esse € um produto
natural com efeito antimicrobiano por possuir taninos e flavonoides na sua constituicao, e com
atividade antisséptica e anti-inflamatéria (LEE et al., 2010; JURENKA, 2008) caracteristicas de

grande importancia em um quadro de sepse. Dessa forma, a hipdtese testada foi: que o extrato



bruto hidroalcodlico da casca do fruto de P. granatum apresenta potencial acdo
imunomoduladora atuando na regulacdo da resposta inflamatdria sistémica em quadro de sepse
letal polimicrobiana induzida em camundongos.

Os resultados deste trabalho geraram um artigo cientifico (em anexo) intitulado “Punica
granatum L. decreases bacterial growth and systemic inflammatory response in sepsis induced by
Cecal Ligation and Puncture” que foi submetido a revista “Frontiers in Microbiology” que
publica artigos sobre descobertas notdveis em todo o espectro da Microbiologia. (ISSN: 1664-

302X, fator de impacto: 4.076 e qualis A2 para a drea de Medicina I).



2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Sepse
2.1.1 Perspectiva historica da definigcdo de sepse

O termo sepse tem origem grega ¢ era utilizado para expressar o conceito “decomposicao
de matéria orginica de origem animal ou vegetal na presenca de bactéria” (GEROULANOS et
al., 2006). A primeira mencdo do termo foi encontrada em poemas de Homer onde sepse deriva
da forma verbal sepo com significado de “eu apodreco”. Além disso, outros pesquisadores como
Hipdcrates, Aristoteles, Plutarch e Galen também usaram o termo sepse com 0O mesmo
significado. Isso indica que essa terminologia persistiu por mais de 2.700 anos com poucas ou
nenhuma mudanca de significado (GEROULANOS et al., 2006).

Apesar do termo sepse ser amplamente utilizado por longo periodo de tempo, a
importancia da resposta do hospedeiro a infec¢do foi primeiro descrita, classificada e separada
em imunidade mediada por células ou humoral nos anos 1880 (SINGH et al, 2006). A resposta do
hospedeiro na sepse € de crucial importancia porém, durante muitos anos permaneceu com
grandes limitagdes em sua definicdo. Nesse contexto, foram realizadas 3 importantes reunides,
sendo a primeira em 1991, a segunda em 2001 a udltima em 2014, onde profissionais da drea
discutiram e elaboraram consensos acerca da definicdo e de maneiras para agilizar o diagndstico
e prevenir a sepse, visando diminuir as altas taxas de mortalidade.

No primeiro consenso estabeleceu-se a SIRS como um processo inflamatério com
consequéncias sistémicas independente da causa (sem estar relacionada com infec¢ao) (Figura 1).
Tem como critérios a presenga de dois ou mais dos seguintes sintomas: temperatura corporal
maior que 38°C ou menor que 36°C; frequéncia cardiaca maior que 90 bpr; taquipneia, medida
por uma frequéncia respiratdria maior que 20 rpm ou hiperventilacdo, identificada por uma
PaCO; menor que 32 mmHg; alteracdes na contagem de leucdcitos numa faixa de mais de 12.000
cél./mm3 ou menos de 4.000 cel/mm?3 ou presenca de mais de 10% de neutréfilos imaturos. As
principais causas da SIRS sdo representadas por pancreatites, isquemia, injuria tecidual, traumas,
choque hemorrégico e injuria organica mediada pela imunidade. Recomendou-se que, quando a
SIRS for causada por uma infeccdo confirmada o termo certo a ser utilizado é sepse (BONE et
al., 1992).

O primeiro consenso destacou que o desenvolvimento da sepse € caracterizado por um

processo continuo de severidade da sindrome, podendo evoluir de sepse para sepse severa, se-



pse induzida por hipotensdo e chegar ao choque séptico, estigio mais grave. A sepse severa era
apresentada como uma condi¢@o onde havia associacdo com disfuncdo organica e hipoperfusao.
A sepse induzida por hipotensdo ocorria quando havia presenca de pressdo sistlica menor que 90
mmHg ou reducdo para 40 mmHg na auséncia de outras causas de hipotensdo. O choque séptico,
por sua vez, era definido como uma subdivisdo da sepse severa e ocorria quando havia sepse
induzida por hipotensdo persistente mesmo apds a administracdo do liquido de ressuscitacao
juntamente com a presenca de anormalidades de hiperperfusdo ou disfun¢do organica. Os autores
destacam também que o termo sindrome séptica nao deveria ser utilizado por gerar confusio e

ambiguidade em sua defini¢cdo (BONE et al., 1992).
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Figura 1. Inter-relacdo entre Sindrome da Resposta Inflamatoéria Sistémica (SIRS), sepse e infeccdo
estabelecido no primeiro consenso de sepse. A sepse passa a ser definida como o processo que ocorre quando ha
pelo menos um dos sinais da SIRS e necessariamente a presenca de um patégeno causador da infeccdo no sangue.
Enquanto que a SIRS € o processo causado por outros fatores ndo ligados a presenga de um patégeno. Fonte:
adaptado de BONE et al., 1992.

Levy et al (2003) destacam que mesmo apds a publicacdo das defini¢cdes e consensos
sobre a terminologia envolvida na sepse, muitos clinicos relatavam que a defini¢do ainda ndo era
clara o suficiente e que cerca de 71% dos profissionais de saide indagados ndo respondiam uma
definicdo de sepse que fosse comum a todos. Dessa forma, percebeu-se a necessidade de
atualizacdo desse termo e, portanto, as sociedades envolvidas elaboraram o segundo consenso de
sepse 10 anos depois do primeiro.

Com relagdo a sepse, o segundo consenso frisa a importancia de estabelecer critérios que
ajudem a identificar a sindrome o mais prontamente possivel, a fim de agilizar o tratamento e

diminuir significativamente o nimero de 6bitos. Dessa forma, os pesquisadores apontaram que 0s



critérios de sepse devem ser uteis tanto para clinicos, que cuidam nos pacientes diretamente nos
leitos, sendo sensiveis para identificar a maioria dos pacientes, aplicdveis tanto a adultos quanto a
pacientes pedidtricos e neonatais; quanto para os pesquisadores que estudam a sindrome em
laboratério (LEVY et al., 2003).

As definicdes de sepse severa, estdgio mais grave da sepse quando had presenga de
disfun¢do organica; e de choque séptico, estado de insufici€ncia circulatéria aguda caracterizada
por hipotensao arterial persistente e ndo explicada por outras causas; bem como a defini¢do de
disfuncdo organica permaneceram sem alteragdes em comparagao com o consenso de 1992.

O segundo consenso de sepse ndo apresenta nenhuma nova defini¢ao delimitada de sepse
ou de terminologias associadas a sindrome, pois os estudiosos envolvidos alegaram a falta de
evidéncias que dessem suporte a novas defini¢cdes. No entanto, realiza diversas consideragoes
baseadas em observagdes da realidade e discussdes que serdo pertinentes para a realizacdo do
terceiro consenso, 13 anos depois.

Um dos maiores problemas relatados na sepse € a dificuldade de estabelecer critérios
clinicos padronizados e caracteristicos que sejam eficazes no pronto reconhecimento do paciente
séptico. Isso implica em maior dificuldade de desenvolvimento de estudos epidemioldgicos
devido a falta de consenso entre as formas e critérios de diagndsticos globais para a sindrome.
Esse fato gera uma grande variac@o na incidéncia e na taxa de mortalidade relatadas para a sepse.
Portanto, um dos interesses do terceiro consenso de sepse foi definir critérios e caracteristicas
com o objetivo de trazer uniformidade e sanar esse desafio. Esses critérios devem identificar
todos os elementos da sepse (infec¢do, resposta do hospedeiro e disfuncdo organica), serem féceis
de obter, estarem prontamente disponiveis e terem um custo razodvel (SINGER et al., 2016).

Anteriormente a sepse era definida por 2 ou mais critérios da SIRS com a presenga de um
agente infeccioso. O novo consenso admite que a sepse envolve ambas as resposta inflamatoria e
anti-inflamatérias do hospedeiro juntamente de outros fatores ndo imunolégicos como:
cardiovascular, neuronal, hormonal, bioenergética, metabdlica e de coagulacdo. Portanto, a partir
do terceiro consenso € adotada uma nova definicao de sepse: disfunc¢do organica potencialmente
fatal causada por uma resposta de hospedeiro desregulada a infec¢do. Essa nova defini¢do
abrange caracteristicas importantes da sepse como a desregulacdo da homeostase, causada pela
resposta do hospedeiro a infecc¢do, a potencial letalidade da sindrome e a necessidade do seu

pronto reconhecimento (SINGER et al., 2016).



Além disso, é destacado que o critério de 2 ou mais sintomas da SIRS € ineficaz, uma vez
que a SIRS d4 indicios de inflamagdo e que esses sinais estdo presentes em muitos tipos de
pacientes, incluindo aqueles que ndo sao acometidos de infeccdo. Por outro lado, hd pacientes
apresentando infec¢do e com diagndstico de faléncia de 6rgdo que ndo apresentam o minimo de 2
sinais da SIRS, o que demonstra a sua ineficiéncia no diagnéstico de sepse (SINGER et al.,
2016).

Assim como no conceito de sepse o diagndstico de faléncia de Orgdos apresenta
inconsisténcia, o que leva a uma grande variedade de resultados. O comprometimento da fun¢do
organica € avaliado pela aplicagdo de diversos sistemas de pontuacdo, o que pode ser uma das
causas da inconsisténcia de resultados e dificuldade de interpretacio dos mesmos. O sistema de
pontuacdo predominantemente usado € o SOFA (Sequential Organ Failure Assessment) (Tabela
1) onde uma maior pontuagdo estd relacionada com o aumento da probabilidade de morte. No
entanto, o SOFA ndo é bem reconhecido fora da Unidade de Tratamento Intensivo, o que
prejudica a detecgdo precoce de fatores de risco para a faléncia de algum 6rgao vital (SINGER et

al., 2016).

Tabela 1. Critérios e respectivas pontuacoes para o0 SOFA (Sequential Organ Failure Assessment). O SOFA
avalia pardmetros como respiracio, coagulacio, figado, funcio cardiovascular, sistema nervoso central e rins. Para
cada pardmetro sdo dispostos critérios e sinais que sdo atribuidos de uma determinada pontuagdo que varia de 0 a 4.
Quanto maior for a pontuacdo do paciente no SOFA, maior serd a probabilidade de morte. Fonte: adaptado de
SINGER et al., 2016.

Pontuacdo sequencial de avaliagdo de falha de 6rgéo [sepse]

a

Pontuagdo
Sistema 0 1 2 3 4
Respiragdo
Pao,/Fio0,, mm Hg 2400 (53.3) <400 (53.3) <300 (40) <200 (26.7) com <100 (13.3) com
(kPa) suporte respiratério suporte respiratério
Coagulagdo
Plaquetas, x10>/uL 2150 <150 <100 <50 <20
Figado
Bilirubina, mg/dL <1.2 (20) 1.2-1.9 (20-32) 2.0-5.9 (33-101) 6.0-11.9 (102-204) >12.0 (204)
(umol/L)
Cardiovascular PAM270 mm Hg PAM <70 mm Hg Dopamina <5 or Dopamina5.1-15 Dopamina >15 or
Dobutamina ou epinefrina 0.1 ou epinefrina>0.1
(qualquer dose)’ ou norepinefrina S0-1° ou norepinefrina >0.1°

Sistema nervoso central
Pontuagdo escala 15 13-14 10-12 6-9 <6

Glasgow Coma ©

Renal
Creatinina, mg/dL <1.2 (110) 1.2-1.9 (110-170) 2.0-3.4 (171-299) 3.5-4.9 (300-440) >5.0 (440)
(umol/L)
Saida de urina, mL/d <500 <200

Abreviagdes: FI0,, fragdo inspiragdo de oxigénio, PAM: pressdo arterial média  "Doses de catecolamina dadas comd!g/kg/min por pelo menos 1 hora
Pao, pressido parcial de oxigénio ©Pontuacio escala Glasgow Coma varia de 3 a 15; Maior pontuagéo indica melhor

2 Adaptado de Vincent et al.” fungdo neurolégica.




O terceiro consenso de sepse (Sepse-3) delimita também uma nova definicdo para choque
séptico: um subconjunto da sepse em que as anormalidades consequentes do metabolismo
circulatério e celular sdo profundas o suficiente para aumentar substancialmente a mortalidade.
Assim, foram elaborados novos critérios clinicos para definir o quadro de choque séptico,
envolvendo pardmetros como hipotensao, necessidade de terapia vasopressora, niveis de lactato e
fluido de ressuscitacdo adequados (SINGER et al., 2016).

O Sepse-3 além de dar maior enfoque ao SOFA traz para discussdo a utilizacdo de mais
um elemento com intuito de acelerar o reconhecimento de um paciente séptico: o quick SOFA
(qSOFA). Essa ferramenta é diferente do SOFA tanto em funcdo quanto em parametros
avaliados. O qSOFA ¢ utilizado fora da UTI, ou seja, a beira leito, de forma a detectar com maior
rapidez os principais sinais que indicam pacientes com graves complicacdes e que tendem a ter
um mau progndstico. No qSOFA sdo avaliados pardmetros como taxa respiratoria, alteracdo
mental e pressdo sanguinea (SINGER et al., 2016).

Além dos trés consensos de sepse, em 2002 criou-se a Surviving Sepsis Campaign que é
uma colaborac¢do conjunta da “Society of Critical Care Medicine” e da “Sociedade Europeia de
Medicina Intensiva”, comprometidas com a redu¢do da mortalidade e da morbidade por sepse e
choque séptico em todo o mundo (RHODES et al., 2017). Essa campanha é responsavel pela
delimitacdo de diretrizes para o diagnéstico e tratamento da sepse, sendo essencial nos estudos

epidemioldgicos.

2.1.2 Epidemiologia da Sepse

Um dos principais desafios dos estudos epidemioldgicos de sepse estava, primeiramente,
na dificuldade de padronizacdo do conceito e, portanto, na possibilidade de subnotificacdo devido
a associacdo do 6bito a patologia consequente da sepse e ndo a sepse propriamente dita. Esse e
outros fatores, como a discrepancia entre notificacdo de casos de sepse em paises desenvolvidos e
pais ndo desenvolvidos e entre hospitais da rede publica e privada, impedem o acesso ao real
nimero de casos de sepse no mundo (ILAS, 2016).

Martin e colaboradores realizaram, em 2003, um importante estudo epidemiolégico da
sepse nos EUA abrangendo os anos entre 1979 e 2000, por meio de acesso ao banco de dados do
National Hospital Discharge Survey. Cerca de 750 milhdes de pacientes foram analisados e os
pacientes sépticos foram identificados com base na Classificacao Internacional de Doengas, Nona

Revisdo, Modificagdes Clinicas. De forma geral, mais de 10 milhdes de casos de pacientes com



sepse foram identificados. Nesse periodo, ocorreu um aumento na incidéncia de sepse de 8,7% ao
ano.

Padkin e colaboradores (2003) usaram um banco de dados compilado na Inglaterra, Pais
de Gales e Irlanda do Norte para determinar a incidéncia de sepse nesses paises. Cerca de 39%
das UTIs desses paises foram avaliadas com dados das primeiras 24 horas dos pacientes apds a
admissdo. No geral, 27,1% das admissdes (de adultos) tiveram sepse nas primeiras 24 horas. Em
estimativa para os paises da Inglaterra e Pais de Gales, a taxa de incidéncia anual para sepse
grave foi determinada em 51 casos por 100.000 habitantes.

Embora haja aumento da sua incidéncia, a letalidade em casos de sepse diminuiu, nos
ultimos anos devido, dentre outros fatores, aos avangos no suporte e cuidados aos doentes graves
(ZIMMERMAN et al.,, 2013). Como por exemplo, a implementacdo da Surviving Sepsis
Campaign (DELLINGER et al., 2013, RHODES et al., 2017) que abrange uma série de
informacdes e diretrizes para o tratamento de pacientes sépticos. Entretanto, os registros de
letalidade em publicagdes epidemioldgicas mostram um cendrio bastante diverso, com
importantes diferencas entre paises desenvolvidos e paises com poucos recursos.

No Brasil, os dados epidemioldgicos de sepse sdo escassos € antigos. Os trés principais
estudos multicéntricos sdo: o BASES, realizado em cinco UTIs em 2002 que mostrou a letalidade
por sepse e choque séptico em torno de 47,3% e 52,2%, respectivamente (SILVA et al., 2004); o
Sepse Brasil, que ocorreu em 2003 e abrangeu cerca de 75 UTIs de dezessete estados e mostrou
que, em média, 17% dos leitos nessas unidades sdo ocupados por pacientes sépticos, com
letalidade de 34,4% e 65,3% por sepse e choque séptico, respectivamente (SALES et al., 2006);
por fim, o COSTS, que, entre 2003 e 2004, analisou 21 UTIs mostrando que ha maior letalidade
de pacientes sépticos em hospitais da rede do Sistema Unico de Satide (SUS) em rela¢io aos
hospitais ligados ao Sistema de Satde Suplementar (SOGAYAR et al., 2008).

Sabe-se que, quanto mais grave o quadro clinico maior € a taxa de letalidade e que o foco
infeccioso estd intimamente relacionado com a gravidade do processo séptico (ILAS, 2016;
MAYR et al., 2014). Estudos sobre os tipos de microrganismos causadores da sepse tém evoluido
ao longo dos anos. Originalmente, a sepse foi descrita como uma patologia relacionada as
bactérias Gram-positivas, pois era considerada uma resposta a endotoxinas. Entretanto, pesquisas

epidemioldgicas mais recentes divulgaram que nos ultimos 25 anos, as bactérias Gram-negativas
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tem sido a causa mais comum da sepse. Atualmente € descrito na literatura que esta sindrome é
causada por qualquer tipo de antigeno bacteriano, fungico ou viral (MARTIN, 2012).

Dermengiu e colaboradores (2013), em andlises forenses, indicam que as principais
infeccdes associadas a morte por sepse sdo de origem pulmonar, cutdnea e urindria. Eles também
destacam que em 77% dos casos, o principal agente etiolégico sdo bactérias Gram-negativas
(com maioria de microrganismos multirresistentes) seguidas de Gram-positivas (13%), fungos
(5%), anaerdbios (2%), e outros (3%).

A sepse estd entre as sindromes com maiores custos hospitalares, atingindo o montante de
mais de 20 milhdes de délares em hospitais dos Estados Unidos (TORIO e ANDREWS, 2013).
No Brasil esses gastos chegam a 1.028 dodlares didrios, sendo o custo de pacientes ndo
sobreviventes ainda mais elevado (SOGAYAR et al., 2008). Entender com maior profundidade a
fisiopatologia se faz importante para a pronta identificacdo do paciente séptico, bem como na

escolha do tratamento adequado e, consequente, melhora do quadro clinico.

2.1.3 Aspectos imunofisiologicos da sepse

Atualmente a sepse € definida como uma disfun¢do organica com elevado risco de morte
causada por uma resposta do hospedeiro desregulada a infeccdo (SINGER et al., 2016),
destacando a importancia do agente infeccioso nesse processo. A resposta do hospedeiro a uma
infeccdo abrange etapas, diversos fatores e componentes do sistema imunoldgico. Os Receptores
de Reconhecimento de Padrdes (RRP) sdo os componentes iniciadores da resposta imune, uma
vez que reconhecem sinais de perigo, como a entrada de patégenos (KAWAI e AKIRA, 2010).

Os RRPs sdo responsdveis por reconhecerem sinais exdgenos como Padroes Moleculares
Associados ao Patégeno (PAMPs), como lipopolissacarideo (LPS, presente em bactérias gram-
negativas), peptidoglicano, lipopeptideos, acido lipoteicéico (componente da parede celular de
bactérias Gram-positivas), flagelina, DNA bacteriano e componentes fingicos (KAWAI e
AKIRA, 2010). Além disso, eles também reconhecem sinais enddgenos como Padrdes
Moleculares Associados ao Dano (DAMPs), que sdo liberados durante processos de estresse
inflamatoério e injdrias como queimaduras, traumas e necrose tecidual, por exemplo (CHAN et 1.,
2012).

Uma das mais importantes familias de RRPs € a do tipo Toll-like (TLRs), que podem ser
expressos na superficie celular (TLR1, TLR2, TLR4, TLRS, TLR6 e TLRI10) ou
intracelularmente (TLR3, TLR7, TLR8 e TLRY). A localizacdo celular dos TLRs € considerada
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importante para a acessibilidade do seu ligante (WIERSINGA et al., 2014). Segundo Tsujimoto e
colaboradores (2008), camundongos com sepse induzida por Ligadura e Perfuracdo Cecal (CLP)
apresentam aumento significativo da expressdo de TLR4 em células do Lavado Bronco Aalveolar
(LBA) e em macréfagos do figado e do baco, em comparag¢do com grupo sham.

Uma vez que o agente infeccioso é reconhecido, as células residentes iniciam a resposta
inflamatéria. Quando um numero limitado de patégenos invade, as respostas locais sdo
suficientes para o controle da proliferacdo desses microrganismos. Fagocitos residentes englobam
esses agentes e produzem uma gama de citocinas pro-inflamatérias, que iniciam a resposta do
sistema imune inato (BENOIT et al., 2008).

Uma das principais células fagociticas € o neutréfilo, caracterizado pela elevada presenca
de granulos. A fusdo dos granulos de neutréfilos com as bactérias cria um ambiente hostil, com
pH baixo e proteases potentes que apresentam grande capacidade de destrui¢do do patégeno. No
entanto, existem outros mecanismos, incluindo a morte dependente de oxigénio, em que 0s
neutréfilos geram uma explosao respiratéria por meio da producdo reativos de oxigénio, como o
anion superdxido e os radicais hidroxila (STEARNS-KUROSAWA et al., 2011).

O recrutamento celular para o foco infeccioso € extremamente importante para o controle
local de crescimento bacteriano e, consequentemente, para a prevenc¢do da disseminacdo
bacteriana (BENJAMIM et al., 2000, 2002; ALVES-FILHO et al., 2005). Durante o processo
infeccioso, o nimero de neutr6filos aumenta proximo as vénulas pds-capilares, eles atravessam a
barreira endotelial por diapedese e atingem a area de infeccdo. Dessa forma, sdo capazes de
ampliar a resposta inflamatdria, eliminando os microrganismos pela liberacdo de agentes
bactericidas, tais como Espécies Reativas de Oxigénio (ERO).

As ERO sao produzidas no interior de fagossomos por reagdes iniciadas pela nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato (NADPH)-oxidase, que produz formas ativas de oxigénio incluindo
os radicais anion superéxido e peréxidos de hidrogénio, fundamentais na eliminacdo de bactérias
fagocitadas (KOBAYASHI e DELEO, 2009; MILLER e CHO, 2011). No entanto, elevadas taxas
de ERO durante a sepse podem gerar danos no DNA que ativam enzimas de reparo. Essas
enzimas, por sua vez, sdo fortes consumidoras de ATP e geram a deplecao dessa fonte de energia,
especialmente nas mitocondrias, comprometendo a homeostase. Portanto, como mostrado na

figura 2, o bloqueio dessa enzima pode ser uma terapia alvo interessante, pois assim haveria a
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inibicdo da ativacdo da PARP e, portanto, melhor recuperacdo da homeostase (MATHEWS e
BERK, 2008).
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Figura 2. Consequéncias dos altos niveis de ERO e ERN na sepse. A sepse causa niveis reduzidos de PPARs
acompanhados de fun¢do mitocondrial defeituosa, bem como redug¢des na ATP mitocondrial e reduzida capacidade
de restringir as respostas inflamatoérias, como a sindrome de resposta inflamatéria sistémica (SIRS). A sepse e as
espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio reativo (ERN) também desencadeiam quebras de DNA de uma
Unica cadeia, o que resulta na ativa¢do da poli ADP-ribose polimerase (PARP) para o reparo do DNA. No processo,
a deplecdo de niveis de NAD" pode ocorrer, acompanhada por redu¢des no ATP celular e mitocondrial. Fonte:
adaptado de BOSMANN e WARD, 2013.

Além dos neutrdfilos, as células apresentadoras de antigenos (APCs) e os linfocitos
desempenham papel fundamental na resposta inflamatodria desencadeada pelo reconhecimento de
patogenos. O antigeno microbiano € apresentado as células T pelas APCs, em conjunto com
outras proteinas da superficie celular, como moléculas coestimuladoras, que realizam a
intermediagdo entre as células. Ocorrida a apresentacdo do antigeno, e quando os devidos sinais
sdo recebidos, as células T CD4" efetoras secretam citocinas, como o interferon IFN-y, que
ativam as células fagociticas para eliminarem as bactérias intracelulares e interagem com as
células B, que entdo produzem anticorpos antimicrobianos. As principais moléculas
coestimuladoras que medeiam esse processo sdo representantes da familia B7: CD80 (B7-1) e
CD86 (B7-2) que funcionam como ligantes para os receptores CD28/CTLA-4 nos linfécitos T
(Figura 3) (STEARNS-KUROSAWA et al., 2011).

Em camundongos submetidos a CLP, a expressaio de CD80 estd aumentada nos

macréfagos peritoneais, esplénicos € em mondcitos do sangue periférico. Por outro lado, o CD86

€ regulado negativamente no peritdnio, enquanto sua expressao aumenta no baco e no sangue



13

periférico (NOLAN et al., 2008). Isso demonstra que a expressdao de CD80 e CD86 pode servir
para diferentes fun¢des dependendo da localizacdo das APCs e do local da infec¢ao (STEARNS-
KUROSAWA et al., 2011).

IFN-y

endocitotico.or .

Bactéria m ‘ - ST Célula T
© ° \\\\\55-__-_———"’////’

IL-12

Figura 3. Interaciao entre células apresentadoras de antigenos e linfocitos T. As Células apresentadoras de
antigenos (APCs) detectam a infeccdo através da ligacdo dos padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs)
aos receptores de reconhecimento de padrdes (RRPs). A interleucina (IL)-12 € entdo liberada e a expressdo das
moléculas co-estimuladoras (CD80, CD86 e PD-L1) é regulada positivamente. Estas moléculas ligam-se aos seus
ligantes de células T correspondentes, desde que o segundo sinal seja apresentado como antigeno pelo complexo
principal de histocompatibilidade (MHC)-II. O CD80/86 liga-se ao CD28, resultando na ativagdo e proliferacdo de
células T, e a interacdo PD-L1: PD-1 leva a anergia e apoptose de células T. O interferon (IFN)-y ¢ liberado pela
ativacdo das células T como sinal para as células fagociticas destruirem as bactérias intracelulares. Fonte: adaptado
de (STEARNS-KUROSAWA et al., 2011).

As citocinas e quimiocinas liberadas neste estigio aumentam o recrutamento e ativagdo de
células imunolégicas (YAMASHIRO et al., 2001). No contexto da sepse, inicialmente, a
producdo de citocinas pré-inflamatdrias € ainda mais elevada (BURKOVSKIY et al., 2013).
Citocinas como TNF-a (fator de necrose tumoral - alfa), IL-1 (interleucina 1), IL-6, IFN-y e IL-
12, estdo entre as citocinas mais estudadas no quadro de sepse. Entretanto, a resposta pro-
inflamatéria exacerbada € contrabalanceada por citocinas anti-inflamatérias, incluindo IL-10,
TGF (fator de crescimento transformador) e IL-4, que tentam restaurar o equilibrio imunolégico
(SCHULTE et al., 2013).

A primeira citocina que apresenta aumento de producdo é o TNF-a, sendo liberado por
macréfagos ativados aproximadamente 30 min apds o inicio do reconhecimento antigénico

(SCHULTE et al., 2013). As citocinas TNF-a e a IL-1 atuam em conjunto para induzir um estado
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de choque caracterizado por permeabilidade vascular, edema pulmonar grave e hemorragia. A
infusdo de TNF-a recombinante em humanos resulta em SIRS com febre, anormalidade
hemodindmica, leucopenia, eleva¢do das enzimas hepdticas e coagulopatia (JAFFER et al.,
2010).

Em resposta a estimulagdo com LPS, IL-1 e TNF-a uma ampla variedade de células como
macréfagos, células dendriticas, linfécitos, células endoteliais, fibroblastos e células musculares
lisas produzem IL-6. Concentragdes elevadas dessa citocina sdo encontradas em condig¢des
agudas, como queimaduras, cirurgias e sepse (NIJSTEN et al., 1991). Ela  também  esta
relacionada a inducgdo da febre e a mediacdo da resposta de fase aguda. Em reacdo sist€mica a um
estimulo inflamatério a acdo da IL-6 se caracteriza por febre, leucocitose e liberacdo de
substancia hepatica aguda, proteinas de fase aguda, tais como proteina C-reativa, componentes do
complemento, fibrinogénio e ferritina (SCHULTE et al., 2013). Além de propriedades pro-
inflamatorias, a IL-6 também promove respostas anti-inflamatérias inibindo a liberacao de TNF-a
e IL-1 e aumentando os niveis circulatérios de mediadores anti-inflamatérios, como IL-1Ra, IL-
10, TGF-p e cortisol (STEENSBERG et al., 2003).

Como mecanismo de manutencdo da homeostase, apos a fase de intensa producdo de
citocinas pré-inflamatdrias, as células inumes sdo entdo ativadas para producdo de citocinas anti-
inflamatérias. Uma das citocinas mais importantes nessa fase é a IL-10, produzida por
macréfagos ativos, células T e células B (MOSSER e XIA, 2008). Experimentos em
camundongos mostraram que o bloqueio ou neutralizacdo de IL-10 leva a niveis aumentados de
TNF e IL-6; ao contrério, a IL-10 exdgena melhora a sobrevida e reduz os niveis de citocinas
inflamatérias como, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12 e GM-CSF (fator estimulador de colonias de
granulécitos e macréfagos) (DUQUE e DESCOTEAUX, 2014).

A evolucdo da sepse pode resultar em faléncia multipla dos Orgdos, coagulacio
intravascular disseminada (DIC), sindrome do desconforto respiratorio agudo e morte
(RIEDMANN et al., 2003; RUSSEL, 2006; ANGUS e VAN DER POLL, 2013). Além disso, a
sepse leva a imunossupressio e prejuizos na fagocitose por meio de deficiéncia ou esgotamento
das principais células fagociticas, como macréfagos e células dendriticas. Ela também causa a
apoptose de células T e B e a expressdao de ligantes e receptores inibitorios. No entanto, a

intervencdo com IL-7 é um importante alvo terapéutico, pois atua promovendo a proliferacdo das
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células T e B e reverte a imunossupressao, como mostrado na figura 4 (UNSINGER et al., 2010;

BOSMANN e WARD, 2013).
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Figura 4. Efeitos da sepse no sistema imunoldgico e possivel terapia alvo com a utilizacao de interleucina 7
(IL-7). A sepse leva a imunossupressao e fagocitose defeituosa, causada por deplecio ou deficiéncias funcionais
em macréfagos e células dendriticas, apoptose de células T e B e expressdo de tecidos de ligantes e receptores
inibitérios que suprimem as respostas imunes, principalmente por direcionamento de células T. Imunossupressao
e funcdo de fagdcitos defeituosos leva a falha na contengcdo de bactérias e fungos comensais e invasores. O
imunoestimulante interleucina IL-7, que promove a proliferacdo de células T e B e que tem efeitos anti-
apoptoticos, pode ser um candidato para ensaios clinicos em seres humanos para reverter a imunossupressiao da
sepse. CD, célula dendriticas. FMO, faléncia mdltipla de 6rgdos. Fonte: adaptado de BOSMANN e WARD,
2013.

Apesar da vasta quantidade de informagdes ja existente na literatura acerca da sepse e de
seu quadro clinico, essa sindrome apresenta uma fisiopatologia com elevado grau de
complexidade. Dessa maneira, ainda se fazem necessarios estudos clinicos e experimentais que

auxiliem e direcionem as pesquisas € novas formas de terapias.

2.1.4 Modelos experimentais de sepse

Uma importante forma de avangar no campo da pesquisa € com experimentos in vivo,
onde sdo utilizados diversos modelos de indugcdo de sepse. Eles podem ser divididos em trés
tipos, de acordo com o agente iniciador: administracdo exdgena de uma toxina, administragao
exdgena de um patégeno vidvel ou alteragdo da barreira protetora enddgena do animal. Os

modelos de administracio de toxinas utilizam subunidades como lipopolissacarideos,
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endotoxinas ou zymosan; os modelos de inoculacdo de patégeno fazem uso de solugdes
bacterianas ou fungicas e os modelos de alteracdo de barreira podem ser representados pelos
modelos de CASP (Colon Ascendens Stent Peritonitis) que consiste no implante de um stent no
cOlon ascendente de animais, permitindo o constante vazamento do contetido fecal na cavidade
peritoneal e pelo modelo de CLP (Cecal Ligation and Puncture), que consiste na perfuracdo do
ceco e extravasamento do contetido fecal para a cavidade peritoneal (figura 5). Dentre os modelos
citados, o de CLP € aquele que mais se assemelha com o modelo de sepse ocorrida em humanos,
considerado padrdo-ouro e por isso € o mais escolhido em pesquisas laboratoriais. Além disso, a
apoptose de tipos celulares e as respostas imunes do hospedeiro parecem imitar o
desenvolvimento da doenca humana, adicionando mais validade clinica a este modelo (BURAS
et al., 2005).
A B
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Figura 5. Modelos experimentais de sepse: (A) Ligadura e Perfuragdo Cecal (CLP) e (B) Peritonite por Stent no
Colon Ascendente (CASP) Saos os dois modelos de inducdo de sepse mais utilizados e que garantem maior
semelhanca com os tipos de sepse que acontecem normalmente em humanos. Fonte: adaptado de BURAS et al,,
2005 (C) Exemplo de administracdo exdgena por via intraperitoneal. Esse tipo de administracdo também pode ser
feita por via intravenosa. Fonte: http://www.procedureswithcare.org.uk/intraperitoneal-injection-in-the-mouse

O modelo de ligadura e perfuracdo cecal proporciona um extravasamento de conteido
fecal para a cavidade peritoneal, estabelecendo uma infec¢do polimicrobiana, ou seja, com as
diversas espécies de microrganismos presentes na microbiota intestinal, sendo esta a fonte da
inflamacdo. A severidade do quadro clinico pode ser alterada de acordo com o calibre da agulha

usada nas perfuracdoes, ou pelo nimero de perfuracdes, podendo chegar a sepse letal

(WICHTERMAN et al., 1980; BURAS et al., 2005).
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2.1.5 Antimicrobianos e a sepse.

A sepse é desafio tanto para cientistas quanto para profissionais clinicos, pois seu quadro
mais complexo como choque séptico, € uma das principais causas de morbidade e mortalidade de
pacientes hospitalizados e em individuos imunossuprimidos (MCPHERSON et al., 2013; MAYR
et al., 2014). Habitualmente, os pacientes sdo tratados com antimicrobianos que podem causar
alteracdes cardiovasculares, com efeitos colaterais graves (RAY et al.,, 2012) além de
aumentarem a inflamagdo por meio da liberacdo de endotoxinas bacterianas e a injuria renal
aguda (PENG et al., 2012).

A primeira observacdo de que tratamento realizado com antimicrobianos poderia ter
efeitos imediatos e adversos nos pacientes foi feita de forma independente por Jarisch e
Herxheimer. Eles observaram um aumento da temperatura corporal e diminui¢io na pressao
arterial em pacientes acometidos de sifilis que foram tratados com drogas que atuavam na
bactéria causadora da doenca. Este efeito, é hoje conhecido como a reagcdo de Jarisch-Herxheimer
(JHR) (LEPPER et al., 2002).

Na década de 1980, por meio do ensaio de Lisado de Amebdcitos Limulus (LAL), um
ensaio para detec¢do de liberacdo de endotoxinas, foi possivel demonstrar que os antibidticos
podem desempenhar um papel importante na liberacdo de componentes da parede celular de
bactérias Gram-negativas. A endotoxina pode ser liberada espontaneamente durante a
multiplicacdo dos microorganismos, no entanto, sua liberagdo mostrou-se ser precipitada e
intensificada pela desintegracdo induzida por antibidticos, tendo implicagdes no quadro clinico
apresentado pelo paciente (LEPPER et al., 2002).

Estudos como os de Vianna et al., (2004) evidenciam, em experimentos com modelos
animais sépticos, a influéncia de antibidticos na liberagdo de endotoxinas e citocinas. Nesse
trabalho foram detectados maiores niveis de TNF-a e IL-6, tanto no plasma quanto no fluido da
cavidade peritoneal, em animais ndo tratados. A administracao de antibidticos de uso comum no
tratamento de sepse (Imipenem e Ciprofloxacina mais clindamicina) os elevados niveis de TNF-a
e IL-6 no plasma e no peritonio. Entretanto, verificaram também que o uso desses antibidticos
aumentou a liberacdo de endotoxinas. Essas endotoxinas sdo potentes indutores de resposta pro-
inflamatéria em individuos que sofrem de sepse causa por bactérias Gram-negativas (LEPPER et

al., 2002).
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Clinicamente, a linearidade do desenvolvimento do quadro séptico ndo se faz presente. O
agravamento da sindrome se faz de forma muito rdpida, ndo havendo uma resposta terapéutica
adequada, pois ainda que o paciente tenha a carga bacteriana controlada, permanece
imunologicamente comprometido. Além disso, pacientes sépticos acarretam alto custo para os
hospitais uma vez que necessitam de acompanhamento e atencdo especificos, contemplando
desde monitoramento e administracio de medicamentos de custo elevado como também
oxigenacao, ventilagdo mecanica, suporte nutricional, dentre outros (MAYR et al., 2014). Assim,

faz-se necessdria a busca de uma nova estratégia de tratamento para esses pacientes.

2.2 Espécie Vegetal
2.2.1 Punica granatum L.

Atualmente, busca-se uma classe de medicamentos que atue de forma imunomodulatéria e
controle a inflamacdo exacerbada que ocorre durante a sepse (MACIEL et al., 2008; MACIEL et
al., 2014). Neste contexto destacam-se os produtos naturais que apresentam grande potencial para
pesquisas, uma vez que os mesmos podem ser ricos em metabdlicos secundédrios com atividade
farmacoldgica capaz de inibir a proliferacio microbiana. (GYAWALI e IBRAHIM, 2014; AL-
ZOREKY, 2009).

Dentre as espécies vegetais pode-se destacar Punica granatum L. que € pertencente a
familia Punicaceae popularmente chamada de romd, romeira ou granado. E fruto da romizeira,
tem sua origem na Asia, porém estd amplamente distribuida pelo territério brasileiro JURENKA,
2008; OLIVEIRA et al., 2010).

Punica granatum é uma espécie vegetal conhecida milenarmente, sendo historicamente
mencionada em livros como Biblia Sagrada, Tord Judaica e Talmude Babilonico como referéncia
a poderes de fertilizacdo, abundancia e boa sorte. E nativa do Himalaia, no norte da India ao
Iran, porém € comumente cultivada na regido do mediterraneo, tendo como uma das principais
caracteristicas um periodo de vida extremamente longo, chegando a mais de 100 anos. Apresenta
galhos espinhosos, flores grandes, de cor vermelha, branca ou coloragdo mesclada entre as duas.
De forma geral, essa espécie vegetal apresenta casca que, com o passar dos anos, passa a
apresentar colora¢do cinza, de acordo com a idade da planta. Possui cdlice tubular de onde o fruto
¢ originado, sendo que este pode ter até cinco centimetros de largura com uma pele vermelha,
coridcea, em forma de granada e coroada pelo célice apontado (JURENKA, 2008). O fruto

apresenta grande quantidade de sementes separadas por uma membrana esbranquicada do
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pericarpo e cada semente € envolvida por uma polpa vermelha, de onde € extraido o suco (figura
6).

Figura 6. Aspectos morfoldégicos da espécie vegetal Punica granatum. A) Partes aéreas da romézeira. B) Fruto de
roma evidenciado a casca e as sementes. Fonte: Google imagens

A prética empirica utiliza suas folhas, cascas de caule e frutos sendo aplicadas no
tratamento de infec¢cdes de garganta, rouquiddo, febre, em processos inflamatérios da mucosa
oral, contra herpes genital, lesdes, abscessos de pele e mucosas, amidalites, faringites,
estomatites, gengivite, glossite, diarreias de origem bacteriana e parasitaria, colicas, hemorroidas,
infeccoOes de vias urindrias e genitais, infec¢des por fungos, conjuntivites e doengas respiratorios,

como bronquites, dentre outros. (MATOS, 2002; LEE et al., 2010).

2.2.2 Componentes quimicos e atividades biologicas

Segundo Jurenka (2008) ha uma vasta lista de componentes encontrados em diversas
partes da planta. O suco extraido da polpa das sementes, por exemplo, € rico em antocianinas,
glicose, 4cido ascérbico, dcido eldgico, dcido gélico, 4cido caféico, catequina, quercetina, rutina,
numerosos minerais, particulas de ferro e aminodcidos. O 6leo extraido das sementes, por sua
vez € constituido de 95% de 4cido punicico dentre outros componentes como acido elagico,
acidos de outras familias e esterdis. O pericarpo do fruto € constituido por punicalaginas, dcido
gdlico, catequinas, quercetina, rutina, flavonas e flavonoides e antocianinas. Nas folhas de P.
granatum sdo encontrados taninos como punicalaginas, glicosideos de flavona incluindo luteolina
e apigenina. Nas flores sdo encontrados contituintes como 4cido gélico, 4cido ursélico,
triterpenoides como acido maslinico. Por fim, a casca e raizes do vegetal apresentam elagitaninos
incluindo punicalina e punicalagina e numerosos alcaldides de piperidina.

Possui como constituintes grandes quantidades de taninos e flavonoides aos quais se pode

atribuir atividade anti-inflamatéria (LEE et al., 2010), antisséptica e antimicrobiana (JURENKA,
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2008). Estudos anteriores comprovam atividade bactericida e bacteriostatica de P. granatum
obtidos através da determinacdo da concentracdo inibitéria minima sobre uma abrangente
quantidade de microrganismos (PEREIRA, 2002; MACHADO et al., 2002).

O extrato de P. granatum tem ampla atividade antimicrobiana atuando tanto sobre
bactérias quanto fungos (DAHHAM et al., 2010). Apresentou potencial satisfatério contra S.
aureus € também sobre S. aureus resistente a meticilina (MRSA), o que demonstra a viabilidade
na sua utilizacdo no tratamento de infec¢oes graves (PESSINI et al., 2003; MICHELIN et al.,
2005). Demonstrou, também, atividade inibitéria contra diversos outros microrganismos:
causadores de diarreia (Escherichia coli, Salmonella paratyphi, Salmonella typhimurium,
Salmonella infantis, Salmonella enterica, Salmonella brunei, Vibrio parahaemolyticus, Yersinia
enterocolitica); ferimentos (Proteus mirabilis e Pseudomonas aeruginosa); infeccoes
respiratorias (Klebsiella pneumoniae e Haemophilus parahaemolyticus) e infeccdes na pele
(Staphylococcus epidermidis e Candida albicans) (MOORTHY et al., 2013).

As principais atividades bioldgicas da P. granatum estdo associadas aos compostos
secundérios encontrados em toda a sua extensdo. Na casca do fruto, em especial, os principais
componentes sdo compostos fendlicos como flavonoides (antocianinas e catequinas) € taninos
(punicalina, pedunculagina, punicalagina) e estdo fortemente relacionados a acdo antioxidante
(ISMAIL et al., 2012). Outros importantes componentes como acido gélico, dcido eldgico e a
punicalagina possuem atividade antibacteriana contra representantes da microbiota intestinal,
como por exemplo, Escherichia coli, Salmonella spp e Shigella spp bem como contra Vibrio
cholerae (PAl et al., 2011).

Estudos recentes como o de Assaf et al., (2016) avaliam in vitro o efeito anti-inflamatério
da P. granatum. As células de PBMC tratadas com o extrato apresentaram reducdo na libera¢ao
da citocina IL-6 e aumento da citocina regulatdria IL-10. O estudo da acdo antimicrobiana do
extrato € de grande importancia, uma vez que a resisténcia aos medicamentos antimicrobianos
tem se tornado cada vez mais frequente. Assim como infeccdes causadas por S. aureus, as
infec¢des causadas por Staphylococcus epidermidis representam um grave problema de saude
publica. Segundo Betanzos-Cabrera et al., (2015) P. granatum também atua combatendo cepas de

isolados clinicos de infec¢des oculares, demonstrando o alto potencial dessa espécie vegetal.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral:

Investigar o efeito do extrato bruto hidroalcodlico da casca do fruto de Punica granatum (EBPg)

em modelo de sepse letal polimicrobiana em camundongo.

3.2 Especificos:

v" Investigar o efeito do tratamento com o extrato, subcutineo e em dose tinica, na sobrevida
de animais sépticos;

v" Investigar o efeito do extrato sobre a disseminagéo bacteriana in vivo;

v" Verificar se o tratamento com o extrato reverte o perfil inflamatério sistémico induzido
pela sepse;

v' Verificar se o tratamento com o extrato interfere na migragio e proliferagio de leucdcitos;

v' Verificar se o tratamento com o extrato altera o perfil fenotipico de leucdcitos e da
ativacdo da imunidade adaptativa e produgdo de reativos pela imunidade inata;

v Auvaliar o efeito do tratamento em 6rgaos comumente afetados pela sepse.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Extrato vegetal

O extrato bruto padronizado hidroalcodlico (70%) da casca do fruto de Punica granatum
foi cedido pela Apis Flora® e mantido em temperatura ambiente até o momento de uso. Os testes
de estabilidade quimica e controle microbioldgico do extrato foram devidamente realizados pela
empresa. A preparacdo para o uso seguiu as seguintes etapas: secagem e ressuspensiao do material
seco em tampao fosfato-salino (PBS). O referido extrato apresenta as seguintes especificacoes:
densidade = 0,929 g/mL; pH = 4,6; sélidos = 5,18% p/v; teor alcodlico = 50,0°GL; flavonoides =
1,92 mg/mL; fendis totais (taninos) = 41,2 mg/mL.

4.2 Animais

Foram usados camundongos da linhagem Swiss, fémeas, com idade entre 8 a 10 semanas,
oriundos do Biotério Central da Universidade Federal do Maranhao (UFMA). Os animais foram
mantidos com livre acesso a racdo e dgua durante todo o estudo, e submetidos a ciclos de
luz/escuriddo de 12 horas. O estudo foi submetido 2 Comissdo de Etica no Uso de Animais

(CEUA) e aprovado com nimero de protocolo 23115.002346/2015-45.

4.3 Desenho Experimental

Foram realizados dois experimentos in vivo: (1) andlise de sobrevida e (2) avaliacdo de
parametros celulares/imunoldgicos/funcionais, com o “n” amostral de 5 animais por grupo. Para
sobrevida, os animais foram distribuidos em cinco grupos: controle sem tratamento (G1 - CLP);
controle tratado com antibidtico padrao (Imipenem) de amplo espectro (G2 - ATB); tratamento 6
horas antes da CLP (G3); tratamento imediatamente apds a CLP (G4 - Concomitante) e
tratamento 6 horas depois da CLP (GS5).

Inicialmente, realizou-se o tratamento, em dose tUnica, com EBPg na concentracdo de
Smg/kg, por via subcutinea, no grupo G3, 6 horas antes da CLP. Apds 6 horas realizou-se a
inducdo da sepse letal por CLP nos grupos G1, G2, G4 e G5. O tratamento dos grupos G2 e G4
foram realizados com antibiético Imipenem e com EBPg, respectivamente, imediatamente apds a
CLP. Ap6s 6 horas da inducao da sepse no G5 os animais deste grupo foram tratados com EBPg.

Todos os animais foram acompanhados por 5 dias e tiveram frequéncia de 6bito anotada a cada

12 horas. A Figura 7A representa esquematicamente este experimento.
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Para o experimento 2 os animais foram distribuidos em trés grupos: 1) SHAM (animal
que passou pelo processo cirirgico, teve o ceco exposto, porém nao foi perfurado e ndo recebeu
ligadura, recebeu soro fisioldgico estéril 0,9%), 2) CLP (recebeu ligadura e perfuracdo cecal e
recebeu soro fisioldgico estéril 0,9%), 3) CLP+EBPg (recebeu ligadura e perfuragdo cecal e foi
tratado com dose tnica do EBPg - 5 mg/kg por via subcutinea imediatamente apds a inducdo da

sepse) (Figura 7B).
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Figura 7. Esquemas representativos do desenho experimental dos ensaios de sobrevida e de avaliacido de
parametros celulares/imunolégicos/funcionais. (A) Desenho experimental da sobrevida. Foram utilizados 5 grupos
(EBPg 6h antes, CLP, ATB, EBPg concomitante e EBPg 6h depois) com n amostral de 5 animais cada. Inicialmente
os animais do grupo EBPg foram tratados 6 horas antes da indugdo de sepse. Posteriormente os animais dos grupos
CLP, ATB, EBPg concomitante e EBPg 6h depois foram submetidos a inducdo de sepse letal por CLP.
Imediatamente apds a inducdo, os animais do grupo ATB e EBPg concomitante foram tratados com Imipenem e
EBPG, respectivamente. Os animais do grupo CLP ndo receberam tratamento. Apds 6 horas, o grupo EBPg 6h
depois recebeu tratamento. O EBPg foi administrado por via subcutinea, em dose tnica de Smg/kg. Os animais
foram acompanhados por 5 dias, com frequéncia de ébito observada a cada 12h. (B) Desenho experimental para
avaliacdo de parimetros celulares/imunoldgicos/funcionais. Foram utilizados 3 grupos (Sham, CLP, CLP+EBPg)
com n amostral de 5 animais cada. Inicialmente todos os animais foram submetidos a inducdo de sepse e apds 12
horas os mesmos animais foram eutanasiados para avaliacdo dos seguintes parametros: avaliagdes de leuccitos no
sangue; celularidade por meio da contagem total e diferencial; dosagem de citocinas no soro; perfil e ativacdo celular
por meio da imunofenotipagem de células do peritdnio, linfonodo e bago; dosagem de producdo de perdxido de
hidrogénio (H,0,) pelas células do peritonio e avaliacdo do crescimento bacteriano no sangue, peritonio, LBA e baco
por meio da contagem de unidades formadoras de colonias (UFC) e avaliacdo de danos teciduais por meio de andlise
histopatoldgica do pulmio e ceco.
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4.4 Inducao da sepse letal polimicrobiana

Os animais foram anestesiados com uma solucdo de xilazina (Rompum® - 20 mg/kg) e
ketamina (Vetanarcol® - 25 mg/kg) (MACHADO et al., 2012) por via intramuscular. A infec¢ao
polimicrobiana foi induzida por CLP (Cecal Ligation and Puncture) iniciada com uma
laparotomia. O ceco, entdo, foi exposto e realizou-se a ligadura abaixo da vélvula ileocecal.
Posteriormente, foi perfurado dez vezes com agulha de calibre 18 G, para inducdo de sepse letal
(MACIEL et al., 2008), levemente pressionado para extravasamento do contetido fecal e
colocado de volta na cavidade peritoneal. Apds este procedimento, o abddémen foi suturado.
Todos os animais receberam ImL de soro fisiologico estéril apds o procedimento cirtrgico via
subcutdnea, como fluido de ressuscitacdo, com a finalidade de prevenir a hipotensdo pds-
operatéria (WICHTERMANN et al., 1980; BAKER, 1983; BENJAMIM et al., 2002). O mesmo
procedimento para inducdo da sepse ocorreu tanto nos animais destinados ao experimento 1,
quanto ao experimento 2. Apds o término do periodo de observacdo no experimento 1, os animais
foram eutanasiados com overdose de anestésico (150 mg/kg Cloridrato de Ketamina e 120 mg/kg

Cloridrato de Xilazina).

4.5 Quantificacao das unidades formadoras de colonias (UFC)

Para a quantificacio de bactérias no sangue, lavado peritoneal, LBA e baco foram
coletados 10uL do exsudato e feita dilui¢do seriada em placas de 96 pocos contendo 90 uL de
PBS em cada poco. Em seguida, aliquotas de 100uL destas diluigdes foram semeadas em placas
de Petri em meio de cultura Brain Heart Infusion (BHI). Para o sague foram plaqueadas as
dilui¢des 1:102 e 1:10*, para o lavado peritoneal as dilui¢des de 1:10° e 1:10%, para o LBA as
diluigdes de 1:10" e 1:10%, para o bago a diluicdo de 1:10". A semeadura foi realizada com auxilio
de alca de Drigalski para espalhamento uniforme da aliquota. As placas foram mantidas em
estufa a 37°C, por 24h, para crescimento de coldnias bacterianas. Apds a contagem de coldnias
realizou-se o célculo seguindo a férmula abaixo, para cada animal:

(al1xb1l)+(a2xb2)

UFC/mL = - x 10¢

Onde: al = contagem de colOnias na placa 1 do animal 1
bl = dilui¢do 1 plaqueada do animal 1
a2 = contagem de coldnias na placa 2 do animal 1
b2 = dilui¢do 2 plaqueada do animal 1
¢ = nimero de placas contadas
d = poténcia referente a maior diluicao plaqueada




25

4.6 Avaliacao de parametros hematolégicos

ApOs a anestesia, amostras de sangue dos animais foram obtidas por puncao retro orbital e
o sangue transferido para microtubos. Os esfregacos sanguineos foram realizados com 10uL de
sangue para posterior contagem de leucdcitos e foram corados com a utilizagdo do kit Instant
Prov (Newprov). Os pardmetros hematolégicos (contagem diferencial) foram determinados por
técnicas manuais, segundo Oliveira (2007). Os tubos com sangue foram centrifugados a 1500

rpm por 10 minutos, para obtencao do soro que foi separado para determinagdo de citocinas.

4.7 Obtencao das células peritoneais e do lavado bronco alveolar (LBA)

Os camundongos foram eutanasiados e as células peritoneais foram assepticamente
coletadas a partir da lavagem da cavidade peritoneal com 5 mL de PBS estéril. A solucdo celular
foi separada para posterior realizacdo de imunofenotipagem e dosagem de perdxido de
hidrogénio (H,O,). Para obtencdo das células do lavado bronco alveolar (LBA) a traqueia dos
animais foi exposta, canulada e com o uso de uma seringa foi injetado 1mL de PBS no espaco
bronco alveolar sendo aspirado em seguida.

Para a contagem do nimero total de células peritoneais e do LBA as suspensoes celulares
foram coradas com cristal violeta (0,05%) em &4cido acético 30% na proporc¢ao de 9:1. As células
foram contadas em camara de Neubauer em microscopio optico com um aumento de 400 vezes
em luz comum. Para a contagem diferencial 200uL das suspensdes celulares, com ajuste para
2x10° de células, foram centrifugados em CitoSpin e as laminas foram posteriormente coradas
com kit Instant-Prov (Newprov, Pinhais, Brazil). A contagem das células foi feita em

microscopio optico de luz comum.

4.8 Contagem de células do baco, do linfonodo e da medula 6ssea

As células da medula 6ssea, bago e linfonodo foram obtidas das seguintes formas: o fémur
foi perfundido com 1 mL de PBS para obtencdo das células da medula 6ssea; o baco e o
linfonodo foram triturados com auxilio da parte fosca de laminas de vidro e as células resultantes
foram lavadas com 5 mL e 1 mL de PBS, respectivamente. Para determinar o nimero total de
c€lulas, nove volumes da suspensdo de células foram adicionados a 1 volume de cristal violeta a
0,05% em acido acético a 30%. As células foram contadas em de camara de Neubauer em
microscopio Otico. A solucdo de células do linfonodo e do bago foi separada para posterior

realizacdo de imunofenotipagem.
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4.9 Avaliacio do burst oxidativo por “Dihydrorhodamine” 123 (DHR)

Para avaliacdo da producdo de peréxido de hidrogénio (H,0O,), a suspensdo de células da
cavidade peritoneal foi contada e ajustada para uma concentracdo de 1x10%mL. Posteriormente
foi distribuida (500 pL) em microtubos. Estas células foram marcadas com o DHR
(375ng/mL)(10, 37°C) sendo estimuladas ou ndo com acetato de miristato de forbol (PMA)
(50nM)(1h, 37°C). Apds o tempo de incubagdo com PMA, colocou-se os tubos em banho de gelo,
por 10 minutos, para encerrar todas as reacdes. Posteriormente, lavou-se a suspensao celular com
PBS, centrifugando a 4°C, e a reagdo foi lida em citdometro de fluxo. A leitura foi feita no canal
FL-1, com os pardmetros de complexidade (SSC) e tamanho celular (FSC) definindo o gate de
aquisicdo das células. Para andlise, 5000 eventos foram adquiridos e posteriormente avaliados no

software FlowJo (Tree Star Inc.) (CHEN; JUNGER, 2012).

4.10 Determinacio de citocinas do soro

O soro dos animais foi utilizado para dosagem das citocinas IL-6, IL-10, IL-12, MCP-1,
INF-y, TNF por meio do kit citocinas Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Inflamation, de
acordo com as instrugdes do fabricante (BD Biosciences). Cinco populacdes de particulas
chamadas de "beads", com distintas intensidades de fluorescéncia detectada em FL3 e conjugadas
com um anticorpo de captura especifico para cada citocina, foram incubadas com aliquotas de
soro ou padrdao e com anticorpo de detec¢do conjugado com Ficoeritrina (PE) detectado em FL2
para formar o ensaio "em sanduiche". Os tubos para o ensaio foram preparados com: 25uL de
amostra, 25ul. da mistura de beads e 25uL do reagente de deteccao. O mesmo procedimento foi
realizado para a obtencdo da curva-padrdo. Os tubos foram homogeneizados e incubados por
duas horas, em temperatura ambiente, no escuro, conforme orientacdes do fabricante. Os
resultados foram adquiridos por citometria de fluxo com FACScalibur (BD Biosciences) e

analisados utilizando-se o software FCAP Array versao 3.

4.11 Imunofenotipagem das células do peritonio, baco e linfonodo

Ap6Gs contagem de células da cavidade peritoneal, linfonodo mesentérico e do bago, 10°
cé¢lulas/mL foram ressuspensas e transferidas para uma placa de 96 pogos de fundo em “U”,
marcadas com os anticorpos especificos e incubadas a 4°C por 15 minutos.

Foram montados 3 painéis de marcac¢do para cada 6rgdo, com os seguintes anticorpos

monoclonais conjugados com fluorocromos. Para linfonodo e baco foram utilizados: anti-CD3
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(FITC); anti-CD28 (PE) e anti-CD4, anti-CDS8 (PerCP), anti-CD86 (APC) e anti-CD11c (PeCy7)
de acordo com a Tabela 2. Para as células do peritonio foram montados 3 painéis de marcagao:
anti-CD3 e anti-CD14 (FITC); anti-CD69 e anti-lale (PE) e anti-CD4, anti-CD8 e anti-Ly6G/6C
(PerCP) de acordo com a Tabela 3.

Tabela 2. Painel de marcadores para as células do baco e linfonodos

FLUOCROMO FITC PE PERCP PERCy7 APC | CELULAS DE INTERESSE

PAINEL 1 CD3 CD28 CD4 Linfécitos T helper ativados

PAINEL 2 CD3 CD28 CDS L1nfo<:1tos: T citotéxicos
ativados

PAINEL 3 CD 11c  CD86 | Células dendriticas ativadas

Tabela 3. Painel de marcadores das células do lavado peritoneal

FLUOCROMO FITC PE PERCP CELULAS DE INTERESSE
PAINEL 1 CD3  CD69 CD4 Linfocitos T helper ativados
PAINEL 2 CD3  CD69 CD8 Linfécitos T citotoxicos ativados
PAINEL 3 CDl14 lale Ly6G/6C Fagocitos

Inicialmente as células foram dispostas por tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC) e
morfologicamente caracterizadas como linfocitos. Apds isso utilizou-se os parametros tamanho
(FSC) versus CD3. Desse modo, delimitou-se o gate de localizacdo da populacdo geral de
linfécitos T conforme figura 8A. Com o objetivo de caracterizar as subpopulacdes de linfocitos
T, utilizou-se o gate inical dos linfécitos T CD3*, selecionando os parAmetros CD4 versus CDS.
Dessa forma, foi possivel assumir as populacdes dos linfécitos T auxiliares (CD4") e os linfécitos
T citotéxicos (CD8"). Com o objetivo de avaliar o estado de ativagdo dessas células, foi
selecionado o parametro FSC versus CD69. Em cada populacdo de linfécitos, o valor relativo (%)
e a frequéncia absoluta foram definidos. Esse procedimento foi efetuado para todas as amostras
referentes aos 3 locais de origem celular (peritdnio, linfonodo e baco).

Além disso, as células do bago e linfonodo foram dispostas por tamanho (FSC) versus
expressao de lale para definicao da populagdo das células apresentadoras de antigenos conforme
figura 8B. Para delimitacdo da subpopulagio de células dendriticas foi utilizado marcado CD11c”*
e para observar o grau de ativacdo desta subpopulacdo utilizou-se a expressdao do marcador

CDs8e6.
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Para delimitacdo da populacdo de fagdcitos na regido peritoneal foram utilizados os
parametros tamanho (FSC) versus expressdao de Ly6C/6G conforme figura 8C. As populacdes de
macréfagos e neutréfilos foram delimitadas, por método de exclusdo, dentro deste gate inicial
(Ly6C/6G™). Macréfagos foram definidos como CD14'Ly6C/6G"* e neutréfilos como CD14°
Ly6C/6G". As amostras foram adquiridas em citdmetro (Guava® easyCyte HT Sampling Flow

Cytometer) e os dados analisados com o programa FlowJo Versdo 10.0 (TreeStar).

A B

1,0K : X 1,0K 7

007 . : 00

LyEG-6C
405

. cD3

[u] 1 2 3 4 5
10 10 10 10 10 10 [u] 200 400 [5]u]u} 800 1,0K
cb3* Ly6G/6C
5 7
00 301 Qz
1168 - 12,3
4 | . B
o 73 .
3 N IAIE
] Lo 12,1
2 10
273

Q3
815

CD86

Figura 8. Estratégias de aquisicdes de populacdes a serem analisadas na imunofenotipagem. (A) Gate de
aquisi¢do da populagio de linfécitos (CD3") para posterior aquisi¢do de subpopulagdes de linfécitos, (B) Gate de
aquisicdo da populagdo de células com expressio de Ly6C/6G, para posterior aquisicdo de populacdo de
fagécitos (macréfagos e neutréfilos), (C) Gate de aquisi¢do da populagdo de células com expressdo de lale, para
posterior aquisi¢do de células apresentadoras de antigenos ativadas
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4.12 Analise histopatolégica

Para a andlise histopatoldgica, todos os 6rgdos foram fixados em formol a 10% e
embebidos em parafina. Em seguida, sec¢des de 5 um de espessura foram cortadas em micrétomo
e coradas com hematoxilina e eosina. As laminas foram examinadas em microscépio de luz com
objetiva de 20, 40 e 100. Os seguintes parametros foram analisados: a presenca de congestio
vascular, edema, infiltrado inflamatério e hemorragia. As alteracdes teciduais foram pontuadas

como: 0 para ausente, 1 para escasso, 2 para moderado e 3 para intenso. (LIBERIO et al., 2011).

4.13 Analise estatistica

Os resultados estdo expressos erro padrdo da média e desvio padriao e foram submetidos
ao teste de normalidade D’Agostino & Pearson e posterior andlise de Variancia (ANOVA)
seguida do teste de comparagcdes multiplas (Newman-Keuls). Além disso, utilizou-se o teste T
Student para avaliagdo de diferenca estatistica entre os grupos tratado e ndo tratado,
especificamente. Para todos os testes utilizou-se o software Graph Pad Prism, versao 5.0, com um

nivel de significancia de 5% (SOKAL; ROHLF, 1996).
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S RESULTADOS

5.1 EBPg aumenta sobrevida de camundongos sépticos

Para verificar se o EBPg influencia no tempo de vida de animais sépticos e qual melhor
tempo de tratamento, realizou-se o ensaio de sobrevida. Notou-se que a indugdo de sepse letal por
CLP foi eficaz, visto que os animais ndo tratados tiveram 100% de 6bito ja no segundo dia. O
EBPg teve acdo terapéutica, uma vez que, tanto o grupo com tratamento depois quanto o
tratamento concomitante foram capazes de manter a sobrevida dos animais € que o grupo com
tratamento profilético teve 100% de 6bito. Destaca-se que o tratamento realizado imediatamente
apos a inducdo da sepse (concomitante) garantiu, aproximadamente, 65% de sobrevida, sendo

esse o melhor resultado obtido e, portanto, utilizado no experimento subsequente (Figura 9).
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Figura 9. Efeito do extrato bruto hidroalcoélico da casca do fruto de Punica granatum (EBPg) na sobrevida de
animais sépticos. Os animais foram distribuidos em 5 grupos (n = 5 por grupo): Controle — animais sépticos (CLP)
sem tratamento, EBPg 6h antes — animais tratados com dose tinica (5mg/Kg) de EBPg, 6h antes da indugdo da sepse,
EBPg concomitante — animais tratados, em dose tnica, imediatamente apds a inducdo da sepse, EBPg 6h depois —
animais tratados, em dose unica, 6h depois da inducdo da sepse e ATB — animais tratados, em dose tnica, logo apds
a inducdo da sepse com antibidtico de amplo espectro (Imipenem), seguindo a propor¢cdo de concentragdo para o
peso dos animais. Todos os tratamentos foram realizados por via subcutinea. A sobrevida foi acompanhada por 5
dias sendo a frequéncia de 6bito anotada a cada 12h. Utilizou-se o teste estatistico log-rank e a diferenca significativa
estd representada por:* entre os grupos concomitante e tratamento 6h depois e # entre os grupos concomitante e
controle, adotando p < 0,05 como significancia.
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5.2 EBPg reduz crescimento bacteriano no sangue, baco, lavado bronco alveolar e
peritonio
Verificou-se que houve crescimento de coldnias em placas do sangue e do bago,
confirmando a disseminacdo bacteriana sist€émica, assim como o estado séptico ao qual os
animais foram induzidos. Além disso, encontrou-se diferencga estatistica em todos os parametros
avaliados (sangue, peritonio, LBA e baco) quando comparado o grupo tratado com o grupo nao

tratado, mostrando que o EBPg foi capaz de reduzir a quantidade de UFC (Figura 10).
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Figura 10. Efeito do EBPg no crescimento de Unidades Formadoras de Colonia (UFCs). Representacdes
gréaficas das médias das contagens de Unidades Formadoras de Coldnia do sangue (A), lavado peritoneal (B), lavado
bronco alveolar (C) e macerado do baco (D). Utilizou-se o teste estatistico ANOVA seguido de pos teste Neman-
Keuls e as diferencas significativas estdo representada por: * entre os grupos CLP e CLP+EBPg e # entre os grupos
SHAM e CLP+EBPg. Os dados representam a média + SD adotando p < 0,05 como significancia.
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5.3 EBPg aumenta quantidade de células do sangue periférico

Para identificar os tipos celulares presentes no sangue periférico realizou-se a contagem
diferencial. De acordo com dados obtidos, nota-se que a quantidade de linfécitos e neutréfilos é
significativamente maior que a quantidade de mondcitos, em todos os grupos analisados, com
destaque para o grupo tratado. Observa-se que o extrato promoveu aumento de células totais, bem
como o de linfécitos e neutréfilos no sangue periférico quando comparado ao grupo CLP sem

tratamento (Figura 11).
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Figura 11. Contagem diferencial de células do sangue. Os animais foram distribuidos em 3 grupos: SHAM —
animais que passaram pelo processo cirdrgico, mas sem perfuracdo do ceco e sem tratamento, CLP — animais que
tiveram indugdo de sepse por ligadura e perfuragdo cecal, sem tratamento e CLP+EBPg — animais que tiveram
inducdo de sepse por ligadura e perfuracdo cecal, com tratamento. A diferenga estatistica significativa estd
representada por: *em relagdo ao grupo CLP. Os dados representam a média + SD, baseado na contagem de 100
células por lamina de esfregago proporcionais a contagem total equivalente. n=5 animais por grupo, adotando p <
0,05 como significancia.
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5.4 EBPg aumenta quantidade de células totais no foco infeccioso e reduz no baco

Para avaliar o efeito do EBPg no foco infeccioso € em um 6rgdo com abrangéncia
sist€émica, realizou-se a contagem de células totais do peritonio e baco. Houve reducdo da
quantidade de células no bagco dos animais tratados em relacdo aos animais nao tradados (Figura
12A) e aumento de células peritoneais no grupo tratado, diferindo estatisticamente do grupo CLP,

ndo tratado (Figura 12B).
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Figura 12. Numero de células do baco e da cavidade peritoneal. Os animais foram distribuidos em 3 grupos:
SHAM - animais que passaram pelo processo cirdrgico, mas sem perfuragdo do ceco e sem tratamento, CLP —
animais que tiveram indugdo de sepse por ligadura e perfuragio cecal, sem tratamento ¢ CLP+EBPg — animais que
tiveram inducdo de sepse por ligadura e perfuracdo cecal, com tratamento. (A) Numero de células no bago por
10"/mL. (B) Nimero de células na cavidade peritoneal por 10%/mL. Utilizou-se o teste estatistico ANOVA seguido
de pos teste Neman-Keuls e as diferengas significativas estdo representada por: * entre os grupos CLP e CLP+EBPg
e # entre os grupos SHAM e CLP+EBPg. Os dados representam a média + SD adotando p < 0,05 como
significincia.
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5.5 EBPg niao altera a celularidade no lavado bronco alveolar, medula éssea e linfonodos

Para avaliar o feito do EBPg no influxo celular de um dos principais 6rgaos acometidos na
sepse, realizou-se a contagem total de células no lavado bronco alveolar. Nao houve diferenca
estatistica entre os grupos tradado e ndo tratado, entretanto, houve maior quantidade de células no
pulmdo de animais com CLP (Figura 13A).

Para avaliar o efeito do EBPg nos 6rgdos linfoides primdrios, realizou-se a contagem de
células totais na medula éssea, e nos 6rgaos linfoides secunddrios, realizou-se a contagem de
células totais nos linfonodos mesentéricos (Figura 13C). Nao houve diferenca estatistica entre os
grupos na medula e nos linfonodos. Entretanto, é possivel observar uma tendéncia de aumento de

células na medula, proporcionado pelo EBPg (Figura 13B).
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Figura 13. Namero de células no lavado bronco alveolar, medula éssea e linfonodos mesentéricos. Os animais
foram distribuidos em 3 grupos: SHAM — animais que passaram pelo processo cirirgico, mas sem perfuracdo do
ceco e sem tratamento, CLP — animais que tiveram induc¢do de sepse por ligadura e perfuracio cecal, sem tratamento
e CLP+EBPg — animais que tiveram indu¢do de sepse por ligadura e perfuracdo cecal, com tratamento. (A) Nimero
de células do lavado bronco alveolar por 10*/mL. (B) Numero de células na medula 6ssea por 10%mL. (C) Nimero
de células dos linfonodos mesentéricos por 10"/mL. Utilizou-se o teste estatistico ANOVA seguido de pés teste
Neman-Keuls e as diferencas significativas estdo representada por: # entre os grupos SHAM e CLP+EBPg. Os dados
representam a média + SD adotando p < 0,05 como significancia.
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5.6 EBPg induz aumento do nimero de macréfagos e linfécitos no peritonio

Para verificar o efeito do EBPg e considerando o papel dos macréfagos e neutréfilos no
controle do crescimento bacteriano, realizamos a contagem total e diferencial de células na
cavidade peritoneal. O tratamento aumentou o influxo de células totais para o foco infeccioso. O
padrdo de resposta em relacdo aos neutréfilos foi o mesmo dos grupos CLP e CLP+EBPg, ndo
apresentando diferenga significativa. O tratamento aumentou o nimero de macréfagos e de

linfécitos quando comparado com o grupo CLP sem tratamento. (Figura 14).
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Figura 14. Contagem diferencial de células do lavado peritoneal. Os animais foram distribuidos em 3 grupos:
SHAM - animais que passaram pelo processo cirdrgico, mas sem perfuracdo do ceco e sem tratamento, CLP —
animais que tiveram inducgd@o de sepse por ligadura e perfuracio cecal, sem tratamento e CLP+EBPg — animais que
tiveram inducdo de sepse por ligadura e perfuragdo cecal, com tratamento. Utilizou-se o teste estatistico ANOVA
seguido de pds teste Neman-Keuls e as diferengas significativas estdo representada por: * entre os grupos CLP e
CLP+EBPg e # entre os grupos SHAM e CLP+EBPg, n=5 animais. Os dados representam a média + SD adotando p
< 0,05 como significancia.
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5.7 EBPg aumenta percentual de linfécitos T helper ativados e diminui percentual de
linfocitos T citotoxicos no peritonio

Para avaliar o fendtipo apresentado pelas células presentes no local da infecgdo, foi
realizada a marcacdo das células do lavado peritoneal, de modo a investigar a presenca de
linfécitos T e suas subpopulacdes, bem como a presenca de fagécitos e células apresentadoras. O
tratamento aumentou populacdo de linfécitos T (CD3™), como pode ser observado na figura 14A,
assim como de linfécitos T auxiliares ativados (figura 15B). Entretanto, observou-se que o
tratamento reduziu populacdo de linfécitos T citotoxicos ativados (Figura 15C). Além disso,
EBPg aumentou quantidade de fagdcitos, representados na Figura 15D pelos neutréfilos, quando
comparado com o grupo SHAM. EBPg ndo apresentou diferenca estatistica em relacdo aos

macréfagos, mas demonstra uma tendéncia de aumento no grupo tratado (Figura 15E).
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Figura 15. Imunofenotipagem de células do peritonio. Os animais foram distribuidos em 3 grupos: SHAM —
animais que passaram pelo processo cirtrgico, mas sem perfuracdo do ceco e sem tratamento, CLP — animais que
tiveram inducdo de sepse por ligadura e perfuracdo cecal, sem tratamento e CLP+EBPg — animais que tiveram
inducdo de sepse por ligadura e perfuragdo cecal, com tratamento em dose tnica. As células do peritdnio foram
isoladas e marcadas com os respectivos marcadores expressos nos graficos. Percentual da populagdo de linfécitos
CD3" (A). Subpopulagdo de linfécitos auxiliares ativados CD4"CD69*(B). Subpopulagio de linfécitos citotoxicos
ativados CD8"CD69" (C). Percentual de células fagociticas e granulécitos (D, E) sendo CD14'L6G/6C* a marcagio
usada para designar neutréfilos e CD14"L6G/6C* para designar macréfagos. Utilizou-se o teste estatistico ANOVA
seguido de pds teste Neman-Keuls e as diferencas significativas estdo representada por: * entre os grupos CLP e
CLP+EBPg e # entre os grupos SHAM e CLP+EBPg, n=5 animais. Os dados representam a média + SD adotando p
< 0,05 como significancia.



37

5.8 EBPg reduz percentual de linfécitos auxiliares ativados e linfocitos citotoxicos

ativados e aumenta percentual de células dendriticas ativadas nos linfonodos
mesentéricos.

Com intuito de verificar o efeito do EBPg nos principais 6rgaos linfoides secundarios
avaliou-se o fendtipo celular nos linfonodos mesentéricos, considerados os ganglios drenantes
mais proximos do foco infeccioso. Assim como no peritonio, houve aumento de linfécitos T
CD3" (Figura 16A), em contrapartida houve diminuicdo de linfécitos T auxiliares ativados
CD4"CD28" (Figura 16B) e de linfécitos T citotéxicos ativados CD8'CD28" (Figura 16C) no
grupo tratado. Entretanto, houve aumento de células dendriticas ativadas CD11¢*CD86" (Figura

16D) embora estejam em porcentagem reduzida (2%).
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Figura 16. Imunofenotipagem de células dos linfonodos drenantes. Os animais foram distribuidos em 3 grupos:
SHAM - animais que passaram pelo processo cirdrgico, mas sem perfuracdo do ceco e sem tratamento, CLP —
animais que tiveram inducdo de sepse por ligadura e perfuracdo cecal, sem tratamento e CLP+EBPg — animais que
tiveram inducdo de sepse por ligadura e perfuracdo cecal, com tratamento. As células do linfonodo foram isoladas e
marcadas com os respectivos marcadores expressos nos graficos. Percentual da populagdo de linfécitos CD3" (A).
Percentual da subpopulagdo de linfécitos auxiliares ativados CD4*CD28(B). Percentual de linfécitos citotéxicos
ativados CD8*CD28*(C). Percentual de células com dupla marcagdo para células dendriticas ativadas CD11¢*CD86"
(D). Utilizou-se o teste estatistico ANOVA seguido de pds teste Neman-Keuls e as diferencas significativas estdo
representada por: * entre os grupos CLP e CLP+EBPg e # entre os grupos SHAM e CLP+EBPg, n=5 animais. Os
dados representam a média + SD adotando p < 0,05 como significancia.
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5.9 [EBPg aumenta ativacao de células apresentadoras no baco

Para verificar qual o efeito do EBPg nas células de um 6rgdo com abrangéncia sistémica
em animais sépticos, realizou-se a imunofenotipagem de células no bago. Nao houve diferenca
estatistica entre os grupos tratado e ndo tratado em relacdo aos linfécitos T auxiliares ativados
CD4"CD28" (Figura 17A) e linfécitos T citotéxicos ativados CD8"CD28" (Figura 17B). Houve
diminui¢@o no percentual de Iale, molécula presente em todas células que apresentam MHC-II e,
portanto, que estdo relacionadas com apresentacdo de antigenos (Figura 17C). Entretanto,
observou-se que, das células que possuem lale, o EBPg foi capaz de aumentar o percentual de

apresentadoras ativadas (Figura 17D) e de células dendriticas ativadas (Figura 17E).
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Figura 17. Imunofenotipagem de células do bac¢o. Os animais foram distribuidos em 3 grupos: SHAM — animais
que passaram pelo processo cirdrgico, mas sem perfuracdo do ceco e sem tratamento, CLP — animais que tiveram
inducdo de sepse por ligadura e perfuracdo cecal, sem tratamento e CLP+EBPg — animais que tiveram inducdo de
sepse por ligadura e perfuragdo cecal, com tratamento. As células do baco foram isoladas e marcadas com os
respectivos marcadores expressos nos graficos. Percentual das subpopulagdes de linfécitos T helper CD4*CD28* (A)
e linfécitos T citotéxicos CD8'CD28" (B). Percentual de células apresentadoras de antigenos (expressdo de molécula
Iale) (D). Percentual de células dendriticas ativadas CD11c*CD86" (E). Utilizou-se o teste estatistico ANOVA
seguido de pds teste Neman-Keuls e as diferengas significativas estdo representada por: * entre os grupos CLP e
CLP+EBPg e # entre os grupos SHAM e CLP+EBPg, n=5 animais. Os dados representam a média + SD adotando p
< 0,05 como significancia.
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5.10 EBPg aumenta liberacdo de citocinas inflamatérias e principalmente da citocina
regulatoria IL-10 no soro de animais sépticos

Para analisar o perfil de resposta imunolégica ocasionado pela inducdo da sepse letal
polimicrobiana e a influéncia do tratamento com EBPg, foi realizada a dosagem das citocinas IL-
6 (interleucina 6), IL-10 (interleucina 10), MCP-1 (proteina quimiotatica para macréfago - 1), IL-
12 (interleucina 12), INF-y (interferon gama) e TNF-a (fator de necrose tumoral alfa).

O tratamento com o EBPg proporcionou um aumento na producdo de todas as citocinas

avaliadas (Figura 18), com excecdo da IL-12 foi produzida em niveis basais (dados ndo

mostrados).
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Figura 18. Dosagem de citocinas do soro de animais sépticos. Os animais foram distribuidos em 3 grupos: SHAM
— animais que passaram pelo processo cirdrgico, mas sem perfura¢éio do ceco e sem tratamento, CLP — animais que
tiveram indug@o de sepse por ligadura e perfuragdo cecal, sem tratamento e CLP+EBPg — animais que tiveram
indugdo de sepse por ligadura e perfuragdo cecal, com tratamento. Apés coleta do soro dos animais, as citocinas IL-6
(A), IL-10 (B), MCP-1 (C), IFN-y (D) e TNF (E) foram avaliadas. Utilizou-se o teste estatistico ANOVA seguido de
pos teste Neman-Keuls e as diferencas significativas estdo representada por: * entre os grupos CLP e CLP+EBPg e #
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entre os grupos SHAM e CLP+EBPg, n=5 animais. Os dados representam a média + SD adotando p < 0,05 como
significancia.

5.11 EBPg controla producio exacerbada de peroxido de hidrogénio em células do
peritonio

Para verificar o efeito do EBPg na producio de espécie reativa de oxigénio de células do
foco infeccioso, avaliou-se a producdo de per6xido de hidrogénio (H,O;) nas células da cavidade
peritoneal de animais sépticos. Observou-se que nos animais sépticos houve maior quantidade de
células que produziram H,0, e que o EBPg manteve essa quantidade elevada, porém com uma
tendéncia a redugdo quando levado em consideracdo o grupo sem tratamento (Figura 19A). Além
disso, € possivel observar na Figura 19B que o EBPg foi capaz de diminuir a média da
intensidade de florescéncia do grupo estimulado com PMA indicando um controle da producgdo

de H,O, quando ha grandes estimulos.
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Figura 19. Producio de Peroxido de Hidrogénio em células peritoneais. Os animais foram distribuidos em 3
grupos: SHAM — animais que passaram pelo processo cirlrgico, mas sem perfuracdo do ceco e sem tratamento, CLP
— animais que tiveram indugdo de sepse por ligadura e perfuracdo cecal, sem tratamento e CLP+EBPg — animais que
tiveram indugdo de sepse por ligadura e perfuracdo cecal, com tratamento. (A) Porcentagem da producdo de H,0,
por células do lavado peritoneal marcadas com DHR e estimuladas com PMA. (B) Média da Intensidade de
Florescéncia de células marcadas com DHR e estimuladas com PMA. Utilizou-se o teste estatistico t Student e as
diferencas significativas estdo representada por: *. O simbolo # indica diferenca entre os grupos espontineo e
estimulado, n=5 animais. Os dados representam a média + SD adotando p < 0,05 como significancia.
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5.12 EBPg diminui hemorragia no pulmao de animais sépticos

Para averiguar se o tratamento com EBPg teria efeito sobre o tecido de 6rgdos como
pulmdo e ceco, realizou-se a avaliacdo histopatolégica dos mesmos. Verificou-se que o
tratamento foi capaz de reduzir significativamente a hemorragia no pulmdo, aumentando,

entretanto o edema no ceco. Nao foi verificada diferenga estatistica nos demais parametros

avaliados (Tabela 4).

Tabela 4. Efeito do extrato hidroalcoélico da casca do fruto de P. granatum no tecido de
pulmio e ceco de animais sépticos ou nao sépticos, tratados ou nao tratados.

ORGAO GRUPO Hemorragia Infiltrado Necrose Edema
SHAM 2+1,1 1,5+£0,5 11,1 2+1,1
Pulmao CLP 3£0 2,5+0,5 1,5+0,5 2+1,1
CLP+EBPg 2+0%* 2+0 1,7+£0,5 2+0
SHAM 1,5+09 3+0 2+0 1,25 + 0,46
Ceco CLP 1,4+£0,8 2,2+0,7 1,8 £0,7 1+0,6
CLP+EBPg  1,75+0,46 2,5+0,5 1,5+£0,5 2+0,7*

Os valores estdao expressos em média = desvio padrdo. Foi aplicado o teste ANOVA nio
paramétrico Kruskal-Wallis e teste t Student adotando p < 0,05 como significancia. A diferenca
estatistica esta representada por * entre os grupos CLP e CLP+EBPg.
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6 DISCUSSAO

Os componentes quimicos da Punica granatum garantem a essa espécie vegetal um
grande nimero de atividades e propriedades bioldgicas, dentre as quais: efeito antioxidante, anti-
inflamatério e antimicrobiano (RAHIMI et al., 2012). Essas propriedades sdo de especial
importancia em um quadro de sepse, caracterizado, inicialmente, como resposta inflamatdria
exacerbada (HOTCHKISS et al., 2016), estado de desequilibrio no sistema redox (DESSAUER et
al., 2011) e processo infeccioso severo (SINGER et al., 2016).

A atividade antioxidante da casca do fruto € atribuida a presenca de compostos fendlicos
na forma de antocianinas, galotaninas, elagitaninos, hidroxibenzdicos, dcidos hidroxicindmicos e
di-hidroflavonol, no entanto, os elagitaninos caracterizados pelo dcido eldgico, 4cido gélico e
punicalagina sd@o os fenodlicos predominantes do fruto (CERDA et al., 2003). Os principais
componentes anti-inflamatdérios presentes na casca do fruto sdo punicalagina, punicalina,
estrictinina A e granatina B que atuam reduzindo significativamente a produ¢do de 6xido nitrico
e PGE2 (Prostaglandinas E2) por inibicdo da expressdo de proteinas pré-inflamatérias (LEE et
al., 2008). O efeito antimicrobiano, por sua vez € atribuido a a¢do que esses componentes tém
sobre a membrana plasmatica do microrganismo (ISMAIL et al., 2012). Sugerimos que essas
caracteristicas do extrato somadas ao seu efeito modulador possam ter garantido a sobrevida dos
animais sépticos tratados.

Levando em consideracdo que a sepse € desencadeada por um processo infeccioso, a
primeira medida, apds o diagndstico ou suspeita, estd relacionada ao uso de antimicrobianos de
amplo espectro, com intuito de controlar ou erradicar o foco primério da infec¢io (HOTCHKISS
et al., 2016). A importancia dos antimicrobianos apropriados nos estdgios iniciais tem sido bem
reconhecida, uma vez que reduz significativamente o risco de mortalidade (KUMAR et al.,
2009), no entanto é cada vez mais frequente a identificacdo de microrganismos multirresistentes
como agentes etioldgicos da sepse (DERMENGIU et al., 2013). Nesse sentido, as espécies
vegetais ganham importante destaque como promissora alternativa na busca de novas terapias
antimicrobianas.

Nesse aspecto, destacamos uma potencial atividade antimicrobiana in vivo de P.
granatum com abrangéncia local e sistémica, uma vez que garantiu o controle da proliferacao
bacteriana no foco principal da infeccao (cavidade peritoneal) e também no sangue, bago e lavado

bronco alveolar, pois preveniu a disseminacao sist€émica e consequente acometimento de regides
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distantes do foco infeccioso. Pai e colaboradores (2011) afirmaram, através de um estudo in vitro,
que P. granatum apresenta atividade antimicrobiana frente a espécies de bactérias
enteropatogénicas. Em nosso estudo, pudemos demonstrar que P. granatum apresenta acio
antimicrobiana, in vivo, contra bactérias do trato digestério expostas a cavidade peritoneal por
meio do modelo de CLP. Em adi¢do aos testes de acdo antimicrobiana, Setiadhi e colaboradores
(2017) verificaram também que, mesmo em elevada concentracdo (160mg/kg) o extrato de P.
granatum nao apresentou toxicidade aguda em camundongos de linhagem Swiss, a mesma
utilizada por esta equipe.

Além de ter acdo direta sobre o patégeno, P. granatum estimula o influxo de células para
o local de injiria ou foco infeccioso o que € de grande importdncia em processo
inflamatorio/infeccioso como a sepse. No presente estudo ocorreu aumento de neutrofilos na
cavidade peritoneal dos animais sépticos € o grupo tratado, além de apresentar quantidade
elevada de neutrofilos, apresentou aumento do nimero de macréfagos e linfocitos em relacao ao
grupo nao tratado. Os neutréfilos desempenham um importante papel no controle da infeccao,
pois possuem a caracteristica de liberar enzimas proteoliticas e produzir espécies reativas de
oxigénio (ERO), como perdxido de hidrogénio, por exemplo, substancia com elevado potencial
microbicida (BROWN et al., 2006; KRUGER et al., 2015).

O aumento na producdo de ERO pode ocorrer, no inicio do desenvolvimento da sepse,
devido ao burst oxidativo causado, dentre outros motivos, pelo estimulo fornecido através do
reconhecimento de endotoxinas pelos macrofagos e outros fagdcitos, que produzem ERO para
eliminar patogenos (DESSAUER et al., 2011). Embora o extrato tenha proporcionado o aumento
de células produtoras de ERO, os resultados do ensaio com peréxido de hidrogénio demonstram
que esta producdo acontece de forma controlada, pois quando hd o estimulo com PMA, o
percentual e o MFI de peréxido de hidrogénio se tornam semelhantes a produg¢do espontanea.
Esse fato é de extrema importancia para a prevencdo de danos e injurias teciduais, que levam ao
agravamento do quadro clinico.

Vitor e De La Fuente (2003) sugerem que os leucdcitos peritoneais contribuem para o
estresse oxidativo produzido por endotoxinas como LPS através da produ¢do de ROS e liberacao
de citocinas pré-inflamatérias como TNF-a e IL-1 no peritonio. Em nosso estudo, no contexto da
sepse, P. granatum proporcionou aumento dos niveis séricos de TNF-a e outras citocinas pro-

inflamatérias como IFN-y e IL-6, e da quimiocina MCP-1, como provavel consequéncia do
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aumento de macréfagos na cavidade peritoneal. Entretanto, o extrato também promoveu o
aumento de niveis séricos da citocina reguladora IL-10.

Durante um processo infeccioso € esperado a liberacdo de grande quantidade de citocinas
inflamatdrias como forma de sinalizacdo da necessidade de intensa migragao celular para o local
da infeccdo de modo a controlar a proliferacdo do agente infeccioso. Entretanto, uma resposta
inflamatdria exacerbada pode gerar danos celulares e tissulares, que agravardo o quadro clinico
da doencga. Estudos in vitro sugerem que IL-10 suprime a produg¢do de mediadores pro-
inflamatorios como TNF- a, IL-1, IL-6, IFN- y (SCHULTE, et al., 2013). Os resultados obtidos
com o tratamento indicam que a elevada producdo de IL-10 tenha controlado o balanceamento
entre citocinas inflamatdrias e anti-inflamatérias e contribuido para a sobrevida dos animais
tratados. Esses resultados corroboram com os resultados obtidos por Kato e colaboradores (1995)
e Van Der Pool e colaboradores (1995) onde o bloqueio de IL-10 endégena estava associada ao
aumento da mortalidade de animais sépticos.

Também foram detectados altos niveis da citocina IL-6 que é caracterizada por
desempenhar importante fungdo em ambas as respostas anti e pro-inflamatéria (Schulte et al.,
2013). A agdo anti-inflamatdria da IL-6 esta relacionada a diminui¢do da liberagdo de agentes
pré-inflamatérios como TNF-a e IL-1 (Schindler et al., 1989). Além disso, curiosamente,
detectamos baixos niveis de IFN-y, uma citocina inflamatoria comum em processos de infecc¢ao,
inclusive em casos de sepse. Entretanto, sabe-se que essa citocina é produzida pela ativacao de
células NK, Thl e células T citotoxicas (Schulte et al., 2013) que, neste estudo se apresentaram
em pequenas quantidades. Hipotenizamos que a baixa quantidade de IFN-y pode estar
relacionada ao curto espaco de tempo que os animais permaneceram em estado séptico
(aproximadamente 12 horas). Schulte e colaboradores (2013) também afirmam que os niveis
dessa citocina no plasma nao estdo diretamente relacionados com a severidade ou mortalidade na
sepse.

Com o intuito de verificar o efeito de P. granatum nos 6rgaos linfoides secundérios e foco
infeccioso, avaliamos o fen6tipo celular nos linfonodos mesentéricos, baco e peritonio. No baco o
tratamento proporcionou aumento da ativacdo de células apresentadoras de antigenos, em
especial das células dendriticas. Embora nio tenha sido observada alteracdo no percentual total
de células do linfonodo, também ocorreu aumento de células dendriticas ativadas neste local,

mesmo que em um baixo percentual. Flohé e colaboradores (2006) destacam que, durante a
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sepse, as c€lulas dendriticas atingem a maturacdo com maior rapidez, caracteristica que foi ainda
mais acentuada com o tratamento com P. granatum proporcionando, portanto, células com maior
capacidade de reconhecer e apresentar um antigeno.

Por meio da imunofenotipagem foi possivel verificar que o tratamento beneficia os
animais tendenciando ao aumento do nimero de macréfagos ao mesmo tempo que aumenta a
quantidade de linfécitos T helper, na regido peritoneal, proporcionando melhores condi¢des para
o reconhecimento e apresentacdo de antigenos entre as essas células. Os linfocitos T helper
ativados desempenham importante fun¢do de secrecdo de citocinas como IFN- y que, por sua vez,
ativam células fagociticas e células B que produzem anticorpos contra o patégeno (STEARNS-
KUROSAWA et al., 2011). Curiosamente, o extrato também foi capaz de aumentar a expressao
de MHC-II, presente em APCs possibilitando, dessa maneira, a eficiente identificacdo e
apresentagdo dos antigenos. A diminui¢do dos linfcitos CD8'CD69™ (linfécitos T citotéxicos
ativados) € esperada, uma vez que a infec¢do € polimicrobiana, com antigenos de superficie,
causada pela perfuracdo cecal e ndo uma infeccdo intracelular.

E notéria a ampla e diversificada gama de atuacdes e possibilidades desempenhadas pelo
EBPg, o que desperta interesse para o grande potencial terapéutico e biotecnoldgico que possui
(SILVA et al., 2013). A combinac¢do das acdes antioxidante, anti-inflamatdria, antimicrobiana e
imunomoduladora tornam o EBPg um promissor caminho terapéutico em quadros de sepse. Em
conclusdo, demonstramos que P. granatum apresenta grande potencial no tratamento de
camundongos induzidos com sepse letal polimicrobiana. Ela atua tanto diretamente, através da
inibicdo do agente infeccioso, quanto indiretamente, por meio da estimulacdo do sistema imune
em manter a resposta inflamatéria controlada. Esses dois fatores em conjunto sdo as
caracteristicas diferenciais e ideais para farmacos utilizados no tratamento da sepse, uma vez que
a maioria dos antibidticos utilizados atuam apenas nos microrganismos € ndo garantem a

restauracdo da homeostase do paciente.
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7 CONCLUSAO

Podemos inferir com os resultados obtidos por nossa equipe, que o EBPg apresenta um
alto potencial imunomodulador, atuando melhor que o antibiético de uso padriao na sobrevida dos
animais, controlando a inflamacdo sist€émica. A espécie vegetal Punica granatum L. ocasionou
diminui¢do de neutréfilos e aumento de linfécitos no sangue periférico, controle da producao de
peréxido de hidrogénio e da inflamagdo através da liberacdo, em altas quantidades, da citocina
reguladora IL-10. O efeito imunomodulador representa uma atividade indiscutivel e requerida
para o aumento de sobrevida nos quadros de sepse. Além disso, a P. granatum apresentou efetivo
efeito antimicrobiano in vivo frente bactérias do trato digestivo e de dreas distantes do foco
infeccioso como sangue periférico, pulmio e baco de animais sépticos, demonstrando a agdo
sistémica do extrato. Diante disso, demonstramos o elevado potencial terapéutico, no contexto de
sepse, que o produto natural de origem vegetal derivado de Punica granatum apresenta, como

uma importante via alternativa ou suplementar de tratamento.
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APENDICE - A
Resultados adicionais

Efeito do EBPg na imunofenotipagem de células do peritonio
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Figura 20. Resultados adicionais para a imunofenotipagem painel 1 das células do peritonio. Os animais foram
distribuidos em 3 grupos: SHAM — animais que passaram pelo processo cirdrgico, mas sem perfuracdo do ceco e
sem tratamento, CLP — animais que tiveram inducdo de sepse por ligadura e perfuragdo cecal, sem tratamento e
CLP+EBPg — animais que tiveram inducdo de sepse por ligadura e perfuracio cecal, com tratamento. (A) Percentual
da subpopulagio de linfécitos CD4™. (B) Percentual da molécula co-estimuladora CD69". (C) Média de intensidade
de florescéncia (MFI) de células CD3*. (D) Média de intensidade de florescéncia (MFI) de células CD4*. (E) Média
de intensidade de florescéncia (MFI) de células CD69". (F) Percentual da subpopulagdo de linfécitos CD8". (G)
Percentual da molécula co-estimuladora CD69". (H) Média de intensidade de florescéncia (MFI) de células CD8". (I)
Média de intensidade de florescéncia (MFI) de células com molécula co-estimulafora CD69* de células CD8". (J)
Média de intensidade de florescéncia (MFI) de células CD14*. (L) Média de intensidade de florescéncia (MFI) de
células com expressdo de Iale. (M) Média de intensidade de florescéncia (MFI) de células com expressdo de
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Ly6C/6G. A diferenca estatistica significativa estd representada por: *em relacio ao grupo CLP. Os dados
representam a média £ SEM adotando p < 0,05 como significancia.

APENDICE - B
Efeito do EBPg na imunofenotipagem de células do linfonodo
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Figura 21. Resultados adicionais para imunofenotipagem dos linfonodos mesentéricos. Os animais foram
distribuidos em 3 grupos: SHAM — animais que passaram pelo processo cirdrgico, mas sem perfuracdo do ceco e
sem tratamento, CLP — animais que tiveram inducdo de sepse por ligadura e perfuracio cecal, sem tratamento e
CLP+EBPg — animais que tiveram indugio de sepse por ligadura e perfuracio cecal, com tratamento. (A) Média de
intensidade de florescéncia (MFI) de células CD3*. (B) Média de intensidade de florescéncia (MFI) de células CD4*.
(C) Média de intensidade de florescéncia (MFI) de molécula co-estimuladora CD28*. (D) Percentual da expressdo de
Tale. (E) Média de intensidade de florescéncia (MFI) de Iale. (F) Média de intensidade de florescéncia (MFI) de
células CD11c". (G) Média de intensidade de florescéncia (MFI) de células com molécula co-estimulafora CD86*. A
diferenca estatistica significativa esta representada por: *em relacdo ao grupo CLP. Os dados representam a média +
SEM adotando p < 0,05 como significancia.
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APENDICE - C
Efeito do EBPg na imunofenotipagem de células do baco
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Figura 22. Resultados adicionais para imunofenotipagem de células do baco. Os animais foram distribuidos em
3 grupos: SHAM — animais que passaram pelo processo cirdrgico, mas sem perfuracdo do ceco e sem tratamento,
CLP — animais que tiveram inducdo de sepse por ligadura e perfuracio cecal, sem tratamento e CLP+EBPg — animais
que tiveram inducdo de sepse por ligadura e perfuracdo cecal, com tratamento. (A) Percentual de linfécitos CD3 .
(B) Percentual da molécula co-estimuladora CD28". (C) Percentual de células duplo positivas CD4"CD28*. (D)
Média de intensidade de florescéncia (MFI) de células CD3*. (E) Média de intensidade de florescéncia (MFI) de
células CD4". (F) Média de intensidade de florescéncia (MFI) da molécula co-estimuladora CD28". (G) Porcentagem
de células duplo positivas CD8*CD28". (H) Média de intensidade de florescéncia (MFI) de células CD8*. (I) Média
de intensidade de florescéncia (MFI) de molécula co-estimuladora CD28*. (J) Percentual de células CD11c*. (L)
Média de intensidade de florescéncia (MFI) de Iale. (M) Média de intensidade de florescéncia (MFI) de células
CDl11c*. (N) Média de intensidade de florescéncia (MFI) de células com molécula co-estimulafora CD86". A
diferenca estatistica significativa esta representada por: *em relagdo ao grupo CLP. Os dados representam a média +
SEM adotando p < 0,05 como significancia.



APENICE - D

ARTIGO

59



',\' frontiers

Punica granatum L. Decreases
Bacterial Growth and the Systemic
Inflammatory Response in Sepsis

Liana d. Trovéo1, Patricia C. Alves1, Aluisio d. Oliveira1, Cesar A. Cuzcano', Luis V.
Moura1, André A. Vale1, Ana Paula S. Santos1, Paulo Vitor S. Pereira1, Rosane N.
Guerra1, Flavia R. Nascimento1, Lucilene A. SiIva1, Andresa A. Berrettaz, MARCIA
CRISTINA G. MACIEL"

"Universidade Federal do Maranhao, Brazil, 2Apis Flora (Brazil), Brazil

Submitted to Journal:

Frontiers in Immunology

Specialty Section:

Microbial Immunology

Article type:

Original Research Article

Manuscript ID:

423366

Received on:

05 Sep 2018
Frontiers website link:

www.frontiersin.org



Conflict of interest statement

The authors declare that the research was conducted in the absence of any commercial or
financial relationships that could be construed as a potential conflict of interest

Author contribution statement

LT, PA, FN, PP and MM. Performed the experiments: LT, PA, AO, CC, LM, AV and MM. Analyzed the data: LT, PA, and
MM. Contributed reagents/materials/analysis tools: RG, FN, AS, LS, PP and AB. Wrote the paper: LT, PA, FN, PP and MM.

Keywords

systemic inflammation, letal sepsis, natural product, Infection Control, Punica granatam
Abstract
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Sepsis is a syndrome in which there is an imbalance between anti and pro-inflammatory responses leading to systemic
effects. Natural products have been shown to be good alternatives to control sepsis development. Punica granatum L.,
known as pomegranate, presents anti-inflammatory, antimicrobial and antioxidant properties. The aim of this work
was to evaluate the possible immunomodulatory effect of the Hydroalcoholic Crude Extract from the bark of Punica
granatum fruits (HCEPg) in septic mice. It was used the lethal polymicrobial sepsis induced in Swiss mice by Cecal
Ligation and Perforation (CLP). Initially, animals were shared into 3 groups: CLP, ATB and HCEPg concomitant (treated,
5mg/kg, immediately after CLP). All treatments were done by subcutaneous (SC) route and single dose. It was
verified that animals treated with HCEPg presented a significant increase in survival. Then, to evaluate the
immunomodulatoty effect of HCEPg animals were shared into 3 groups: SHAM, CLP and HCEPg concomitant. The animals
received saline or HCEPg (5mg/kg, SC), immediately after induction of sepsis. Twelve hours after CLP, blood was
collected to measure serum cytokines and animals were euthanized for colony-forming units (CFUs) counting, and
analyze of peritoneal cells influx, activation and immunophenotyping. The results showed that HCEPg treatment
inhibited bacterial growth in the peritoneum, blood and, spleen. Besides, it decreased ex vivo hydrogen peroxide
secretion by phagocytes. However, it increased cytokines in serum, especially regulatory IL-10, indicating a systemic
anti-inflammatory effect. In addition, increased cellular influx, especially of phagocytes, to infectious focus.
Histopathological analysis of lungs revealed absence necrosis, edema and cellular infiltration, but there was a reduction of
hemorrhage. In conclusion, P. granatum acts directly on the infectious agent and regulates the immune system to
control inflammatory response, protecting against cell damage and promoting the restoration of homeostasis in septic
animals.

Keywords: Inflammation; Infection; Pomegranate; Immunomodulation
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ABSTRACT

Sepsis is a syndrome in which there is an imbalance between anti and pro-inflammatory
responses leading to systemic effects. Natural products have been shown to be good alternatives
to control sepsis development. Punica granatum L., known as pomegranate, presents anti-
inflammatory, antimicrobial and antioxidant properties. The aim of this work was to evaluate
the possible immunomodulatory effect of the Hydroalcoholic Crude Extract from the bark of
Punica granatum fruits (HCEPg) in septic mice. It was used the lethal polymicrobial sepsis
induced in Swiss mice by Cecal Ligation and Perforation (CLP). Initially, animals were shared
into 3 groups: CLP, ATB and HCEPg concomitant (treated, Smg/kg, immediately after CLP).
All treatments were done by subcutaneous (SC) route and single dose. It was verified that
animals treated with HCEPg presented a significant increase in survival. Then, to evaluate the
immunomodulatoty effect of HCEPg animals were shared into 3 groups: SHAM, CLP and
HCEPg concomitant. The animals received saline or HCEPg (Smg/kg, SC), immediately after
induction of sepsis. Twelve hours after CLP, blood was collected to measure serum cytokines
and animals were euthanized for colony-forming units (CFUs) counting, and analyze of
peritoneal cells influx, activation and immunophenotyping. The results showed that HCEPg
treatment inhibited bacterial growth in the peritoneum, blood and, spleen. Besides, it decreased
ex vivo hydrogen peroxide secretion by phagocytes. However, it increased cytokines in serum,
especially regulatory IL-10, indicating a systemic anti-inflammatory effect. In addition,
increased cellular influx, especially of phagocytes, to infectious focus. Histopathological
analysis of lungs revealed absence necrosis, edema and cellular infiltration, but there was a
reduction of hemorrhage. In conclusion, P. granatum acts directly on the infectious agent and
regulates the immune system to control inflammatory response, protecting against celldamage
and promoting the restoration of homeostasis in septic animals.

Keywords: systemic inflammation, lethal sepsis, natural product, infection control, Punica
granatum

INTRODUCTION

Sepsis is defined as life-threatening organ dysfunction caused by a dysregulated host
response to infection. The clinical criteria for sepsis include suspected or documented infection
and two or more Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) points for organ dysfunction.
Septic shock is defined as a subset of sepsis in which underlying circulatory and
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cellular/metabolic abnormalities are profound enough to increase mortality substantially
(Napolitano, 2018). In the early state of sepsis, the excessive activation of the antigen
recognition system and the release of pro-inflammatory mediators lead to seriousmulti-system
dysfunction in the body (Chen et al., 2011).

During the infection process, the number of neutrophils increases near the capillary
venules, they cross the endothelial barrier by diapedese and reach the infected area. Therefore,
they are capable of amplifying the inflammatory response, eliminating the microorganisms by
the release of bactericide agents, as reactive oxygen and nitrogen species. Besides, the release
of cytokines and chemokines by phagocytes, increase the recruiting and the activation of these
and other immunological cells (Yamashiro et al., 2001; McDonald, 2017).

During sepsis occurs the release of inflammatory mediators, as pro-inflammatory
cytokines IL-1B, IL-6, IL-17, and tumor necrosis factor a (TNF-a), and anti-inflammatory
proteins IL-4, IL-10, IL-13 and transforming growth factor f (TGF-p), that often acts to re-
establish homeostasis of immunologic system (Burkovskiy et al., 2013).

Sepsis is a challenge both to scientists and to clinical professionals for being one of the
main causes of morbidity and mortality of hospitalized patients and immunosuppressed
individuals (Mcpherson et al., 2013; Mayr et al., 2014). Usually, patients are treated with
antimicrobials that can cause cardiovascular alterations, as major side effects (Ray et al., 2012),
besides increasing inflammation by bacterial endotoxins release and acute renal injury (Peng et
al., 2012). Therefore, it is necessary to search for new interventions and treatments that help
both in control of bacterial proliferation and reestablishment of patient immunologic system, in
order to control the inflammatory process.

Considering the anti-inflammatory and antimicrobial effects of Punica granatum and
the success achieved in previous studies, we assessed the effect of this natural product on sepsis
induced by CLP. Punica granatum L. belongs to Punicaceae family, it is commonly called
pomegranate, and it has a wide territorial distribution (Oliveira et al., 2010). The empirical
practice uses its leaves, stem, peel, and fruits in the treatment of a large number of infections
and diverse inflammatory processes (Jurenka, 2008). It has as composition, great quantities of
polyphenols, like tannin and flavonoids, to which it is possible to attribute anti-inflammatory
(Lee et al., 2010; Marin et al., 2013), anti-microbial (Al-Zoreky, 2009; Pagliarulo et al., 2016)
and anti-oxidant (Ricci et al., 2006; Legua et al., 2016) activities. Among the polyphenols
present in the pomegranate peel the most abundant are the ellagitannins, among them punicalin,
punicalagin and ellagic acid, and are intimately related to the anti-oxidant action (Sun et al.,
2017). In addition, our research group has previously demonstrated that the ethanolic extract
from P. granatum leaves presents significant biological activity in a murine model of asthma.
This extract encapsulated in biodegradable microparticles has greater therapeutic potential than
the extract in solution form (Oliveira et al., 2013).

In this article, we demonstrated that P. granatum presents a great potential in the
treatment of lethal polymicrobial sepsis. The extract from the bark of Punica granatum fruits
acts directly inhibiting the infectious agent, and also indirectly, through the stimulation of the
immune system in keeping the inflammatory response controlled. 84

MATERIAL AND METHODS
Animals

Female Swiss mice, 8 to 12 weeks of age and weighing on average 25 g, were used (n=5/group).
The animals were obtained from the Central animal house of the Federal University of
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Maranhio (Sao Luis, Brazil), maintained at 26+2 C, 44-56% relative humidity, under 12h light-
dark cycles and had free access to sterile food and acidified water. All procedures have been

assessed and approved by the Animal Use Ethics Committee of the Federal University of 92
Maranhao (Protocol: 23115.002346/2005-45).

Plant Material

The standard hydroalcoholic crude extract from the bark of Punica granatum fruits (HCEPg)
was supplied by Apis Flora® and kept at room temperature until the moment of use. The
preparation for use consists of the following steps: drying and resuspension of the dried material
in Phosphate-buffered saline (PBS). HCEPg presented the following specifications: density =
0.929 g/mL; pH = 4.6; solids = 5.18% w/v; alcohol content = 50,0°GL; flavonoids = 1.92
mg/mL; total phenols (tannins) = 41.2 mg/mL.

Induction of sepsis

Polymicrobial sepsis was induced using CLP method described by Benjamim et al. (2001), with
modifications in the anesthetic used. Initially, mice were anesthetized with 25 mg/kg ketamine
hydrochloride and 20mg/kg xylazine hydrochloride according to Machado et al. (2012). Then,
a laparotomy was performed, and the cecum was mobilized, ligated below the cecal valve, and
punctured 10 times with 18-gauge needle to induce lethal sepsis. The cecum was placed back
into the peritoneal cavity, and the abdomen was closed in two layers. Saline (0.5 mL/10 g body
weight) was given subcutaneously to CLP animals for fluid resuscitation.

Experimental Design

Induction of sepsis by CLP method was used in all experiments. We used the 5Smg/kg dose,
subcutaneously, for the groups treated with the HCEPg. When necessary, we used Imipenem
antibiotic at the dose 14mg/kg. For survival test, animals were divided into three groups
(5/group): (1) CLP control group: CLP mice without treatment; (2) Positive control group: mice
treated with antibiotic (Imipenem) immediately after induction of CLP; (3) Treatment (HCEPg
concomitant) group: mice treated with HCEPg immediately after CLP. All animals were
followed up for 5 days, with a record of death frequency every 12 hours. For experimental
evaluation of cellular/immunological/functional parameters, animals were divided into three
groups (5/group): SHAM; CLP mice without treatment; mice treated with HCEPg immediately
after CLP. After 12h from the induction of CLP, the blood of anesthetized mice was collected.
Mice were euthanized with an overdose of anesthetic (150 mg/kg ketamine hydrochloride and
120 mg/kg xylazine hydrochloride) (Rios et al., 2017).

Counting of Spleen, Bone Marrow, and Lymph Node Cells

After mice euthanasia, the femur, spleen and mesenteric lymph node were removed. The femur
was perfused with 1mL of PBS for the isolation of bone marrow cells. The mesenteric lymph
node was triturated with ImL PBS. The spleen was triturated with SmL PBS and passed through
a silk sieve. Cells were stained with 0.05% Crystal Violet (in 30% acetic acid) counted using a
bright-line Neubauer chambre (Sigma®) under a common light microscopy at 400X
magnification.

Peritoneal Cell Harvesting and Counting

Mouse peritoneal cells were harvested by washing the peritoneal cavity with SmL sterile ice-
cold phosphate-buffered solution (PBS). Total cell numbers were estimated by counting cells



131  as described in the previous topic. Differential cell counts were determined by cytospin
132 preparations stained with Instant-Prov (Newprov, Pinhais, Brazil; Nascimento et al., 2015).

133  Histological Analysis

134 For the histopathological analysis, lungs were fixed in 10% formol and embedded in paraffin.
135  Next, 5 um thick tissue sections were cut on a microtome, mounted on a slide and stained with
136  hematoxylin and eosin. The slides were examined in a light microscope with 20, 40 and 100X
137  objectives. The analysis parameters were hemorrhage, inflammatory infiltrate, necrosis and
138  edema. Tissue changes were scored as O for absent, 1 for scarce, 2 for moderate and 3 for intense
139  (Libério et al., 2011)

140  Colony-Forming Unit (CFU) Determination

141  For quantification of bacteria in blood, peritoneal lavage and spleen, 10uL of the exudate were

142 collected and serially diluted in 96 well plates containing 90 uL. of PBS in each well. Aliquots

143 100 pL of serial dilutions were plated on Brain Heart Infusion agar dishes (Difco Laboratories,

144 Detroit) and seeded with Drigalski's handle. Colony-forming units (CFUs) were counted after

145  overnight incubation at 37°C. The results were expressed in number of CFUs/mL (Rios et al., 146
2017).

147  Hydrogen Peroxide (H202) Release

148  Hydrogen peroxide (H202) production was assessed by DHR (Dihydrorhodamine 123,
149 Sigma®) assay. Peritoneal cavity cell suspension was counted and adjusted to a concentration
150  of 1x10%mL Subsequently, these cells were labeled with DHR (Sigma®) (375ng/mL) for 10
151  minutes, at 37°C, and stimulated or not with PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate, Sigma®)
152 (50nM) for 1h, at 37°C. After incubation with PMA, cells were placed in an ice bath for 10
153  minutes to quench all reactions. Subsequently, the cell suspension was washed with PBS,
154 centrifuged at 4°C, and the reaction was read on a flow cytometer. The reading was made on
155  channel FL-1, with complexity parameters (SSC) and cell size (FSC) defining the cell
156  acquisition gate. For the analysis, 5000 events were acquired and later evaluated in software
157  Flowlo (Tree Star Inc.) (Chen, Junger, 2012).

158  Immunophenotyping

159  After counting the peritoneal cavity cell, lymph node mesenteric and the spleen, 10° cells/mL
160  were resuspended and transferred to a plate of 96 well plate, marked with the specific antibody
161 and incubated at 4°C for 15 minutes. Following incubation with Abs, cells were fixed in 1%
162 paraformaldehyde (Fisher, Waltham, MA) before being analyzed using a Guava® flow
163  cytometer. For analysis, 10000 events were acquired taking cell size (Forward Scatter, FSC)
164 and cell complexity (Side Scatter, SSC) to establish acquisition gate followed by fluorescence
165  channels analysis. Subsequently, data were processed on FlowJo v10.0 software (TREE STAR
166  INC.). A proportion of up to 1% false-positive events were accepted in the isotype control
167  samples. Results are expressed as percentage of cells expressing lymphocytes or phagocytes
168  markers and mean fluorescence intensity (MFI).

169  Quantification of Cytokines

170 The cytometric bead array (CBA) technique was used for the quantification of TNF-a, MCP-1,
171  IL-6, IL-10, IL-12 and IFN-y in serum, as described by Maciel et al., (2014), using the Mouse
172 inflammation cytokine kit (Becton Dickinson Biosciences, San Jose, CA, EUA).
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Statistical Analysis

Results were expressed as the mean + standard deviation. The normality of data was evaluated
by the D’ Agostino-Pearson test. Statistical analysis was performed using ANOVA followed by
Student’s ¢ test, using Graph Pad Prism software, version 5.0. The differences were considered
to be significant when p < 0,05. For survival of the mice was used the Kaplan-Meier curve, and
the log-rank statistical test was applied to compare the curves.

RESULTS

Punica granatum improves survival of septic mice

One hundred per cent of CLP mice died until the second day post CLP. The treatment performed
immediately after the induction of sepsis (concomitant) guaranteed survival of mice until the
fifth day. Importantly, the extract assured better survival than treatment with antibiotics (Figure
1).

Punica granatum decreases the number of CFUs

HCEPg concomitant treatment reduced the number of CFU in the peritoneum, blood and spleen,
when compared to the CLP group (Figure 2).

Punica granatum increases cell recruitment into the Peritoneal Cavity Induced by CLP

Considering the role of leukocytes in the control of bacterial growth, we performed total and
differential cell count in the peritoneal cavity. Punica granatum treatment increased the influx
of total cells when compared to the CLP group, what was related to an increase of macrophage
and lymphocytes counts (Figure 3).

Punica granatum reduces bleeding in the lung of septic animals

HCEPg treatment was found to be able to significantly reduce hemorrhage in lung. No statistical
difference was observed in the other parameters evaluated (Table 1).

Treatment with Punica granatum Induces Decrease in Hydrogen Peroxide (H202)

Considering the different effects observed in Punica granatum treatment, as augments on
cellular influx to the infectious site and control of bacterial growth, we analyzed the activation
of phagocytes using the ability to secrete hydrogen peroxide, important microbicide molecule.
Spontaneous H2O:> secretion was smaller in the Punica granatum group than in the CLP group
(both in percentage and in MFI). In addition, PMA decreased the H>Oz release in treated group
when compared with CLP group. (Figure 4).

Treatment with Punica granatum Induces Increase in Phagocytes and lymphocytes T
helper in the peritoneum and active dendritic cells in the spleen and lymph nodes in
immunophenotyping analysis

Immunophenotyping was performed to evaluate the phenotype presented by cells at the site of
infection. Treatment with P. granatum increased activated T helper lymphocytes (Figure 5B).
However, the treatment did not change significantly the amount of macrophages, but provided
an increasing tendency (Figure SA). In the spleen, HCEPg was able to increase the percentage
of active antigen-presenting cells (Figure 5C) in particular activated dendritic cells (Figure
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5D). In the lymph nodes, HCEPg treatment also increased activated dendritic cells
[ale*CD11c*CD86" (Figure 5E) compared to CLP group.

Punica granatum induces the release of Cytokines

After observation that treatment with Punica granatum modulates phagocyte response at the
site of infection and considering that evolution of sepsis occurs in parallel to systemic
inflammation, we investigate cytokines related to the progression of sepsis and phagocytes
function. Punica granatum increased the production of 1L-6, IL-10, MCP-1, TNF-a, and IFN-
. IL-12 was not detected in any of groups (Figure 6).

DISCUSSION

In the face of the presented results, the crude extract from the bark of the Punica
granatum fruits presented a modulatory action in the immune system, activating phagocytes
and lymphocytes in the infectious focus, also as a control to inflammatory responses dueto the
increase in IL-10 production and regulation of hydrogen peroxide release by peritoneal cells.
Antimicrobial (Moorthy et al., 2013), anti-inflammatory (Lee et al., 2010) and anti-oxidant
(Ricct et al., 2006) presented by the extract, together with the immunomodulation, might have
guaranteed an increased survival to septic animals.

Many authors justify this antimicrobial action as a consequence to the presence of
important phytochemical components in the crude extract, like polyphenols (tannins and
flavonoids) with main emphasis to punicaline, pendunculagin, and punicalagin (Ismail et al.,
2012). Dahham et al, (2010) evaluated antimicrobial activity of many parts of P. granatum
against Gram-negative and Gram-positive bacteria, and fungi, demonstrating that the fruit peel
is the part that presents the best direct microbicidal action. Pai et al, (2011) affirmed, through a
study in vitro, that P. granatum presents antimicrobial activity against the enteropathogenic
bacteria species.

Therefore, we pointed out a potential antimicrobial activity in vivo, with local and
systemic protection. The extract controlled bacterial proliferation in the main focus of the
infection (peritoneal cavity) and also in blood, spleen and bronchoalveolar lavage, preventing
the dissemination to distant tissues from infection focus. In addition in vitro microbicide assays,
Setiadhi et al., (2017) also verified that, even in elevated concentration (160mg/kg), P.
granatum extract did not present acute toxicity in Swiss mice, same lineage used in this work.
In our study, P. granatum presented an in vivo antimicrobial action against gut bacteria in the
CLP model.

Besides having direct effect on pathogens, P. granatum stimulates cellular to the
infectious focus, very important in a model of lethal infection. In animals treated with P.
granatum, the extract increased macrophages and lymphocytes numbers. As well was observed
a sepsis-induced neutrophilia. Neutrophils perform an important role in infection control,
because they have granules with proteolytic enzymes and produce reactive oxygen species
(ROS), as hydrogen peroxide, substance with elevated microbicide activity (Brown et al, 2006;
Kruger et al., 2015).

The elevated production of ROS, however, can generate exacerbated inflammation, cell
death and even tissue damage (Crimi et al., 2006). Cells from animals treated with P. granatum
maintain the hydrogen peroxide production, however in lower levels when compared to CLP
mice cells. This role in reactive oxygen species release control is relevant to avoid microbial
proliferation without generating tissue damage and, therefore, contributes to bring back the
homeostasis to the immune system in the septic animal.



256 To verify the effect of P. granatum in the secondary lymphoid organs and infectious
257  focus, we analyzed the cellular phenotype in lymph node, spleen and peritoneum. In the spleen,
258  the treatment increased activation of antigen-presenting cells, especially dendritic cells (DC).
259  In the lymph node, although an alteration in the total percentage has not been observed, it also
260  occurred an increase in activated dendritic cells, even in a low percentage. Flohé et al (2006)
261  highlighted that, during sepsis, dendritic cells reach maturation early in immune response. P.
262  granatum treatment accentuated DC activation, even more, increasing the capacity of
263  recognizing and presenting antigens.
264 The treatment benefits the animals, having a tendencyto increase macrophages number
265  and also the quantity of activated T helper lymphocytes, in the peritoneal region. Those changes
266  in leukocyte cellularity probably proportionate better conditions to antigens recognition and
267  presentation. The macrophages are between the main cells responsible for the releasing of pro-
268  inflammatory mediators (Cavaillon & Adid-Conguy, 2005). During an infectious process, the
269  releasing of a great quantity of inflammatory cytokines is one of the ways to control pathogens
270 proliferation. However, an exacerbated inflammatory response can generate cell and tissue
damage, which will worsen the clinical manifestations of the disease.
271 Macrophages are important cells in innate immunity and play a crucial role in response
272  to microbial invasion, in the early phase of sepsis. Microbial products or Th1 cytokines polarize
273  monocytes/macrophages to the M1 profile, which release pro-inflammatory
274  cytokines/chemokines and are important to control bacterial proliferation. However, Th2-profile
cells or cytokines polarize to M2 macrophages, which release anti-inflammatory
cytokines/chemokines and contribute to tissue repair and remodeling (Sica et al., 2015).
275 The increase of peritoneal macrophages was important in the control of inflammatory
276  response in the treated septic animals. Despite increased inflammatory cytokines, like TNF-a
277  and IFN-y, and MCP-1 chemokine, it was possible to detect elevated concentrations of
278  regulatory cytokine IL-10, leading to the control of sepsis-related inflammatory response.
279  Watanabe et al. (2016) found that, in the early stage of the sepsis, there is presence of M1
280  macrophages due to release of pro-inflammatory cytokines. However, they observed that, in the
281 Ilate phase of the syndrome, there is greater release of anti-inflammatory and regulatory
282  cytokines, such as IL-10, stimulating the polarization of macrophages to M2. Thus, we relate
283  the high level of IL-10 found in our results with the possibility of polarization of macrophages
284  to M2 profile. High levels of cytokine IL-6, which is characterized by performing an important
285  function in both responses anti and pro-inflammatory (Schulte et al., 2013), were also detected.
286 Besides that, we detected major levels of IFN-y in treated animals, an inflammatory
287  cytokine, common in infectious processes, including sepsis. Thl cells, cytotoxic T cells and
288  NK cells produce IFN-y (Schulte et al., 2013). Those cells are intimately related with the
289  activation and recruiting of other leucocytes, stimulating the elimination of the infectious agent
290  (Stearns-kurosowa et al., 2011). Schulte et al (2013) also affirmed that some levels of IFN-yin
291  plasma are not directly related to the severity or mortality in sepsis.
292 In conclusion, we demonstrated that P. granatum presents a great potential in the
293  treatment of lethal polymicrobial sepsis. The extract from the bark of Punica granatum fruits
294  acts both directly, through the inhibition of the infectious agent, and indirectly, through the
295  modulation of the immune system, keeping the inflammatory answer controlled. These two
296  factors together are differential characteristics and ideal to drugs used in sepsis treatment,once
297  the majority of antibiotics used act only in the microorganisms and do not assure the restoration
298  of the patient homeostasis.
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FIGURES AND TABLES

Table 1. Effect of the hydroalcoholic extract of the P. granatum fruit bark on the lung
tissue of treated or untreated septic or non-septic animals. Values are expressed as mean +
standard deviation. Kruskal-Wallis non-parametric ANOVA and Student's t-test were used,
adopting p < 0.05 as significance.

GROUP Hemorrhage Infiltrated Necrosis Edema

SHAM 2+1,1 1,5+0,5 1+1,1 2+1,1

Lung CLP 3+0 2,5+£0,5 1,5+0,5 2+1,1
CLP+HCEPg 2+x0* 210 1,7+0,5 210

The statistical difference is represented by * between the CLP and CLP + HCEPg groups.
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Figure 1. Effect of the hydroalcoholic crude extract of the bark of the fruit of Punica granatum
(HCEPg) on the survival of septic animals. The animals were divided into 3 groups (n = 5 per group):
Control - septic animals (CLP) without treatment, Antibiotic - single dose treated animals after induction of
sepsis with broad spectrum antibiotic (Imipenem) following the concentration ratio for the weight of the
animals and HCEPg concomitant - single-dose (5mg/kg) treated animals immediately after induction of
sepsis All treatments were performed subcutaneously. Survival was monitored for 5 days and the death rate
was recorded every 12 hours. The significant statistical difference is represented by: * between the CLP and
HCEPg concomitant groups, adopting p < 0.05 as significance.
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Figure 2. Effect of HCEPg on the growth of colony forming units (CFUs). Graphical representations of the
means of colony forming units in peripheral blood (A). peritoneal lavage (B). spleen (C) counts. The
statistically significant difference is represented by: * in relation to the CLP group and by # in relation to the
sham group. The data represent the mean + SD adopting p < 0.05 as significance.
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Figure 3. Differential count of peritoneal lavage cells. The animals were divided into 3
groups: SHAM - animals that underwent surgery, but without cecum perforation and
without treatment, CLP - animals that had induction of sepsis by ligature and cecal
perforation, without treatment and CLP+HCEPg - animals that had induction of sepsis by
ligature and cecal perforation, with treatment. The significant statistical difference is
represented by: * in relation to the CLP group and # in relation to the Sham group. Data
represent the mean + SD, n=5 animals per group, adopting p < 0.05 as significance.
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Figura 4. Production of Hydrogen Peroxide in peritoneal cells. The animals were divided into 3 groups: SHAM -
animals that received surgery, but without cecum perforation and without treatment, CLP - animals that had induction of
sepsis by ligature and cecal perforation, without treatment and CLP + HCEPg - animals that had induction of sepsis by
ligature and cecal perforation, with treatment. (A) Percentage of H,0, production by DHR-labeled and PMA-stimulated
peritoneal lavage cells. (B) Mean of the Flowering Intensity of cells labeled with DHR and stimulated with PMA. The
statistically significant difference is represented by: # in relation to the CLP group stimulated and * in relation to the
CLP group spontaneous, (@ in relation to the stimulated and spontaneous of same group. The data represent the mean +
SD of 5 animals per group, adopting p < 0.05 as significance.
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Figure 5. Immunophenotyping of peritoneum, spleen and lymph node cells. The animals were divided into 3 groups: SHAM - animals that
underwent surgery, but without cecum perforation and without treatment, CLP - animals that had induction of sepsis by ligature and cecal
perforation. without treatment and CLP+HCEPg - animals that had induction of sepsis by ligature and cecal perforation, with treatment. (A)
Percentage of CD14+Ly6C/6G+ macrophages in the peritoneal cavity. (B) Percentage of CD3+CD4+CD28+ lymphocyte T helper subpopulations in
the peritoneal cavity. (C) Percentage of cells presenting Iale+CD86+ activated antigens in the spleen. (D) Percentage of activated dendritic cells
Tale+CD11c+CD86+ in the spleen. (E) Percentage of activated dendritic cells Iale+CD11c+CD86+ in the lymph node. The statistically significant
difference is represented by: * in relation to the CLP group and # in relation to the sham group. The data represent the mean + SD adopting p < 0.05
as significance.
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Figure 6. Dosage of serum cytokines from septic animals. The animals were divided into 3 groups:
SHAM - animals that underwent surgery. but without cecum perforation and without treatment, CLP -
animals that had induction of sepsis by ligature and cecal perforation, without treatment and CLP+HCEPg
- animals that had induction of sepsis by ligature and cecal perforation, with treatment. After collection of
serum from the animals, cytokines IL-6, IL-10, MCP-1, IFN-y, TNF-a and IL-12 were evaluated. The
statistically significant difference is represented by: * in relation to the CLP group and # in relation to the
sham group. The data represent the mean + SD of 5 animals per group, adopting p < 0.05 as significance.
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ANEXO - I

PARECER COMITE DE ETICA DE USO DE ANIMAIS

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

COMISSAO DE ETICA EM EXPERIMENTAGCAO ANIMAL

PARECER CONSUBSTANCIADO INICIAL N° do parecer: 01

PROJETO DE PESQUISA Registro do CEUA: 01/05
N° do Protocolo: 23115.002346/2015-45
Data de entrada no CEUA: 23/02/2015

Parecer: APROVADO

| = Identificagdo

Titulo do projeto:

AVALIAGAO DO EFEITO DO EXTRATO ETANOLICO DE Punica granatum SOBRE O MODELO DE SEPSE
LETAL EM CAMUNDONGOS.

Identificacdo da equipe executora:

Profa. Dra. Marcia Cristina Gongalves Maciel (coordenadora), Prof. Dra. Flavia R. F. Nascimento
(colaboradora), Profa. Dra. Rosane N. M. Guerra (colaboradora); Profa. Dra. Ana Paula S. A. Santos
(colaboradora); Profa. Dra. Lucilene A. Silva (colaboradora); Prof. Dr. Paulo V. S. Pereira
(colaborador); Liana O. Trovao (colaboradora); André A. M. Vale (colaborador).

Instituicdo onde sera realizado:

Universidade Federal do Maranhdo

Area temtica: Multicéntrico: Data de recebimento:
Nio 26/02/2015
Cooperagdo estrangeira: Data de devolugdo
Nao 23/03/2015
Il - Objetivos:

Avaliar o efeito do extrato de P. granatum (EEPg) em modelo de sepse letal por ligadura e
perfuracdo cecal em camundongo.
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Il = Sumario do projeto:

O projeto apresenta proposta de avaliar, em ensaio pré-clinico, o uso do extrato de roma em
modelo de sepse letal.

Serdo utilizados 30 animais, camundongos, Swiss, adultos (8-14 semanas). Os animais serdo
divididos em 6 grupos: controle (salina); Sham (cirurgia, sem perfuracdo); CLP (ligadura e
perfuracdo cecal); CLP + antibidtico; CLP + extrato (5 mg/kg); CLP + extrato (50 mg/kg). Apds a
indugdo da infecgdo polimicrobiana, os animais serdo tratados segundo descrito acima. Apés o
tempo de tratamento serdo realizadas: avaliagdo de parametros bioquimicos e hematoldgicos;
dosagem de citocinas em culturas celulares; contagem de células dos drgdos linfoides; e
histopatologia.

IV — Comentdrio do relator frente 3 resolugdo N2 779 - CONSEPE e complementares em
particular sobre:

O projeto é conciso e segue as hormas da resolugdo No 779 — CONSEPE. Os animais estardo
sob condicBes de estresse controladas, mas ndo propositais. A metodologia de eutandsia esta
dentro das normas éticas exigidas pelo CONCEA.

V = Pendéncias
VI - Recomendacgdes:

O projeto é apresentado de forma clara e objetiva, ndo deixando duvidas sobre o uso dos
animais e as metodologias de andlise a serem utilizadas. Desse modo, a Unica recomendagdo é
a definicdo do sexo dos animais a serem utilizados, no corpo do projeto.

VIl — Parecer consubstanciado do CEUA

O projeto apresentado é de grande relevancia, pois hd uma busca constante pelo
desenvolvimento de alternativas terapéuticas para infeccdes. Desse modo, o projeto
apresenta a possibilidade real do uso de um produto natural no contexto do tratamento da
sepse. Uma vez que obedece as normas éticas para sua execucdo consideramos o mesmo
aprovado pela CEUA.

Sdo Luis, 20/ maio / 2015

i

Profa Dra Lucilene Amorim Silva

Presidente do CEUA / UFMA



83

ANEXO -1I

CONFIRMACAO DE SUBMISSAO DE ARTIGO EM REVISTA CIENTIFICA

About Submit Journals Research Topics My Frontiers

Search for articles, people, events and more. Liana Trovao E

Email
Inbox
Outbox

Compose

MESSAGE DETAILS

« Back to Inbox

From Frontiers in Immunology Editorial
om Office
6 B To Liana de Oliveira Trovao
Date Wed, 5 Sep 2018 at 2:49 PM (GMT)
Subject Your manuscript submission - 423366

Dear Dr Trovao,

We are pleased to inform you that we have received the manuscript ""Punica
granatum L. Decreases Bacterial Growth and the Systemic Inflammatory Response in
Sepsis ™ to be considered for publication in Frontiers in Immunology, section
Microbial Immunology.

You can access the review forum and track the progress of your manuscript using
the following link:
http://www.frontiersin.org/Journal/MySubmission.aspx?stage=100

You will receive a notification as soon as the interactive review forum is activated
and you receive access the review reports. You will then be able to interact directly
with the reviewers in the interactive review forum and also re-submit a revised
manuscript.

Kind regards,
Your Frontiers in Immunology team

Frontiers | Editorial Office - Collaborative Peer Review Team
www.frontiersin.org

131 Finsbury Pavement, EC2A 1NT London, United Kingdom
Office T 44 203 5144 082

For technical issues, please contact our IT Helpdesk (support@frontiersin.org);
Frontiers in Immunology is the official journal of the IUIS

Manuscript title: Punica granatum L. Decreases Bacterial Growth and the Systemic
Inflammatory Response in Sepsis

Manuscript ID: 423366

Submitted By: MARCIA CRISTINA GONGALVES MACIEL

Authors: Liana de Oliveira Trovao, Patricia Costa Santos Alves, Aluisio da Silva
Oliveira, Cesar Alejandro Salazar Cuzcano, Luis Victor Moraes de Moura, André
Alvares Marques Vale, Ana Paula Silva de Azevedo dos Santos, Paulo Vitor Soeiro
Pereira, Rosane Nassar Meireles Guerra, Flavia Raquel Fernandes Nascimento,
Lucilene Amorim Silva, Andresa Aparecida Berretta, MARCIA CRISTINA GONCALVES
MACIEL

Journal: Frontiers in Immunology, section Microbial Immunology

Research Topic: The Immunology of Sepsis - Understanding Host Susceptibility,
Pathogenesis of Disease, and Avenues for Future Treatment

Article type: Original Research

Submitted on: 05 Sep 2018

In order to enable a smooth and efficient review process, please familiarize
yourself with the Frontiers review guidelines:

http://www.frontiersin.org/ Journal/ReviewGuidelines.aspx?
s=1241&name=microbial_immunology

To take part in the Resource Identification Initiative please cite antibodies,
genetically modified organisms, software tools, data, databases and services using
the corresponding catalog number and RRID in the text of your article. Please see
here for more information:
http://www.frontiersin.org/files/pdf/letter_to_author.pdf




