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RESUMO

A propolis € um material balsamico resinoso, utilizado para a prote¢do da colmeia contra insetos
e microorganismos. Além das atividades antimicrobianas da préopolis, destaca-se o seu efeito
anti-inflamatoério e imunomodulador. O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito do
tratamento com Extrato Padronizado de Propolis (EPP-AF®) na sepse induzida por ligadura e
perfuragdo cecal (CLP). Inicialmente, para avaliacdo da sobrevida, camundongos Swiss foram
separados em 5 grupos: SHAM (sem perfuragdo cecal), CLP (Salina+CLP), CLP+ATB
(Antibiotico+CLP), EPP10 (EPP-AF® 10mg/kg+CLP), EPP100 (EPP-AF® 100mg/kg+CLP). A
administracdo, por via subcutanea, de antibidtico ou EPP-AFe, foi realizada 6 horas antes do
procedimento de CLP. A sobrevida dos animais foi avaliada a cada 12 horas, durante 5 dias. Os
dados demonstraram um aumento de 51%, 16% e 25% da expectativa de vida dos animais dos
grupos CLP+ATB, EPP10 e EPP100, respectivamente, em relagdo ao grupo CLP. Apos a
avaliacdo da sobrevida, foram repetidos os grupos CLP e o EPP100 para avaliacdo de
parametros imunofisioldgicos. Apos 12 horas da CLP, os animais foram eutanasiados e o
material biologico foi coletado para devidas analises. Os dados demonstraram que a
administracdo unica de EPP-AF®, de forma profilatica, ndo alterou as unidades formadoras de
colonia no peritdnio, sangue e pulmao, nem a contagem de células do sangue periférico, da
medula e coagulograma (nimero de plaquetas, TTP e TTPA). Entretanto, a contagem de células
do peritonio foi menor no grupo tratado assim como o infiltrado inflamatério e hemorragia no
tecido pulmomar nos animais que receberam EPP-AF®. Deste modo, conclui-se que o EPP-
AF® na concentracdo de 100mg/kg, quando usado profilaticamente, promoveu melhor
preservagdo do parénquima pulmonar, o que pode explicar o aumento da expectativa de vida
apresentado pelos camundongos com sepse induzida por CLP.

Palavras-chaves: Propolis; Pulmao; Sepse; Inflamacao
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ABSTRACT

Propolis is a resinous balsamic material, used to protect the hive against insects and
microorganisms. In addition to the antimicrobial activities of propolis, its anti-inflammatory
and immunomodulatory effect stands out. The aim of this study was to evaluate the effect of
treatment with Standardized Propolis Extract (EPP-AF®) on sepsis induced by ligation and
cecal perforation (CLP). Initially, for survival assessment, Swiss mice were separated into 5
groups: SHAM (without cecal perforation), CLP (Saline + CLP), CLP + ATB (Antibiotic +
CLP), EPP10 (EPP-AF® 10mg / kg + CLP), EPP100 (EPP-AF® 100mg / kg + CLP).
Subcutaneous administration of antibiotics or EPP-AF® was performed 6 hours before the CLP
procedure. Animal survival was assessed every 12 hours for 5 days. The data showed an
increase of 51%, 16% and 25% in the life expectancy of animals in the CLP + ATB, EPP10
and EPP100 groups, respectively, in relation to the CLP group. After assessing survival, the
CLP and EPP100 groups were repeated to assess immunophysiological parameters. After 12
hours of CLP, the animals were euthanized, and the biological material was collected for proper
analysis. The data demonstrated that the single administration of EPP-AF®, prophylactically,
did alter neither the colony-forming units in the peritoneum, blood and lung, nor the peripheral
blood, marrow and coagulogram cell count (number of platelets, Prothrombin time and
Activated partial thromboplastin time). However, the peritoneum cell count as well as the
inflammatory infiltrate and hemorrhage in the lung tissue were lower in the animals that
received EPP-AF®. Thus, it was possiple to conclude that EPP-AF® at a concentration of
100mg / kg, when used in a prophylactically way, promoted better preservation of the lung
parenchyma, which may explain the increase in lifespan presented by mice with CLP-induced
sepsis.

Keywords: Propolis; Lung; Sepsis; Inflammation



1. Introducio

A sepse ¢ compreendida como um conjunto de anormalidades fisiologicas, patologicas
e bioquimicas induzidas por uma infeccdo ndo controlada e que pode levar a sindrome da
disfuncdo de multiplos o6rgdos (MODS) e a morte (SEYMOUR et al., 2016). Esta foi
considerada a segunda maior causa de morte entre pacientes internados em UTIs nao
coronarianas e ¢ a décima causa de mortalidade no quadro geral (AJROUCHE et al., 2013).
Porém, acredita-se que esses nimeros sejam subestimados visto a auséncia de uma base de
dados em paises em desenvolvimento (FLEISCHMANN et al., 2016). Devido a sua alta
mortalidade e elevados custos, a sepse ¢ uma das maiores preocupacgdes de saude publica, com
gastos que atingiram 20 bilhdes de doélares nos Estados Unidos, em 2011 (SINGER et al., 2016).

A lesdo pulmonar aguda (LPA) ¢ uma sindrome clinica associada a disfun¢do
respiratoria, sendo a complicagdo mais comum da sepse e com mortalidade que varia de
aproximadamente 50% (HERRIDGE et al., 2003) a 26% (ERICKSON et al., 2009). A
fisiopatologia da LPA descrita por Chung et al., (2003) envolve inflama¢do com dano alveolar
difuso, aumento da permeabilidade capilar, edema intersticial e alveolar, influxo de células
inflamatorias circulantes e formac¢ao de membranas hialinas.

Rojas et al. (2005) usaram o modelo experimental murino com administracdo de
endotoxina bacteriana gram-negativa lipopolissacarideo (LPS), modelo animal que se aproxima
a sepse em varias espécies. Ao avaliarem o histopatoldgico apds a inducao de LPA, os autores
observaram que apods 6 horas da administracdo de endotoxina havia congestdo e infiltracao de
células inflamatorias que pareciam ser, predominantemente, neutréfilos. Eles vericaram ainda
que apos 24 horas da administracdo de LPS havia mais inflamacdo e espessamento septal e,
apos 48 horas, as alteracdes estavam resolvidas, embora um niimero maior de neutroéfilos ainda
estivesse presente.

A compreensdo da complexidade do quadro clinico e suas complicagdes, bem como a
terapéutica, vem sofrendo mudancas ao longo dos anos com a avaliagdo de novas evidéncias,
contudo, as evolugdes nas defini¢des de sepse e choque séptico tém evidenciado a busca de uma
abordagem precoce que melhore o prognostico e tratamento para os pacientes acometidos
(SINGER et al., 2016).

Atualmente, importantes sociedades médicas que estudam a sepse recomendam como
principal diretriz de tratamento para pacientes com quadro de sepse, o inicio precoce da

antibioticoterapia de largo espectro (FERRER et al., 2014; LEVY etal., 2018). Contudo, Kumar
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et al., (2009) relataram que o uso de antibidticos de amplo espectro requer uma abordagem
adequada uma vez que pode causar danos consideraveis aos pacientes, incluindo eventos
adversos e complica¢des com risco de vida devido a resisténcia antimicrobiana.

Os modelos padronizados de sepse experimental contribuiram notoriamente para melhor
compreensdo dos mecanismos fisiopatoldgicos dessa doenca nas ultimas décadas. Em adicao,
esse conhecimento tem permitido o desenvolvimento de estudos por novas estratégias
terapéuticas, a fim de diminuir a mortalidade por essa sindrome. Dessa forma, iniciou-se a busca
por uma classe de medicamentos de efeitos adversos ausentes ou minimizados atuem de forma
imunomoduladora e que diminuam a inflamacao exacerbada como a que ocorre durante a sepse
(KWAK et al., 2000).

Neste contexto, a propolis, um material balsdmico, capaz de proteger a colmeia frente
aos agentes agressores, como fungos, bactérias, virus, insetos, dentre outros, tornou-se alvo de
interesse na pesquisa de processos infecciosos sistémicos. De modo geral, estdo presentes na
composicdo da propolis compostos flavonoides, como quercetina, aromadendrina,
pinocembrina, compostos fendlicos, com destaque para o artepellina C, baccharina e drupanina.
Em adicdo, a propolis verde apresenta acidos p-cumarico, caféico, fertilico, benzoico (DA
SILVA LEITAO et al., 2004; HU et al., 2005; SILVEIRA et al., 2021).

Em modelo de inflamagao granulomatosa adaptado em nosso laboratério, Machado et
al. (2012) mostraram que os animais que receberam o tratamento com extrato de propolis verde
tiveram reducao de edema do granuloma e aumento de leucécitos, além disso, ao avaliarem o
efeito sistémico em sitio pulmonar, observaram que os animais que receberam o tratamento
com a propolis verde tiveram aumento significativo de macrofagos e neutrofilos no lavado
broncoalveolar (BAL) quando comparados ao grupo que nao recebeu tratamento. Tendo em
vista estes resultados, Machado et al. (2012) induziram a inflamag¢ao pulmonar por instilagao
de LPS e observaram uma diminui¢ao de células totais no lavado Broncoalveolar (BAL) dos
animais tratados com propolis. Estes resultados mostraram que o extrato foi capaz de modular
a resposta inflamatoria por meio do recrutamento celular no local da infec¢ao, reduzindo o
numero de neutroéfilos, os quais poderiam ser danosos para o tecido pulmonar (HENDERSON,
2005). Utilizando o mesmo extrato de propolis verde, Silveira et al., (2021) mostraram um
importante efeito de reducdo de lesdo renal aguda e lesao pulmonar em ratos com sepse induzida
por CLP, além de redu¢do de células e citocinas inflamatdrias nos rins e pulmdo dos animais

com sepse.



Tendo em vista os trabalhos desenvolvidos em nosso laboratério e por outros
pesquisadores parceiros, somados a literatura sobre o assunto, a hipdtese do presente trabalho
conduz a identificacdo de que o EPP-AF® seria capaz de mudar a histdria natural da sepse
induzida por CLP em camundongos se usado de forma profilatica em um tempo condizente
com a profilaxia de antibiotico em caso de uma cirurgia intestinal.

Dessa forma, o objetivo deste estudo consistiu em avaliar o efeito do uso profilatico de
EPP-AF® na evolucdo do quadro de sepse, em modelo de sepse experimental induzido por

ligadura e perfuragdo cecal.

2. Referencial teorico

2.1 Sepse

Historicamente, pode-se dividir o conhecimento sobre sepse em quatro grandes marcos.
Inicialmente aquele proposto ainda na Grécia antiga, que define “sepsis” como a decomposi¢ao
de matéria organica na presenca de bactérias, definicdo essa que perdurou por 2700 anos
quando, finalmente, surge a teoria dos germes, em que o patégeno era causa unica do quadro
séptico. Com o avango da microbiologia e da farmacologia evidenciava-se que a terapia
especifica ao patdogeno ndo era garantia de sucesso terapéutico, surgindo assim teorias
multifatoriais que relacionam patdgeno e a resposta do hospedeiro nos niveis molecular, celular,
tecidual e organico (GEROULANOS e DOUKA, 2006).

Evidentemente, a sepse permanece um grande desafio, tanto para os cientistas quanto
para o manejo clinico. Com elevada taxa de mortalidade, 20-30%, as limitagdes sobre o
conhecimento da fisiopatologia da doenga por vezes levaram a condutas equivocadas
(RANIERI et al., 2012).

A fim de definir critérios clinicos para um diagnéstico precoce, prevengao e redugdo da
mortalidade, especialistas se reuniram em 1991 para elaborarem o primeiro consenso que deu
énfase ao processo continuo de severidade da sindrome, com um quadro evolucional de sepse,
evoluindo para sepse severa induzida por hipotensdo e choque séptico, o estdgio mais grave
(GEROULANOS e DOUKA, 2006). Neste consenso foi estabelecida a Sindrome da Resposta
Inflamatéria Sistémica (SIRS), visando desenvolver critérios clinicos para identificacdo do

quadro séptico (BONE et al., 1992). Os critérios foram desenvolvidos para facilitar o
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diagnoéstico proporcionando uma intervengdo clinica precoce, visto que isso aumentaria a
sobrevida. Dessa forma determinaram que: temperatura corporal maior que 38C° ou menor que
36C°, frequéncia cardiaca maior que 90bpm, frequéncia respiratoria maior que 20 rpm ou sinais
de hiperventilagdo identificado por uma PaCO2 menor que 32mmHg, altera¢cdes na contagem
dos leucocitos numa faixa maior que 12.000 ou menor que 4.000 cel/mm3 ou a presenca de
10% de neutréfilos imaturos (Quadro 1). Com 2 desses critérios mais uma cultura positiva ou

um foco infeccioso caracteriza-se a sepse (BONE et al., 1992).

Quadro 1. Critérios de Sindrome da Resposta Inflamatdria Sistémica (SIRS)

Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica (SIRS)

Temperatura Frequéncia Cardiaca Frequéncia Leucocitos
corporal respiratoria /
Hiperventilagdo

>12.000 cel/m3 ou
>38C ou <36C >90 > 20 rpm <4.000 cel/mm3 ou
PaCO2 <32mmHg | 10% de neutrofilos

imaturos

Fonte: Adaptado de (BONE et al., 1992).

O segundo consenso de sepse ndo apresenta novas defini¢des visto a falta de evidéncias
cientificas robustas para alteragdes, no entanto, foram desenhados caminhos para as mudancas
que aconteceram no consenso de 2016 que diante da necessidade do diagndstico precoce para
o sucesso da intervencdo médica e com o objetivo de avaliar e atualizar as defini¢des para sepse
e choque séptico, uma forga tarefa com 19 profissionais especialistas nos aspectos clinicos e
fisiopatologicos da doenca atualizaram e langcaram o Terceiro Consenso Internacional de
Defini¢do para Sepse e choque séptico (SEYMOUR et al., 2016).

A sepse passou a ser definida como uma disfuncdo organica, potencialmente fatal,
causada por uma resposta desregulada do hospedeiro a infeccdo. Em quadros mais graves, os
quais existam problemas de perfusdo, anormalidades metabolicas e celulares profundas, ao
ponto de aumentar a mortalidade, ela passa a se caracterizar como Choque séptico (SINGER et
al.,, 2016).

Anteriormente, dois critérios de SIRS com a presenca do agente infeccioso

caracterizavam a sepse. O novo consenso admite que a sepse envolve resposta pro-inflamatoria
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e anti-inflamatoria do hospedeiro e que fatores ambientais também influenciam. Geroulanos e
Douka (2006), para falarem da influéncia que fatores externos exerciam sobre a doenga,
propuseram uma comparacao semelhante a um canal de comunicagio, no qual o organismo, em
nivel celular e molecular, seria o canal de comunicagdo e as citocinas, por sua vez, seriam as
mensagem transmitidas, formando assim, um complexo sistema que reage de forma diferente a
estimulos semelhantes.

Além disso, questionava-se a alta sensibilidade e baixa especificidade dos critérios de
SIRS para o diagnostico de sepse, visto que diversos outros quadros como traumas e
queimaduras desenvolviam quadro clinico semelhante e outros pacientes em franca faléncia
orgdnica que ndo apresentam critérios para SIRS, demonstrando sua ineficiéncia no diagnostico
(SEYMOUR et al., 2016).

O Sepse-3 delimitou também a defini¢do de choque séptico, colocando-o como um
subconjunto de anormalidades consequentes do metabolismo circulatério e celular que
aumentam a mortalidade. Nesta ocasido foi enfatizado também o SOFA (Sequential Organ
Failure Assessment), um sistema de pontuacdo amplamente utilizado em Unidades de Terapia
Intensiva para avaliar disfun¢ao organica e prognostico como um importante pardmetro para
avaliar pacientes sépticos (SINGER et al., 2016) (Tabela 1).

Um resumo das mudangas de defini¢des e critérios pode ser observado melhor na Tabela



Tabela 1 Critérios e respectivas pontuagdes para o SOFA (Sequential Organ Failure Assessment). O SOFA avalia parametros como respiragio,
coagulagdo, figado, funcao cardiovascular, sistema nervoso central e rins. Para cada parametro sdo dispostos critérios e sinais que sao atribuidos
de uma determinada pontuacdo que varia de 0 a 4. Quanto maior for a pontuacgdo do paciente no SOFA, maior sera a probabilidade de morte.

Pontuacio sequencial de avaliaciio de falha de 6rgéo (sepse) *

Pontuacio
Sistema 0 1 2 3 4
Respira¢io
Pa0,/FiO, mmHg (kPa) >400 (53.3) <400 (53.3) <300 (40) <200 (26.6) com suporte <100 (13.3) com suporte
respiratorio respiratorio
Coagulacio
Plaquetas, x 103/pL >150 <150 <100 <50 <20
Figado
Bilirrubina, mg/dL (umol/L) <1.2 (20) 1.2-1.9(20-32) 2.0-59(33-101) 6.0-11.9 (102 —204) >12 (204)
Cardiovascular
PAM > 70 mmHg PAM <70 mmHg Dopamina <5 ou Dopamina 5.1 — 15 ou Dopamina > 15 ou
Dobutamina Epinefrina < 0.1 Epinefrina > 0.1
(qualquer dose)” Ou Norepinefrina<0.1®>  Ou Norepinefrina > 0.1°
Sistema nervoso central
Pontuagdo escala de 15 13-14 10-12 6-9 <6
Glasgow
Renal
Creatinina, mg/dL (umol/L) <1.2 (110) 1.2-19(110-170) 2.0-3.4 (171 -299) 3.5-4.9 (300 —400) >5.0 (440)
Saida de urina, mL/d
<500 <200

Abreviagoes: FiOz Fragdo de inspiragdo de oxigénio, PAM: pressdo arterial média PaO: Pressdo parcial de oxigénio.
* Adaptado de Vincent, (2015)

®Doses de catecolaminas dadas com pg/kg/min por pelo menos 1 hora

¢ Pontuagdo escala de Glasgow Coma varia de 3 a 15; Maior pontuagio indica melhor fungéo neurologica.

Fonte: Adaptado de SINGER et al., (2016)




Tabela 2. Definic¢éo de sepse no decorrer dos anos

Sepse 1 — 1991 Sindrome de resposta inflamatoria sistémica (SIRS):
resposta inflamatéria sistémica a uma variedade de insultos clinicos

graves:
Temperatura> 38 ° C ou <36 ° C;

frequéncia cardiaca> 90 batimentos por minuto; frequéncia

respiratoria> 20 respiragdes por minuto ou PaCO2 <32 mmHg;

¢ contagem de globulos brancos> 12.000 / cu mm, <4000 / cu mm ou>

10% de formas imaturas (banda)

Sepse ¢ uma resposta sistémica a infecgdo, manifestada por dois ou
mais dos critérios SIRS como resultado da infecgdo.

Sepse grave: sepse associada a disfungio organica, hipoperfusdo,

ou hipotensdo; as anormalidades de hipoperfusdo e perfusio podem
incluir, entre outras, acidose lictica, oliguria ou alteragdo aguda do

estado mental

Choque séptico: induzido por sepse, com hipotensdo apesar de

adequada

ressuscitacdo hidrica juntamente com a presencga de anormalidades na
perfusdo que podem incluir, mas ndo se limitam a acidose lactica,

oligtria ou

uma alteragio aguda no estado mental; os pacientes que estio

agentes i Opis ou podem ndo estar
hipotensos no momento em que as anormalidades da perfusdo sio

medidas (BONE et al., 1992).

Sepse 2 — 2001 Infecgdo: documentada ou suspeita e algumas das seguintes op¢des. Pardmetros

gerais:

Febre (temperatura central> 38,3 ° C); hipotermia (temperatura central <36 ° C); frequéncia

cardiaca> 90 batimentos por minuto ou> 2 DP acima do valor normal para a idade; taquipnéia:

quéncia respiratoria> 30 por minuto; Estado mental alterado; edema significativo

ou balango hidrico positivo (> 20mLkg — 1 durante 24h)
Hiperglicemia (glicose plasmatica> 110mgdL-1 ou 7,7mML-1) na auséncia de diabetes

F i brios: 1 itose (

Sepse 3 — 2016 A sepse ¢ uma disfungdo orgénica com risco de vida

causada pela resposta desregulada do hospedeiro a infecgdo.
Critérios clinicos para sepse:

Infecgdo suspeita ou documentada e um aumento agudo de =2 pontos

SOFA (Tabela 2)

A forga-tarefa considerou que os critérios positivos de qSOFA (SOFA
répido) também deveriam levar em consideragdo possiveis infecgdes em

hecidos anteriormente como infectados.

de globulos brancos> 12.000 / pL); I

(contagem de globulos brancos <4000 / uL); contagem normal de globulos brancos com> 10%
de formas imaturas; proteina C reativa ao plasma> 2 DP acima do valor normal; e procalcitonina

plasmética> 2 DP acima do valor normal.

Parametros hemodinamicos:

Hipotensdo arterial (pressdo arterial sistolica <90mmHg, PAM <70mmHg ou diminui¢io da
pressdo arterial sistolica> 40 mmHg em adultos ou <2 DP abaixo do normal para a idade,
satura¢do venosa mista de oxigénio> 70%, indice cardiaco> 3,5 L min — I m —2) Pardmetros de

disfuncio organica:

Hipoxemia arterial (PaO2 / FIO2 <300); oligtria aguda (débito urinirio <0,5 mL kg-1 h-1 ou 45
mM L-1 para

pelo menos 2 h); aumento da creatinina = 0,5 mg dL — 1: anormalidades da coagulagdo (razio

normalizada internacional> 1,5 ou tempo de tromboplastina parcial ativada> 60 s);
ileo (sons intestinais ausentes);

trombocitopenia (contagem de plaquetas <100.000 pL — 1) Hiperbilirrubinemia (bilirrubina total

plasmética> 4 mg dL — 1 ou 70 mmol L — 1)

Parametros de perfusio tecidual:

Hiperlactatemia (> 3 mmol L -1); diminui¢do do enchimento capilar ou manchas (LEVY et al.,
2003)

pacientes ndo
Critérios gSOFA:
Estado mental alterado (GCS

pontuagio <15);

pressdo arterial sistolica <100 mmHg;
frequéncia respiratoria> 22 respiragdes por min

O choque séptico ¢ definido como um subconjunto de sepse no qual as

anormali do circulatorio e celular sio

o i para aumentar i a

O choque séptico pode ser identificado com um construto clinico de
sepse com hipotensdo persistente, exigindo terapia vasopressora para
elevar a MAP=65 mm

He e lactato> 2 mmol L-1 (18 mg dL-1), apesar da ressuscitagio
adequada de fluidos (SINGER et al., 2016).
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Além da énfase no SOFA, foi proposta uma nova ferramenta: o quickSOFA (qSOFA).
Este passa a ser recomendado como teste de cabeceira. O qSOFA ¢ um indice clinico que deve
ser usado em pacientes com suspeita de infecgdo a fim de identificar quais estdo mais propensos
a maior gravidade do quadro. O qSOFA ¢ composto pela frequéncia respiratoria, estado mental
e pressao arterial (Quadro 2) e quando 2 dos 3 critérios sdo preenchidos, ha maior probabilidade
desse paciente estar com sepse (SEYMOUR et al., 2016; SINGER et al., 2016)

Quadro 2. Critérios clinicos do score quickSOFA (quick Sequential Organ Failure
Assessment)

Critério quickSOFA (qSOFA)

Frequéncia respiratoria > 22/minutos

Alteracio mental

Pressao arterial sistélica < 100 mm/Hg

Fonte: Adaptado de American Medical Association, 2016.

O escore do qSOFA foi originalmente validado, em 2016, como mais util em pacientes
com suspeita de sepse fora da unidade de terapia intensiva (UTI) (RHEE et al., 2017). Desde
entdo, tem se estudado prospectivamente em varios contextos, incluindo o departamento de
emergéncia (DE) e a UTI apresentando dados conflitantes sobre sua capacidade de diagnosticar
com precisdo ou prever o risco de morte nessas populacdes. Além disso, os dados que
descrevem seu desempenho comparativo com outros preditores de mortalidade, como critérios
de sindrome da resposta inflamatoria sistémica (SIRS) ou pontuacao nacional de alerta precoce

(NEWS), também sdo conflitantes.



Tabela 3. Pontuacao Nacional de alerta precoce (do inglés Nacional Early Warning Score
(NEWS))

PARAMETROS 3 2 1 0 1 2 3
FISIOLOGICOS

Nivel de A V,D ou NR

Consciéncia

Temperatura <35 35,1-360 36,1-380 38,1-390 >390

Frequéncia <40 41-50 51-90 91-110 111 - 130 =131

Cardiaca

PA Sistélica <90 91-100 101-110 111-219 =220

Frequéncia <8 9-11 12-20 21-24 >25

Respiratdria

Saturacio de =91 9293 94 -95 >96

Oxigénio

Qualquer Sim Nao
suplementacdo de
(0}

Legenda: 1) Nivel de consciéncia (AVPU): Alerta (A): O paciente esta completamente acordado (embora ndo
necessariamente orientado). Tais pacientes terdo espontaneidade na abertura na abertura dos olhos, respondera a
voz (embora possa estar confuso) e terd fung@o motora preservada. Voz (V): O paciente tem algum tipo de resposta
quando estimulado verbalmente, podendo responder com os olhos, com a voz ou por movimentos (por exemplo,
olhos do paciente abertos ao serem perguntados, “Vocé estd bem?”). A resposta pode ser pequena, como um
grunhido, um gemido ou um ligeiro movimento de um membro quando solicitado pela voz. Dor (D): O paciente
tem resposta a um estimulo de dor. Se o paciente ndo esté alerta e ndo tem resposta a voz, provavelmente exibira
resposta retirada a dor ou mesmo flexdo ou extensdo involuntaria dos membros ao estimulo doloroso. A pessoa ao
realizar a avaliagdo deve sempre ter cuidado a ser adequadamente treinada quando usar um estimulo doloroso. A
pessoa ao realizar a avaliagfio deve sempre ter cuidado a ser adequadamente treinada quando usar um estimulo dor
como método de avaliagdo dos niveis de consciéncia. Ndo responde (NR): isso também ¢ comumente referido
como “inconsciente”. Este resultado é registrado se o paciente ndo exibe resposta voz ou a dor pelo olhar, pela voz
ou por movimento. Obs: Aparecimento de nova confusiio mental: como indicado acima, um paciente pode estar
confuso, mas alerta. Assim, a avaliacdo da confusdo ndo faz parte da AVPU. No entanto, novo inicio ou
agravamento da confusdo deve sempre suscitar preocupagdo com causas subjacentes potencialmente graves e
justificar urgentemente avaliagdo clinica. 2) Insuficiéncia Respiratoria: Pacientes em IRp Cronica, onde a
suplementagio de O2 € cronica e niveis menores SpO2 podem ser aceitos, deverdo ser avaliados por especialistas,
e novos critérios poderdo ser definidos no escore especificamente para o paciente em questdo. Paciente com
necessidade de altas fragdes de O2 e VNI apresentam risco clinico levado e devem ser monitorados continuamente.
(Adaptado do NHS, NEWS Score, 2016)

A pontuacdo agregada representa o risco de morte por sepse e indica a urgéncia da

resposta:
® 0 a 4 - baixo risco (uma pontuacdo de 3 em qualquer parametro individual € baixo-médio)
® 5 a6 - risco médio

® 7 ou mais - alto risco
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Em resumo, o qSOFA pode ndo ser tdo robusto quanto se pensava inicialmente e os
médicos precisam ter em mente que ele foi originalmente projetado ndo como uma ferramenta
de diagnoéstico, mas como uma ferramenta preditiva que calcula o risco de morte por sepse. Em
metanalise recente em que se compara o qSOFA com os critérios de SIRS, concluiu-se que os
critérios de SIRS foram significativamente superiores para o diagnostico de sepse e o gSOFA
teve melhores resultados quando avaliada a mortalidade (SERAFIM et al., 2018), evidenciando
a dificuldade na elaboragdo de um protocolo capaz de identificar precocemente os pacientes

suscetiveis a sepse assim como avaliar o prognostico desses pacientes.

2.2 Dados epidemioldgicos da Sepse

A sepse ¢ a segunda causa de morte entre pacientes internados em UTIs ndo
coronarianas e ¢ a décima causa de mortalidade no geral (AJROUCHE et al., 2013). Porém,
acredita-se que esses numeros sejam subestimados visto a auséncia de uma base de dados em
paises em desenvolvimento e subdesenvolvidos (FLEISCHMANN et al., 2016). Estima-se que
entre os anos de 1995 e 2015, por estudos com dados de paises desenvolvidos, a incidéncia de
casos de sepse foi de 437 casos para cada 100.000 habitantes ao ano. (FLEISCHMANN et al.,
2016). Nos Estados Unidos, entre 2005 e 2014, a cada 1000 pacientes admitidos para internagao
hospitalar, 18,6 tinham critérios clinicos para sepse e a mortalidade foi de 51%, dados esses
similares a Classificacdo Internacional de Doencgas (ICD 9? edi¢do).

Por outro lado, um estudo de 2017 registra taxas estaveis de sepse entre 2009 e 2014
(RHEE et al., 2017). Este estudo utilizou dados do prontudrio eletronico clinico (EHR) de 7
milhdes de hospitalizagdes em 409 hospitais dos EUA e comparou-o com a andlise tradicional
baseada em declaracdes (Classificacdo Internacional de Doengas, Nona Revisdo, codigos de
modificagdo clinica para sepse grave ou choque séptico) e revisao direta do prontudrio. Foi
estimado que, usando dados baseados no prontuario eletronico (EHR), as taxas de internagdo
por sepse permaneceram inalteradas durante o periodo do estudo em 6%, enquanto a
mortalidade hospitalar diminuiu em 3%. Em contrapartida, andlises baseadas em declaragdes
sugeriram um aumento de 10% na incidéncia e uma reducao de 7% na mortalidade. Quando
comparado com a revisdo direta de prontuarios (considerado o método mais sensivel de
detec¢do de incidéncia) de 510 casos selecionados aleatoriamente, estimou-se que as andlises
baseadas em prontuario eletronico 20% dos casos ndo atendiam os critérios de sepse, enquanto

a analise baseada em declaragdes nao atendia em 40%. Em metanalise de 10 estudos foi relatado
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que a SIRS foi superior ao qSOFA para o diagndstico de sepse, mas o qSOFA foi um melhor
preditor de mortalidade hospitalar (SERAFIM et al., 2018).

Os motivos para um possivel aumento da nimero de casos de sepse incluem fatores
como idade avancada, imunossupressdo e infec¢do multirresistente, assim como, protocolos
para detec¢do de sepse precoce e campanhas agressivas de educacdo e conscientizagdo sobre
sepse, muito embora essa hipdtese nao seja comprovada (KAUKONEN et al., 2014).

Outro fator que influencia na incidéncia de sepse ¢ o fator sazonal, uma vez que ha
maior incidéncia de casos durante o inverno, provavelmente, devido a prevaléncia de infec¢des
respiratorias (DANALI et al., 2007).

Nos Estados Unidos, de 1979 a 1987, houve o predominio de bactérias gram-negativas
causadores de sepse. No corte subsequente, de 1988 a 2000, houve o predominio de 52,1% de
infec¢gdes por gram-positivas, 37,6% por gram-negativas, 4,7% por polimicrobianos, 1% por
anaerobicos e 4,6% por fungos (MARTIN et al., 2003).

Em um estudo em Unidades de Terapia Intensiva envolvendo 14.000 pacientes, foi
constatado que das culturas positivas, 62% eram gram-negativas, 47% eram gram-positivas e
19% eram fungos. Dentre as gram-positivas foram encontrados mais frequentemente
Staphylococcus aureus e Streptococcus pneumoniae. Ja entre as gram-negativas, Escherichia
coli, Klebsiella spp e Pseudomonas aeruginosa foram os principais agentes etioldgicos na
cultura (SEYMOUR et al., 2016; VINCENT, 2015).

Mais recentemente, um estudo com 6.843.279 pacientes com sepse, 3.226.406 pacientes
tiveram o resultado da cultura negativo. Entretanto, foi constatado que pacientes com cultura
negativa apresentaram um maior indice de comorbidades e disfung¢des (respiratdria, cardiacas,
hepéticas, disfun¢do renal e uma mortalidade de 34,6% se comparado com os de cultura positiva
22,7%), dessa forma, a cultura negativa na sepse estd relacionada com uma maior disfun¢do

aguda e mortalidade, sendo um preditivo independente de morte (GUPTA et al., 2016).

2.3 Imunopatologia da sepse

A sepse descreve uma sindrome clinica complexa que resulta de uma resposta
prejudicial do hospedeiro a infecgdo que se desenvolve quando a resposta inicial apropriada do
hospedeiro a uma infec¢do torna-se amplificada e, em seguida, desregulada (SINGER et al.,
2016). Clinicamente, o inicio € frequentemente insidioso: as caracteristicas podem incluir febre,
confusdo mental, hipotensdo transitoria, diminui¢do do débito urinirio ou trombocitopenia

inexplicada. Se nao tratado, o paciente pode desenvolver insuficiéncia respiratdria ou renal,
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anormalidades de coagulagdo e hipotensdo profunda e sem resposta a volume e drogas
vasoativas (SEYMOUR et al., 2016). O conhecimento da trajetoria da resposta do hospedeiro
durante a sepse ¢ limitado visto que na maioria dos estudos que investigam a disfun¢do
imunologica, as primeiras medigdes foram feitas no momento da admissdo na unidade de
terapia intensiva (UTI) e, portanto, ndo fornecem informagdes sobre a dire¢do e o curso do
tempo da resposta do hospedeiro antes o reconhecimento clinico da doenca grave (TAKEUCHI
e AKIRA, 2010).

Inicialmente, o microorganismo ¢ reconhecido pelo sistema imune inato do hospedeiro
por uma ligacdo entre os Padrdes Moleculares Associados ao Patdgeno (PAMPs) presentes na
sua membrana e uma variedade de Receptores de Reconhecimento Padrdo (PRRs) presentes na
mebrana das células do hospedeiro. Na maioria dos casos, a resposta imune inata elimina o
microorganismo, mas, as vezes, ele evade aos mecanismos microbicidas e a resposta do
hospedeiro pode se tornar desequilibrada e prejudicial (ANGUS e VAN DER POLL, 2013).
Em pacientes com sepse, o sistema imune sai da homeostase em duas diregdes opostas,
mostrando sinais tanto de inflamacao excessiva quanto de imunossupressao, cuja extensao varia
entre os individuos que se agravam devido ao estimulo constante causado pela liberagcdo de
padrdes moleculares associados a danos (DAMPs) que podem ativar muitos dos PRRs que, por
sua vez, também reconhecem os PAMPs, dando origem a um ciclo vicioso que envolve ativagao

imunoloégica sustentada e disfuncao organica (DENNING et al., 2019).
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Figura 1. Patogenese do choque. O lipopolissacarideo (LPS) e outros componentes microbianos ativam
simultaneamente varias cascatas paralelas que contribuem para a fisiopatologia da sindrome do desconforto
respiratorio do adulto (SDRA) e choque. A combinacdo de baixa contratilidade miocardica, tonus vascular
periférico comprometido e oclusdo microvascular leva a hipoperfusio do tecido e oxigenagdo inadequada e,
portanto, a faléncia de 6rgaos. Adaptado (LEVY et al., 2003).

Embora os neutrofilos contribuam, claramente, para a inflamac¢do induzida pela sepse,
eles também apresentam caracteristicas disfuncionais que prejudicam suas capacidades
antimicrobianas. Os principais achados na sepse sdo a apoptose tardia dos neutréfilos e o
aparecimento de neutr6filos imaturos no sangue periférico, que apresentam déficits nas fungdes
efetoras antimicrobianas, incluindo capacidade de ruptura oxidativa. Pacientes com sepse tém
um numero aumentado de Células mieloides supressoras (MDSC), que sdo células mieloides
imaturas que podem impedir resposta imune adequada, particularmente, a fun¢do das células T
auxiliares (ANGUS e VAN DER POLL, 2013; DENNING et al.,, 2019). A supressdo
imunologica envolve os sistemas inato e adaptativo e € caracterizada pelo apoptose de células

T, células B e células dendriticas (DCs). O esgotamento de células T, a expansao de células T
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reguladoras e populagdes de MDSC) e a reprogramacao de células apresentadoras de antigenos
levam a reducdo da expressdo de HLA-DR e uma capacidade diminuida de produzir citocinas
pro-inflamatérias (DENNING et al., 2019).

A similaridade entre as reacdes inflamatdrias induzidas por diferentes patdgenos e
aquelas provocadas por diferentes tipos de lesdo, infecciosas ou ndo infeciosas, podem ser
explicadas pela interacdo entre os PRRs com diversos PAMPs e DAMPs, caminho comum
destas reacdes (Figura 1). Devido ao rapido reconhecimento e melhores cuidados terapéuticos
e de suporte, muitos pacientes com sepse sobrevivem nos primeiros dias apds a admissdo na
UTI e desenvolvem uma doenca critica cronica que foi denominada inflamagdo persistente e

imunossupressao (ANGUS e VAN DER POLL, 2013; DENNING et al., 2019).

Sepse
Imunidade protetora
Resposta imune inata localizada Leucdcitos e células parenquimais Endotélio
. Descarga de mediadores . Descarga de mediadores .
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Respostas .Recrutamento de leucécitos . Célula defeituosa com pro-inflamatérios
Pés-inflamatéria . Ativacao complementar descarga de DAMPS . Propriedades adesivas e
. Ativacdo coagulante procoagulantes
[ outos |
o ;‘é‘; PAMPs
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. Apoptose . Apoptose
. Exaustao .Exaustao
. Polarizacao de células T H2 . Funcéo citotéxica

e of1lo

Mecanismos de reparo locais . Apoptose . Reprogramacao de
.Inibico e resolucio da inflamacao . Células imaturas com macréfagos para o fendtipo M2
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. Apoptose de células B e DCs .Expansao de células T
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Figura 2. A resposta do hospedeiro a infecgdo e durante a sepse. Apds a infecgdo, o patdgeno invasor encontra o
sistema imune inato (esquerda; "imunidade protetora"). Células imunolégicas como os leucocitos e células do
parénquima, como as células epiteliais e endoteliais estdo envolvidas na resposta imune local precoce aos
patogenos. Essas células percebem patdgenos, reconhecendo padrdes moleculares associados a patdgenos
(PAMPs) através de uma variedade de receptores de reconhecimento de padrdes intracelulares, incluindo
receptores Toll-like (TLRs), oligomerizacdo de ligagdo a nucleotideos receptores semelhantes a dominios (NLRs;
a ativagdo dos quais leva a formagdo de inflamassomas), indutiveis pelo acido retindico receptores semelhantes a
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genes (RLRs) e receptores de lectina do tipo C (CLRs). A esquerda temos a resposta normal e a direita quando
sepse. (Adaptado de ANGUS e VAN DER POLL, 2013).

Os mediadores pro inflamatdérios como, por exemplo, as citocinas fator de necrose
tumoral (TNF), interleucina (IL) - 1, IL-12, e IL-18, exercem papel importante no quadro agudo
de sepse (WIERSINGA et al.,, 2014) e influenciam diretamente na ativa¢do do sistema
complemento, particularmente C3a e C5a, os quais tém potente agdo proé-inflamatoria e
importante a¢do de recrutamento e ativacdo de leucdcitos e plaquetas. Na verdade, existem
ligacdes claras entre coagulagdo e inflamagao. O fator tecidual e os fatores de coagulagao,
FVlla, FXa, trombina e fibrina podem induzir a sinalizagdo celular pro-inflamatoria, em grande
parte, via receptores ativados por protease. A tendéncia a trombose durante a sepse ¢ aumentada
também pela atividade comprometida concomitante as trés principais vias anticoagulantes:
antitrombina, inibidor da via do fator tecidual e o sistema da proteina acontecendo de forma
disseminada e levando a tromboses microvasculares, hemorragia, agravando o dano endotelial
e consumindo plaquetas.

A imunossupressao se caracteriza pela exaustdo dos linfocitos e a reprogramacgao dos
apresentadores de antigenos (WIERSINGA et al., 2014). Essa exaustdo e apoptose de linfocitos
T-CD4, T-CDS, linfocitos B e células dendriticas foram demonstrados em estudos p6s morte,
nos quais pacientes que morreram por sepse, além de terem uma menor quantidade dessas
células no bago, suas células produziram menores quantidades de interferon-gamma (IFN)-y e
TNF-a comparado a pacientes que morreram por causas nao infecciosas (HOTCHKISS e
KARL, 2003). Estudos experimentais demonstraram que hé reducao da expressao de HLA-DR
(MHC de classe II) em mondcitos e macrofagos, diminuindo assim sua capacidade na secre¢ao
de citocinas pré-inflamatérias € um aumento de secrecdo IL-10 (citocina tipicamente anti-
inflamatoria) durante a sepse (SCUMPIA et al., 2005). Outros fatores que contribuem para a
imunossupressao sdo a disfuncdo fagocitaria dos neutrofilos, o aumento de apoptose e o
aparecimento de células imaturas, as quais apresentam um aumento da fun¢do oxidativa
contribuindo para o dano tecidual (POLL, 2016). Outros fatores que contribuem para uma
exacerbada resposta além das caracteristicas do patégeno como viruléncia e carga parasitaria
sdo as caracteristicas inerentes do hospedeiro como o ambiente inserido, fatores genéticos,
idade, outras doencas associadas, medicamentos em uso (ANGUS e VAN DER POLL, 2013).

As manifestagdes clinicas da sepse, tais como, febre, hipercoagulacdo e hipotensdo
periférica estdo diretamente relacionadas ao perfil de citocinas inflamatérias e mediadores

inflamatoérios tais como: IL (interleucina) -18, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, IL-17, fator
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de crescimento transformador B (TGF-f), fator de necrose tumoral o (TNFa) e proteina
quimiotatica de macréfagos (MCP-1) (BURKOVSKIY et al., 2013).

O controle da progressao da infec¢do depende muito do estado de ativagdo da imunidade
inata, em especial, de neutr6filos e macrofagos. A erradicagdo de microrganismos pelos
neutrofilos e macroéfagos depende em grande parte da sua capacidade fagocitica (SEGAL, 2005)
e posterior geragdo de espécies reativas de oxigénio durante o “burst” respiratdrio. Suas agdes
sdo descritas como uma faca de dois gumes uma vez que contribuem para o recrutamento e
clearence do agente infeccioso, porém a exacerbacdo da sua resposta, com uma elevada
liberagdo de citocinas pro-inflamatorias e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, culminam
por induzir lesdo tecidual do quadro séptico (KORISH e ARAFA, 2011).

Os metabolitos produzidos pelos fagocitos sdo secretados no interior do fagossomo por
uma série de reacdes iniciadas pela nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH)-
oxidase, que produz formas ativas de oxigénio incluindo os radicais anion superoxido e
perdxido de hidrogénio, fundamentais na eliminagdo de bactérias fagocitadas (KOBAYASHI e
DELEO, 2009; MILLER e CHO, 2011).

Para a ativagdo da capacidade fagocitica dos macrofagos, ¢ fundamental a participagdo
de linfocitos T auxiliares (CD4+), que apds a apresentacao de antigenos pelos macrofagos, via
MHC de classe II, também se ativam, proliferam e secretam citocinas, como por exemplo IFN-
v e proteina quimiotatica de macrofagos (MCP-1), que irdo atrair mais macrofagos ativados
para o sitio da infec¢do e assim, debelar a infeccao (KOBAYASHI e DELEO, 2009; MILLER
e CHO, 2011).

A Interleucina 6 (IL-6) desempenha um papel dual no quadro séptico, sendo classificada
tanto como uma citocina pro-inflamatéria e anti-inflamatoria e esta correlacionada com a sepse
bacteriana. A IL-6 ja foi descrita como um importante marcador para gravidade do quadro
(MEDURI et al., 1995). Além disso, desempenha uma importante fun¢do na diferenciagcdo dos
Linfécitos T-helper e parece ser crucial na producdo de fatores teciduais. Em trabalhos
experimentais de sepse, esta encontra-se elevada da mesma forma que a Interleucina 10 que

exerce um papel anti-inflamatério (BURKOVSKIY et al., 2013).

2.4 Modelos experimentais de sepse

Diversos modelos experimentais de sepse sdo descritos na literatura e muito do
conhecimento da fisiopatologia da sepse ¢ decorrente destes modelos. Com base no agente

iniciador, os modelos de sepse podem ser divididos em trés categorias: administragdo exogena
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de uma toxina (como lipopolissacarideo (LPS), endotoxinas ou zimosan); administragdo
exogena de um patdgeno vidvel (como bactérias); ou alteragdo da barreira protetora endégena
do animal (induzindo a permeabilidade do colon, permitindo a translocacdo bacteriana)
(BURAS et al., 2005). O melhor modelo seria aquele que mais se aproxima do curso da doenca
em humanos sendo esse o objetivo central de todos os modelos de sepse: reproduzir fielmente
a patogénese clinicamente relevante que seja semelhante & doenca observada em seres
humanos.

O modelo de Ligadura e perfuragdo cecal (CLP) ¢ considerado o padrdo ouro para
pesquisas em sepse (WICHTERMAN et al., 1980). O modelo CLP ¢ capaz de mimetizar
doencas humanas e causas comum de sepse como apendicite supurada ou diverticulite
perfurada. A técnica envolve laparotomia midline, exteriorizacdo do ceco, ligadura do ceco
distal a valvula ileocecal e puncao do ceco ligado. Esse processo cria uma perfuragdo intestinal
com vazamento do contetido fecal para o peritonio, que estabelece uma infec¢do com flora
bacteriana mista ¢ fornece uma fonte inflamatoria de tecido necrotico (AYALA et al., 2000;
WICHTERMAN et al., 1980). A gravidade da doenga, avaliada pela mortalidade, pode ser
ajustada aumentando o tamanho da punc¢do da agulha ou o nimero de pungdes e pode se ajustar
de forma que a mortalidade evolua rapidamente ao longo de horas ou dias. A técnica CLP
alcancou sua popularidade devido a sua facilidade, reprodutibilidade geral e semelhanca com a
progressdo da doenga humana recriando as fases hemodindmicas e metabolicas

(WICHTERMAN et al., 1980).

A) Ligadura e perfuracdo cecal
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Figura 3. Modelos experimentais de sepse. (A) Ligadura e perfuragio cecal, é o modelo de indugdo de sepse mais
utilizado por maior semelhanca ao quadro mais comum que acomete os humanos Adaptado de Buras et al., (2005).
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2.5 Terapia para Sepse

Apesar dos avancos significativos na compreensao da fisiopatologia da sepse, inimeros
ensaios clinicos ndo conseguiram identificar novas terapias capazes de modificar o curso da
doenga (RANIERI et al., 2012; SPRUNG et al., 2008). E de suma importancia reconhecer a
sepse como uma emergéncia médica, pois, na auséncia de qualquer tratamento definitivo, as
intervengdes bem-sucedidas envolvem o controle oportuno da infec¢do e de suporte (PLATA-
MENCHACA e FERRER, 2018). As diretrizes da Surviving Sepsis Campaign (SCC) de 2016
recomendam fortemente que a administracdo de antibidticos intravenosos de amplo espectro
seja iniciada o mais rapido possivel, de preferéncia dentro de uma hora do reconhecimento da
sepse (LEVY et al., 2018).

Virios estudos sobre sepse e choque séptico mostraram que a administracao tardia de
antibidticos estd associada a resultados prejudiciais (FERRER et al., 2014; PLATA-
MENCHACA e FERRER, 2018). Além de seus beneficios aparentes, os antibidticos de amplo
espectro podem causar danos considerdveis, incluindo eventos adversos associados a
antibidticos e complica¢des com risco de vida devido a resisténcia antimicrobiana (KUMAR et
al., 2009).

O conceito central € que a sepse € uma condi¢@o grave e dependente do tempo. Tanto a
administracdo precoce de terapia antimicrobiana apropriada quanto o controle efetivo da fonte
sdo intervencdes criticas que podem afetar diretamente a sobrevida. Evidéncias tém
demonstrado que os cuidados protocolizados e a ressuscitacdo precoce sdo as melhores
abordagens para reduzir as mortes (BAROCHIA et al., 2010; YATACO et al., 2017). As
diretrizes da CSS de 2016 estabeleceram um conjunto de recomendacdes incluindo a
administracdo precoce de agentes antimicrobianos intravenosos de amplo espectro em 1 hora
ou, ainda mais cedo, em pacientes com sepse € choque séptico (PLATA-MENCHACA e
FERRER,2018; RANIERI et al., 2012). Diferentes sociedades cientificas apoiam a importancia
do momento oportuno, pois diversos estudos tém apontado os potenciais beneficios do inicio
precoce da antibioticoterapia adequada (Figura 4) (LEVY et al.,2018; MARTINEZ et al., 2020;
YATACO et al., 2017).

A administracdo tardia de antibidticos foi associada ndo sé ao aumento da mortalidade,
mas também a outras consequéncias adversas como o aumento do tempo de internacdo do
paciente (HARMANKAYA et al., 2020; ZHANG et al., 2015), lesdo pulmonar aguda
(ISCIMEN et al., 2008), lesao renal aguda (ALOBAIDI et al., 2015) e agravamento da
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disfun¢do orgénica devido a uma resposta inflamatdria exacerbada (GARNACHO-MONTERO
et al., 2006; HUANG et al., 2019).

Administragdo em tempo oportuno e ket (e sdaruEtl

Easiiteie Via de admnistracdo adequada: usar

Cobertura inicial adequada para todos os administragdo intravenosa
patégenos provaveis avaliando o risco de

) s . Garantir a penetragdo tecidual
patégenos multirresistentes a medicamentos.

Tratamento antimicrobiano
na sepse

Individualize as doses adicionais
Escalonamento ou descalonamento e otimizagdo (farmacodinamica e farmacocinética)
de acordo com a avaliagdo dos resultados A .
. P Perda de liquido para o terceiro espagco
microbiolégicos

~ o . Depuragao renal aumentada
Curta duragdo para a maioria dos pacientes

Doenga critica disfungdo renal / hepatica

Figura 4. Quadro de boas praticas no uso de antibioticoterapia em quadros de sepse Adaptado Martinez et al.,
(2020)

Novas terapias como uso de doses baixas de corticoide e controle glicémico rigoroso
parece reduzir a mortalidade (RANIERI et al., 2012; SPRUNG et al., 2008) mas ndo existem
estudos que indiquem alguma intervencdo ou tratamento que seja tdo eficaz quanto o uso

precoce da antibioticoterapia.

2.6 Sindrome do Desconforto Respiratorio Agudo

No quadro de sepse entre os 6rgdos lesados, o pulmao ¢ o primeiro e, mais frequente,
orgao a falhar. A sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA), que € o termo clinico
para lesdo pulmonar aguda (LPA), ¢ um dos fatores progndsticos mais criticos para mortalidade
em pacientes com sepse (LAGU et al., 2012).

A SDRA ¢ uma sindrome mal compreendida no que diz respeito a associa¢ao entre lesdo
pulmonar e microcirculacdo (PARK et al., 2019). Difusamente, o conhecimento sobre a
fisiopatologia da LPA envolve inflamacdo com dano alveolar difuso, aumento da
permeabilidade capilar, edema intersticial e alveolar, influxo de células inflamatdrias
circulantes e formac¢ao de membranas hialinas (CHUNG et al., 2003).

A fim de compreender a velocidade do acometimento pulmonar e a gravidade do quadro

na sepse diversos estudos sao voltados para a fisiopatologia. Recentemente, um estudo relatou
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evidéncias de trombos na vasculatura pulmonar, mas os achados foram limitados porque era
um estudo ex vivo (WARE e MATTHAY, 2000; YUAN et al., 2017). Park et al. (2019)
investigaram mais a fundo esse processo in vivo de influxo de neutréfilos. Usando a razdo
funcional capilar (RFC) como parametro quantitativo para avaliar a microvasculatura funcional
na microcirculagdo pulmonar, o grupo identificou que a RFC diminui rapidamente quando a
LPA ¢ induzida pela sepse. Por meio de imagem intravital, o grupo mostrou que a geracao de
espaco morto foi induzida pelo aprisionamento prolongado de neutréfilos dentro dos capilares,
agravando o quadro.

Na busca por marcadores de gravidade da doenca, Meduri et al. (1995) avaliaram
citocinas plasmaticas de 27 pacientes com SDRA durante o periodo de internagdo em Unidade
de terapia intensiva. O estudo indica que o desfecho desfavoravel na lesdo pulmonar aguda esta
relacionado ao grau de resposta inflamatéria no inicio e durante o curso da SDRA. Pacientes
com niveis plasmaticos mais elevados de TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-8 no dia 1 de SDRA tiveram
aumento persistente dessas citocinas inflamatorias ao longo do tempo e morreram. Concluiu-

se, ainda, que IL-1 e IL-6 isoladas foram preditores consistentes do desfecho.

2.7 Potencial biologico da propolis

A palavra propolis € uma palavra que deriva dos morfemas grego Pro — Ilpo, na frente,
na entrada Poli — IToAn cidade (ABDULKHANI et al., 2017). E um material resinoso de
composicao quimica complexa sendo na maioria das vezes composta de 50% de resina, 30%
de cera, 10% de Oleos essenciais, 5% de polén e outras 5 % de substancias que incluindo
minerais e acidos fendicos (cindmico e o cafeico), ou seus estéres, flavonoides, terpendides,
esteroides, actcares e aminoacidos (BANKOVA, 2005) misturada com a saliva e secrecao de
abelhas (SFORCIN, 2007).

Fatores que também influenciam a composicdo da propolis sdo os geograficos
relacionados a regido, clima e estacdes (BARLAK et al., 2011; ZHENG et al., 2017) que
influenciam também sua agdo e potencial farmacologico (KUMAZAWA et al., 2004).

A fim de utilizar um material com origem, composi¢do € processos extrativos
padronizados com uso e seguranga bem descritos na literatura, o extrato padronizado de
propolis (EPP-AF®) da empresa ApisFlora foi utilizado por ter sua produ¢do padronizada e por
ja ter sido testado em diversas instituigdes e modelos diferentes (MACHADO et al., 2012;
BERRETTA et al., 2013; SILVEIRA et al., 2021), o que permitiu maior seguranga para a

realizagdo deste trabalho.
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A Propolis verde ¢ um material elaborado pelas abelhas da espécie Apis mellifera, que
fragmentam apices vegetativos de Baccharis dracunculifolia, utilizada popularmente no
tratamento da tuberculose, de tlcera duodenal, de distirbios géstricos, na redugdo da febre,
contra doencas inflamatorias, como analgésico, anticancerigeno, bem como por sua atividade
antimicrobiana (SFORCIN et al., 2001; SALATINO et al., 2005).

O efeito imunomodulador da propolis verde foi investigado por Bachiega et al., (2012)
quanto a produ¢do das citocinas IL-1B, IL-6 e IL-10 por macrofagos intraperitoneais, e
induzidos por LPS antes e ap6s tratamento com préopolis € com os compostos isolados acido p-
cumadrico e cindmico. A propolis e os acidos estimularam a producdo de IL-1B, enquanto a
producdo de IL-6 foi significativamente inibida apos a incubagdo com propolis (5, 50 e 100
ng/poco) e os acidos p-cumadrico e cindmico (50 e 100 pg/poco). No protocolo de desafio do
macrdéfago com lipopolissacarideos (LPS), os 4cidos inibiram eficientemente a producgdo de IL-
6 apos a incubagao com o estimulo, enquanto a propolis inibiu nas duas condicdes, antes e apos
a incubagao.

A acdo anti-inflamatoria da propolis tem sido relatada por varias pesquisas usando
diferente modelos de inflamagdao (HU et al., 2005; PAULINO et al., 2008; TAN-NO et al.,
2006; XUAN et al., 2010). A administracdo de 200mg/kg e em curto periodo de tempo inibe a
producdo de IFN-y em cultura de esplenocitos murino (ORSATTI et al., 2010b), além disso o
aumento no tempo de tratamento em C57Bl/6, inibe a produgdo de IL-18, IL-6, [FN-y, IL-2 E
IL-10 em esplendcitos, sugerindo atividade anti-inflamatéria uma vez que estas citocinas
compdem as caracteristicas da inflamagao cronica de varias doengas (ORSATTI et al., 2010a).

Em recente estudo PINEROS et al., (2020) mostraram em seu estudo o efeito anti-
inflamatorio do Extrato de propolis verde. Em seu experimento os camundongos foram
sensibilizados com hidroxido de aluminio e OVA (Sigma, St. Louis, MO, USA) por via
subcutanea, quatorze dias depois da primeira sensibilizacdo os camundongos foram injetados
com 50mg de OVA intraperitoneal, sete dias depois da segunda sensibilizagao os camundongos
foram desafiados, depois de 3 dias a resposta imune e inflamatoria foi avaliada. Os
camundongos receberam tratamento com propolis 150mg por 22 dias. O estudo demonstrou o
efeito imunomodulador da prépolis aumentando a quantidade de MDSC e células TCD4,
diminuindo também o dano tecidual e a produ¢do de muco e processo inflamatério.

Silveira et al. (2019) investigaram os efeitos da propolis verde em pacientes com doenca
cronica renal, considerando os impactos na funcdo renal e proteinuria. Esta pesquisa incluiu

pacientes entre 18 e 90 anos de idade que foram diagnosticados com doenca renal cronica
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causada por diabetes ou outra etiologia com uma eGFR de 25-70 ML/min por 1.73 m?

e
proteinuria junto com micro ou macro-albuminuria definida como uma propor¢ao urinéria de
albumina a creatina (UACR)> 30mg/g creatinina urindria (uCr) e > 300 mg/g uC,
respetivamente, o estudo demonstrou que o extrato de propolis verde brasileiro foi seguro, bem
tolerado e reduziu significativamente a proteiniria em pacientes com DRC de etiologia
diabética e ndo-diabética.

Silveira et al., (2021) em modelo, semelhante ao utilizado nesse trabalho, de sepse
induzida por CLP em ratos mostrou redu¢do importante de fatores que impactam diretamente
no progndstico da sepse como: reducdo da lesdo renal aguda e da lesdo pulmonar nos animais
que receberam tratamento com extrato de propolis verde na dose de 500mg/kg 6 horas apos
procedimento de indugd@o. Essa melhora teve importante relagdo com a reducdo de células e
citocinas inflamatorias nos rins € pulmao dos animais com sepse que receberam o tratamento
com propolis.

No contexto em que vivemos da pandemia pelo virus SARS-COV2 (BERRETTA et al.,
2020) verificou-se, por meio da literatura, o potencial da propolis no contexto da patologia
causada pelo virus, ressaltando a literatura os efeitos antiinflamatérios e imunorreguladores
comprovados, incluindo a inibicdo da PAK-1. Além disso, verificou-se a ligacdo a ACE2, um
dos principais alvos do virus SARS-CoV-2 para a invasao da célula hospedeira que € inibida
pela propolis.

Alguns compostos de propolis verde, como o éster feniletil do acido cafeico (CAPE)
tém mostrado efeito na supressao da sintese de prostaglandinas e leucotrienos por macroéfagos
(BORRELLI et al., 2002). Além disso o CAPE, quercetina, hesperidina e alguns outros
flavonoides da propolis podem inibir a producao de citocinas de células T do tipo Thl e Th2,
ao mesmo tempo em que aumentam o TGF-beta 1, uma importante citocina anti-inflamatéria
(ANSORGE et al., 2003). A artepelina C induziu efeito anti-inflamatério e analgésico em
modelo experimental de inflamagdo por carragenina apds tratamento oral ou intraperitoneal
(CONTI et al., 2015; PAULINO et al., 2008). A atividade anti-inflamatoria também foi
observada por Machado et al., (2012) na inibi¢do de citocinas proinflamatdrias e aumento de
citocinas inflamatoérias em modelo de infec¢do com granuloma e LPS.

A respeito da atividade antimicrobiana da prépolis, muitos trabalhos tém descrito a
atividade antibacteriana em culturas de Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans,
Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus luteus, Escherichia coli (FARNESI et al., 2009). In

vitro, a propolis tem agdo direta em microrganismos e in vivo podendo estimular a resposta
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imunolégica, ativando mecanismos envolvidos na morte de microrganismos (BUFALO et al.,

2009; SFORCIN e BANKOVA, 2011; DE CASTRO et al., 2013; CAPOCI et al., 2015).

3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

e Avaliar o efeito da profilaxia com extrato padronizado de propolis (EPP-AF®) em

camundongos com sepse induzida por ligadura e perfuracao cecal (CLP).

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar o efeito da profilaxia com Extrato Padronizado de Prépolis (EPP-AF®) sobre

os seguintes parametros de animais submetidos a sepse induzida por CLP:

@)

@)

@)

@)

Sobrevida
Unidades formadoras de Coldnia no sangue, peritdnio e pulmao
Contagem celular do sangue periférico, medula e peritdnio

Fatores de coagulacdo

e Avaliar o efeito da profilaxia com o Extrato Padronizado de Prépolis (EPP-AF®)) na

inflamag¢do pulmonar.
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4. Material e métodos

4.1 Extrato de Prépolis Padronizado (EPP-AF®)

O extrato padronizado de propolis (EPP-AF) foi produzido a partir de uma mistura
composta por material prima de propolis obtida das regides Sul e Sudeste do Brasil de acordo
com a padronizacdo anterior (Patente PI 0405483-0, publicada em Revista Revista de
Propriedade Industrial n. 1778 de 01/02/2005), a composicdo da mistura ¢ constituida
majoritariamente por propolis verde. O extrato foi produzido industrialmente e cedido pela Apis
Flora Ltda. (Ribeirdo Preto, SP, Brasil). Resumidamente, a propolis foi mantida em -20°C
durante 12 h, triturada num po6 fino num misturador. Em seguida, foi extraido com solucgao
hidroalcoolica (7: 3), com maceragdo dindmica, durante 72 h a temperatura ambiente, seguido
de percolagdo e um processo de filtragdo utilizando, no primeiro passo, a biomassa de propolis
e, filtro de linha. O extrato de propolis obtido apresenta 11% p/v de matéria seca e composi¢ao
quimica padronizada qualitativa e quantitativamente por RP-HPLC.

O extrato mole de propolis, que foi obtido apos a evaporacao de todo o solvente presente
no extrato padronizado, foi dissolvido em 6leo de ricino etoxilado — 40 OE (Kollidon - Basf®)
sob aquecimento (37°C) por 2h, na proporcao de 1:1. As solucdes para o tratamento dos animais
foram obtidas pela solubilizagdo da mistura anterior em solugdo PBS (1%). A dose ou

concentragoes utilizadas foi com base nos resultados obtidos por Hori et al. (2013).

4.2 Animais

No estudo foram utilizados 45 camundongos da linhagem Swiss, fémeas com idade entre
8 a 14 semanas, oriundos do Biotério Central da UFMA. Eles foram mantidos com livre acesso
aracdo e a agua durante todo o estudo, e submetidos a ciclos de luz/escuridao de 12 horas. Cada
camundongo fora submetido aos estudos na mesma hora do dia para minimizar influéncias
circadianas. O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da

Universidade Federal do Maranhao- UFMA (Numero de protocolo 23115.014190/2018-98).

4.3 Induciao da sepse por Ligadura e perfuracio cecal (CLP)

Os animais foram anestesiados com inje¢do de solucdo de cloridrato de ketamina (25
mg/kg) e cloridrato de xilazina (20 mg/kg), por via intramuscular. A infec¢do polimicrobiana

foi induzida pela ligadura e perfuragdo cecal (CLP), abaixo da valvula ileocecal. O ceco foi
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perfurado dez vezes com agulha de calibre 18 G, e levado de volta para a cavidade peritoneal,
induzindo a sepse letal (MACIEL et al., 2008). Apds este procedimento, o periténio e o
abdomen foram suturados com ponto simples separado. Todos os animais receberam 50mL/kg
de peso do animal de soro fisiologico estéril apds o procedimento cirirgico por via subcutanea,
como fluido de ressuscitacdo, com a finalidade de prevenir a hipotensdo pds-operatoria (

WICHTERMAN et al., 1980; BENJAMIM et al., 2002).

Figura 5 Induc@o de sepse pelo modelo CLP A) Tricotomia realizada anterior a cirurgia com animais anestesiados.
B) Exposicdo do ceco para ligadura e perfuracdo. C) Ligadura da valvula ileocecal. D) Perfuragido do ceco com
agulha de calibre 18G. E) Abddémen suturado em ponto simples separado.

4.4. Delineamento experimental

Inicialmente, os animais foram distribuidos em cinco grupos (n=5 animais/grupo):
SHAM (os animais passaram pelo processo cirurgico, sem perfuragdo do ceco, receberam soro
fisioldgico estéril 0,9% de reanimagdo), CLP (receberam soro fisiologico estéril 0,9% e

passaram por CLP), CLP+ATB (receberam a profilaxia com antibidtico de amplo espectro
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(Imipenem) na dose de Smg/kg e passaram por CLP), EPP-AF®10 (receberam profilaxia com
dose tnica do EPP-AF®, na dose de 10 mg/kg e passaram por CLP), EPP-AF®100 (receberam
profilaxia com dose tinica do EPP-AF®, na dose de 100 mg/kg e passaram por CLP). Todos as
profilaxias foram realizadas por via subcutinea, 6 horas antes do procedimento cirurgico visto
que esse foi o tempo descrito em outros trabalhos que evita o edema pulmonar e mortalidade

po6s cirurgica ( WICHTERMAN et al., 1980; MACIEL et al., 2008).

4.5. Avaliacao da sobrevida dos animais

Para a analise da sobrevida, os animais (n = 25) foram observados durante 5 dias apos
o procedimento cirirgico (CLP), e a mortalidade foi calculada considerando o tempo médio de
sobrevivéncia (MST) e o aumento percentual no tempo de vida (ILS), de acordo com a seguinte

formula (GUPTA et al., 2000):

ILS (%) = (MST do grupo tratado — MST do grupo controle) x 100

MST do grupo controle

4.6. Quantificacio das unidades formadoras de colonias (UFC)

Para a quantificacdao de bactérias no sangue, lavado peritoneal e pulmao foram coletados 10uL
do exsudato e feita diluicdo em 1:10 e 1:100. Em seguida, estas dilui¢des foram semeadas em
placas de Petri em meio de cultura Brain Heart Infusion (BHI). As placas foram mantidas em

estufa a 37°C, por 24h, para crescimento de colonias bacterianas (OLIVEIRA et al., 2019).

4.7 Obtencao e contagem das células da medula dssea e células peritoneais

As células da medula 6ssea foram obtidas a partir da perfusdo do fémur seguida de
lavagem com 1 mL de PBS com auxilio de seringa. As células peritoneais foram assepticamente
coletadas a partir da lavagem da cavidade peritoneal com 2 mL de solugdo tamponada de fosfato
(PBS) estéril gelada. Para a determinacdo do nimero total, as células da medula 6ssea e células
peritoneais foram coradas com cristal violeta (0,05%) em acido acético 30% na proporcao de
9:1, e contadas em camera de Neubauer com auxilio de microscopio 6ptico de luz comum.

Para a contagem diferencial das células peritoneais foi realizado Cytospin. As células
foram coradas com auxilio do kit InstantProv (Newprov, Pinhais, Brazil). A contagem das

células foi feita com auxilio de microscopio Optico de luz comum (OLIVEIRA et al., 2019).
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4.8 Histopatologico

Para a andlise histopatologica, o ceco e os pulmdes foram fixados em formol a 10% e
embebidos em parafina. Em seguida, seccdes de 5 pm de espessura foram cortadas em
micrétomo e coradas com hematoxilina e eosina. As ldminas foram examinadas em
microscopio de luz com objetivos de 20, 40 e 100%. Os seguintes pardmetros foram analisados:
a presenca de congestdo vascular, edema, infiltrado inflamatorio e hemorragia. As alteragdes
teciduais foram pontuadas como: 0 para ausente, 1 para escasso, 2 para moderado e 3 para

intenso (LIBERIO et al., 2011).

4.9 Analise estatistica

Todas as analises foram realizadas com auxilio do software GraphPadPrism 5.0. Os
resultados foram expressos em média e desvio padrdo. Apds constatada normalidade pelo teste
D’Agostino-Pearson, as varidveis numéricas foram submetidas a analise da variancia
(ANOVA) seguida pelo pos-teste de Newman-Keuls ou a two-way ANOVA. Para os dados de
sobrevida, foi utilizada a curva de Kaplan-Meier e o teste de Log-Rank para analise estatistica.
Os dados da avaliacdo histopatologica foram analisados pelo teste £ ndo paramétrico. O nivel
de significancia para rejeicao da hipodtese de nulidade foi de 5% (p<0,05) (SOKAL; ROHLF,
1996).

5. Resultados

5.1 O EPP-AF® aumenta a sobrevida de camundongos com sepse letal induzida por CLP.

O uso profilatico de EPP-AF® protege os animais da sepse letal induzida por
CLP (Figura 6). Os grupos EPP10 e EPP100 apresentaram um aumento na sobrevida quando
comparados ao grupo CLP, sendo o aumento na expectativa de vida de 16,7% e 25%,

respectivamente, quando comparados ao grupo CLP (Tabela 4).
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Figura 6. Sobrevida de animais com sepse letal induzida por CLP. Camundongos Swiss foram distribuidos em
5 grupos: SHAM (os animais passaram pelo processo cirirgico, sem perfuracdo do ceco, receberam soro
fisiologico estéril 0,9% de reanimagdo), CLP (receberam soro fisiologico estéril 0,9% e passaram por CLP),
CLP+ATB (foram tratados com antibidtico de amplo espectro (Imipenem) na dose de 5Smg/kg e passaram por
CLP), EPP10 (foram tratados com dose tinica do EPP-AF®, na dose de 10 mg/kg e passaram por CLP), EPP100
(foram tratados com dose tnica do EPP-AF®, na dose de 100 mg/kg e passaram por CLP). Todos os tratamentos
foram realizados por via subcutanea, 6 horas antes do procedimento cirirgico. Os animais foram acompanhados
durante 5 dias em intervalos de 12/12 horas (n = 25).

Tabela 4. Expectativa de vida de animais com sepse letal induzida por CLP e que receberam
profilaxia com EPP-AF® (EPP10 e EPP100) 6 horas antes da CLP.

TRATAMENTO MST? (Dias) ILS® %
Controle 33,6 _*
ATB 51,0* 51
EPP 10 39,0 16
EPP 100 42,0% 25

AMST mediana da sobrevida total; ® ILS: aumento da sobrevida
*p<0,05 em relacdo ao grupo Controle

5.2 O EPP-AF® nio altera o nimero de Unidades formadoras de colonia em camundongos
com sepse letal induzida por CLP.
Em razdo do aumento observado na sobrevida dos animais que receberam a profilaxia

com EPP-AF®, selecionamos a maior dose que apresentou maior sobrevida (Tabela 4). Os

resultados demonstraram crescimento de Unidades Formadoras de Colonia (CFU) ndo s6 no
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local da indugdo da infec¢do, mas a disseminacdo sanguinea e pulmonar. Entretanto, ndo houve
diferenca quando se compara o grupo que recebeu profilaxia com EPP-AF® com o grupo

controle no peritonio (Figura 7A), sangue (Figura 7B) e pulmao (Figura 7C).
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Figura 7. Efeito do tratamento profilatico com Propolis (EPP-AF®) sobre as Unidades formadoras de Colonia
(CFU) em animais com sepse induzida por CLP. Os animais receberam a profilaxia com EPP100, 6 horas
antes da indugdo da Sepse por CLP. As avaliagdes ocorreram 12 horas apds a indugdo da sepse pelo modelo da
CLP. (A) peritonio; (B) sangue; (C) pulmdo. Os resultados apresentam as médias de 4 animais
do grupo controle e 5 animais do grupo propolis. Os dados foram expressos como média + desvio padrio.
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5.3 O EPP-AF® nio altera a celularidade da medula dssea e do sangue em camundongos

com sepse letal induzida por CLP.
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Figura 8. Efeito do tratamento profilatico com Propolis na contagem celular total do sangue periférico. Os animais
receberam a profilaxia com EPP100, por via subcutinea 6 horas antes da indugéo da Sepse por CLP. As avaliagdes
ocorreram 12 horas apds a indugdo da sepse pelo modelo da CLP. A contagem total dessas células foi feita 12
horas ap6s a indug@o da sepse pelo modelo da CLP. Os dados foram expressos em média + desvio padrio.
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5.4 O EPP-AF® altera o nimero de células peritoneais em camundongos com sepse letal

induzida por CLP.

Sabendo que o recrutamento de células inflamatérias ao foco da infec¢do ¢ importante
para o controle da disseminagdo bacteriana, foi avaliado o infiltrado inflamatério na cavidade
peritoneal. O EPP-AF® reduziu a contagem total de células no sitio da infec¢do (Figura 9),
porém, quando foi analisada a contagem diferencial, observou-se que houve uma reducdo de
macréfagos (8%) e linfocitos (15%) e um significativo aumento de neutrdfilos (40%) na

cavidade peritoneal.
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Figura 9. Efeito do tratamento profilatico com Propolis na contagem celular total do lavado peritoneal. Os animais
receberam a profilaxia com EPPAF por via subcutanea 6 horas antes da indugdo da Sepse por CLP. A contagem
total dessas células foi feita 12 horas ap6s a indugdo da sepse pelo modelo da CLP. Os dados foram expressos em
média + desvio padrio. * p<0,05 quando comparado ao Controle.

5.5. O EPP-AF® nio altera os parametros de coagulacio de camundongos com

sepse letal induzida por CLP.

Uma das alteragdes importantes que acontecem na sepse ¢ a alteragdo da coagulacdo.
Entdo foram avaliados os efeitos do EPP-AF® no numero de plaquetas, tempo de protrombina
e tempo de tromboplastina. Entretanto, ndo houve diferenga entre os grupos quanto ao numero
de plaquetas (Figura 10A), bem como em relagcdo ao TTPA (Figura 10B), TAP (Figura 10C) e

Relagdo normatizada internacional (RNI) (Figura 10D).
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Figura 10. Efeito do tratamento profilatico com Propolis nas plaquetas, TAP, TTPA, RNI. Os animais
receberam o tratamento profilatico com EPP-AF® 6 horas antes da indugdo da Sepse por CLP. As avalia¢Ges
ocorreram 12 horas ap6s a indugdo da sepse pelo modelo da CLP. (A) Plaquetas; (B) TTPA; (C) TAP (D) RNI
Os resultados apresentam as médias de 4 animais do grupo controle e 5 animais do grupo tratado. Os dados foram
expressos em média + desvio padrio.

5.6. O EPP-AF® altera a inflamacfo no foco primario da infeccio e inibe a inflamacio no

pulmio de camundongos com sepse letal induzida por CLP.

Sabendo que a propolis reduziu o infiltrado inflamatério e alterou o perfil celular no
foco da infeccdo, foi realizado a andlise histopatologico do ceco, o6rgdo que recebeu a
perfuragdo. Entretanto, ndo foi observada diferen¢a no ceco entre os animais que receberam
tratamento com EPP-AF® e o grupo controle e ambos os grupos apresentaram grande
degradagdo tecidual (Tabela 7 e Figuras 11 A-D).

Apesar de ndo ter sido encontrada diferenga no ceco, a analise do pulmao, 6rgao chave
para o prognodstico da sepse, foi observado que o EPP-AF® induziu uma reducdo na

hemorragia, necrose, infiltrado inflamatdrio e edema no pulmao dos animais com sepse (Tabela

7 e Figuras 11 E-F).
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Tabela 5. Efeito do tratamento profilatico com propolis sobre a inflamagdo no ceco e pulmao
de animais com sepse induzida por CLP. Resultado da andlise do histopatologico do material
coletado 12 horas apos a inducao da sepse. O grupo controle recebeu tratamento com PBS e o
grupo tratado recebeu tratamento com EPP-AF®.

Ceco Pulmao
Controle Proépolis Controle Propolis
Hemorragia 1+£0,7 3+0,7 3+0,07 1+£0,07*
Infiltrado 2+0,7 3+0,7 3+0,7 1+£0,7*
Necrose 1+0,01 1+0,01 2 +£0,007 0+0,007*
Edema 2+0,007 2+0,7 3+£0,7 1 +0,07*

*p<0,05 em relagdo ao grupo controle

0 = auséncia; 1 = Leve; 2 = moderado; 3 = Intenso.
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Figura 11. Efeito do tratamento profilatico com EPP-AF® em animais com sepse induzida por CLP. Em A,
fotomicrografia do ceco do grupo CLP. Em B, fotomicrografia do ceco do grupo EPP-AF®. Em C-E,
fotomicrografia do pulmio do grupo CLP. Em D-F, fotomicrografia do pulmio do grupo EPP-AF®. A seta na
foto C indica area de necrose e hemorragia e na foto E indica hemorragia. Os animais receberam a profilaxia com
EPP-AF®100, por via subcutanea, 6 horas antes da indugdo da sepse por CLP. As avaliagdes ocorreram 12 horas
apos a indugdo da sepse pelo modelo da CLP, os 6rgdos foram retirados, colocados em formol e enviados para o
histopatologico. A anélise das laminas foi feita de forma cega.
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6. Discussiao

Neste trabalho foi demonstrado que a profilaxia com o extrato padronizado de propolis
aumenta a expectativa de vida de camundongos com sepse, pela capacidade de reduzir o
processo inflamatorio preservando o parénquima pulmonar, mudando assim, a historia natural
da doenga.

O aumento na sobrevida em animais que receberam a profilaxia com propolis pode estar
relacionado as propriedades anti-inflamatérias e imunomoduladoras que o extrato de propolis
exerce em quadros como a sepse (SOARES, 2014; SILVEIRA et al., 2021). A gravidade e
letalidade da sepse estd diretamente relacionada a exacerbacdo da resposta imunoldgica ao
agente infeccioso (SINGER et al., 2016). O pulmao ¢ o 6rgdo que ¢ primeiramente afetado e
em maior intensidade, que sinaliza o pior prognostico em pacientes com sepse, por causa da
Sindrome do Desconforto Respiratorio Agudo (LAGU et al., 2012). A lesdo pulmonar aguda ¢é
caracterizada por aumento de citocinas pro-inflamatérias (MEDURI et al., 1995) e aumento de
trombos na microvasculatura pulmonar (WARE e MATTHAY, 2000) que est4d diretamente
relacionado a diminui¢do da razao funcional capilar pelo aprisionamento de neutr6filos dentro
dos capilares (PARK et al., 2019). Terapias capazes de aumentar a expectativa de vida, em
quadros de sepse, sdo extremamente importantes, visto que a fisiopatologia da doenca passa por
diversas fases imunoldgicas até sua resolugao (HUANG et al., 2019).

Esse processo inflamatorio sist€émico impacta negativamente no prognostico da sepse,
sendo suas principais complica¢des a Insuficiéncia Renal Aguda (IRA) e a lesdo pulmonar
aguda (LPA). A LPA se caracteriza como uma sindrome clinica associada a disfun¢do
respiratoria, sendo a complicagdo mais comum da sepse e com mortalidade que varia de
aproximadamente 50% (HERRIDGE et al., 2003) a 26% (ERICKSON et al., 2009). A
fisiopatologia da LPA envolve inflamacdo com dano alveolar difuso, aumento da
permeabilidade capilar, edema intersticial e alveolar, influxo de células e citocinas pro-
inflamatorias (MEDURI et al., 1995), formagdo de membranas hialinas (CHUNG et al., 2003)
e aumento de trombos na microvasculatura pulmonar (WARE e MATTHAY, 2000).

Neste trabalho, foi demonstrado que o aumento da sobrevida dos animais com sepse
induzido pelo tratamento com EPPAF, muito provavelmente, estd relacionado com a
preservagdo pulmonar. Estes dados corroboram com diversos trabalhos usando diferentes tipos
de propolis e seus compostos. Nosso grupo, por exemplo, demonstrou que o tratamento com
propolis de Scaptotrigona postica, por via oral, por 14 dias, nas doses de 50 e 200mg/kg,

induziu diminui¢do do infiltrado de neutr6filos no parénquima pulmonar e da concentracio de
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IFN-y circulante e aumento da preservacdo do parénquima pulmonar quando comparado ao
grupo controle, em modelo experimental de asma induzido por ovalbumina (FARIAS et al.,
2014). Na mesma via, nosso grupo demonstrou que o tratamento com EPPAF, por via oral, na
dose de 5Smg/kg, induziu diminuicdo de IL-6, TNF-a e aumento de IL-10 no lavado
broncoalveolar em modelo de indu¢do de Inflamacao pulmonar aguda por instilacdo nasal de
LPS (MACHADO et al., 2012).

Assim como o efeito benéfico da propolis em inflamacdo pulmonar, quer seja propolis
de Apis melifera quer seja de Scaptotrigona postica, também foi demontrado por outros autores
usando CAPE. Korish e Arafa (2011), usando modelo de inducdo de sepse por LPS,
demonstraram que o tratamento com derivados do extrato de propolis (CAPE) induzia um
quadro mais brando de sepse com uma moderagao do processo inflamatorio. Neste trabalho foi
demonstrado que o grupo sem tratamento teve aumento de citocinas pré inflamatérias como IL-
1 e IL-6 e o grupo que recebeu o tratamento com o derivado da propolis (CAPE) teve aumento
de IL-10, citocina que exerce funcdo contrarreguladora de IL-6. Todos estes dados, em
conjunto, mostram que a propolis usada neste trabalho, bem como subprodutos e até mesmo
propolis de abelhas nativas, podem ter um papel relevante no controle de inflamac¢ao pulmonar.

A reducdo do infiltrado de células inflamatdrias no pulmao dos animais que receberam
EPPAF também foi observado na cavidade peritoneal. No modelo utilizado, o peritonio é o
local da primo infec¢do, estando exposto a lesdo endotelial induzida e o contato direto com o
conteudo da al¢a intestinal lesionada sendo assim o primeiro local a produzir resposta
inflamatoria. Este efeito inibidor da peritonite corrobora com Paulino et al. (2008) que
mostraram, em modelo peritonite induzida por carragenina, que o composto da propolis verde
Artepelina C foi capaz de inibir o processo inflamatorio inibindo o infiltrado de células na
cavidade peritoneal e reduzindo a concentragdo de prostaglandinas E2 no lavado peritoneal.
Adicionalmente, ¢ interessante notar que apesar do EPPAF ter diminuido o infiltrado total do
peritonio, ele modulou a resposta, uma vez que reduziu o infiltrado de macréfagos e linfocitos
e aumentou o infiltrado de neutréfilos, células essenciais para o controle agudo da infeccao
bacteriana. Esta imunomodulacdo inflamatéria na sepse ja havia sido demonstrada por nosso
grupo, no mesmo modelo, utilizando tratamento profilatico com extrato de Syzygium
jambolanum (MACIEL et al., 2008), resultando em bom progndstico da doenga e aumento da
expectativa de vida dos animais. Esses dados, em conjunto, reforcam a importincia do

tratamento profilatico com produtos que tenham papel imunomodulador.
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Um dado importante € que a redugdo do recrutamento de células para o foco da infec¢ao
e para o pulmao, ndo esta relacionado com aplasia medular, uma vez que o niimero de células
da medula 6ssea ndo foi alterado, bem como o percentual de células sanguineas. Isto ¢
importante, considerando que muitos agentes anti-inflamatdrios usados na clinica induzem
comprometimento medular (FARIAS et al., 2014).

O modelo CLP de sepse ¢ o mais utilizado dos modelos por mimetizar a sepse em
humanos. O modelo causa uma infec¢do polimicrobiana levando a uma inflamagdo sistémica
com lesdo de multiplos 6rgaos ( WICHTERMAN et al., 1980; BURAS et al., 2005) além de ser
um modelo amplamente utilizado por nosso grupo (BRAGA FILHO et al., 2018; MACIEL et
al., 2008; OLIVEIRA et al., 2019; RIOS et al., 2017). Para avaliarmos esse acometimento
sistémico infeccioso foram avaliadas as Unidades Formadoras de Colonia do sangue, pulmao e
peritdnio, mas ndo houve diferenca entre o grupo tratado e o grupo controle mostrando que o
tratamento profilatico ndo interferiu nas UFC de forma sistémica. Este resultado, sugere
fortemente que o efeito observado nestre trabalho em relagdo ao aumento da sobrevida dos
animais esta relacionado ao bem conhecido efeito antiinflamatorio da propolis (ARAUJO et al.,
2011) e ndo ao seu efeito antimicrobiano ja demonstrado por diversos autores in vitro
(KUJUMGIEV et al., 1999; LALLO et al., 2002; PINTO et al., 2001; SFORCIN et al., 2001;
STEPANOVIC et al., 2003; BANKOVA, 2005; BOSIO et al., 2000; FERNANDES JR et al.,
1995; FERNANDES JUNIOR et al., 2006).

Como j& mencionado, na sepse ocorre o aumento de trombos na microvasculatura
pulmonar (WARE e MATTHAY, 2000) e também ocorre coagulacdo intravascular
disseminada (KINASEWITZ et al., 2005). Os estudos da microcirculacdo evidenciam a
importancia da ativacao endotelial, com liberagdao de citocinas (IL-6, IL-1), fator de necrose
tumoral (TNF), formac¢do de espécies reativas do oxigénio e liberagdao de oxido nitrico,
culminando com ativacdo do sistema de coagulagdo, com formacdo de microtrombos,
alteragdes da perfusdo regional, hipdxia tecidual, disfun¢ao celular e evolugdo para disfungao
de multiplos 6rgaos (NIMAH e BRILLI, 2003). Diversos estudos que avaliaram as alteragdes
da coagulagdo na sepse e evidenciaram que a coagulopatia atua como um fator independente de
prognostico. As alteragdes laboratoriais vistas na sepse incluem plaquetopenia, alargamento do
TAP e do Tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa), aumento do D-dimero, queda dos
niveis de proteina-C e atividade de trombina (TAP) (DHAINAUT et al., 2005; KINASEWITZ
et al., 2005). Entretanto, neste estudo, a profilaxia com EPPAF ndo modificou o niumero de

plaquetas e parametros de coagulacdo entre os grupos.
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Tendo em vista a fisiopatologia da sepse e os efeitos sist€émicos da propolis verde foram
avaliados o sitio primario da infec¢do (ceco) e o pulmao como 6rgdo secundario, pela gravidade
do seu acometimento e que sinaliza o pior prognéstico em pacientes com sepse (LAGU et al.,
2012), quanto aos parametros de hemorragia, infiltrado, necrose e edema. No ceco, local do
sitio infeccioso ndo foram observadas diferencas entre os grupos. Entretanto, foi observada, nos
pulmdes, uma redu¢do da hemorragia, necrose tecidual, infiltrado inflamatdrio e edema quando
comparado o grupo tratado com o grupo controle. Estes dados sugerem que a sobrevida
aumentada dos animais, esta diretamente relacionada com a melhoria do estado geral do
pulmao.

O comprometimento pulmonar na sepse se deve a LPA. Rojas et al., (2005) descreveram
a evolugdo da LPA em modelo experimental com murino no qual foi realizada a administra¢ao
de endotoxina bacteriana gram-negativa lipopolissacarideo (LPS) via pulmonar, modelo animal
que se aproxima a sepse de foco pulmonar em outras espécies, e avaliaram o histopatologico
em diferentes tempos. Seis horas apds administracdo de endotoxina foi observado que havia
congestdo e infiltracdo de células inflamatérias que pareciam ser predominantemente
neutrofilos. As 24 horas, havia mais inflamagio e espessamento septal e em 48 horas, as
alteracdes estavam resolvidas, embora um nimero maior de neutréfilos ainda estivesse
presente. A historia da evolugdo da LPA induzida difere quanto ao tempo de exposi¢cdo ao
agente agressor, que em nosso trabalho acontece de forma intermitente, € ao momento de
avaliacdo, que em nosso trabalho acontece as 12 horas, mas a progressao da doenc¢a nos mostra
quao aguda ¢ a evolucdo e a necessidade de uma interven¢ao precoce que mude a historia da
doenga nos casos de estimulo intermitente.

Machado et al., (2012), em modelo adaptado, em nosso laboratério, mostraram que os
animais que receberam o tratamento com extrato de propolis verde, por via oral, em modelo de
infeccdo granulomatosa tiveram reducdo de edema do granuloma e um efeito sistémico em sitio
pulmonar. Neste sitio, os animais que receberam o tratamento com a propolis verde tiveram
aumento significativo de macrofagos e neutrdfilos no lavado broncoalveolar (BAL) quando
comparados ao grupo que ndo recebeu tratamento. A partir desse resultado Machado et al.,
(2012) induziram a inflamag¢ao pulmonar com LPS e os animais que receberam tratamento com
o extrato de propolis verde tiveram diminui¢ao de células totais no BAL além da diminui¢do
da produgdo de IL-6, citocina essa relacionada com a inflamagdo e que exerce fungdo na
fisiopatologia da formagao de trombos (NIMAH e BRILLI, 2003) e elevagao de IL-10 citocina

contrarreguladora da IL-6. Esses resultados sugerem que o extrato de propolis quando usado
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em forma de tratamento oral foi capaz de modular a resposta inflamatoria por meio do
recrutamento celular no local da infecc¢ao, reduzindo o nimero de neutréfilos os quais poderiam
ser danosos para o tecido pulmonar (HENDERSON, 2005). Esses achados sdo indicativos do
mecanismo envolvido na preservacdo do parénquima pulmonar nos animais que receberam a
profilaxia com EPPAF na sepse induzida por CLP.

Em recente estudo, utilizando o mesmo modelo de inducdo de sepse em ratos Silveira
et al., (2021) mostraram redug@o importante de fatores e que pioram o prognodstico na sepse
como reduc¢do da lesdo renal aguda e da lesd@o pulmonar em animais que receberam tratamento
com extrato de propolis verde na dose de 500mg/kg, 6 horas apos procedimento de inducao.
Essa melhora teve importante relacdo com a reducdo de células e citocinas inflamatorias nos
rins e pulmao dos animais com sepse. O mecanismo proposto para o aumento de sobrevida dos
animais € menor lesdo dos rins e pulmio nos animais que receberam o tratamento foi a
diminuicao da expressdao de TLR4 nesses 6rgdos. A ativagdao de TLR4 esta ligada a dano celular
e células mortas (MOLTENI et al., 2016). Li et al. (2017) demonstraram os efeitos anti-
inflamatorios do CAPE nos fibroblastos gengivais humanos induzidos por LPS. Seus resultados
indicaram que o CAPE inibe a producao de IL-6, IL-8, 6xido nitrico sintase induzivel e COX-
2 induzida por LPS, de forma dose-dependente. Foi mostrado também que o CAPE suprime a
ativacao induzida por LPS de TLR4 / fator de diferenciacdo mieloide 88 (MyD88) e NF-«B.

Esses achados nos ajudam a compreender o aumento na sobrevida no modelo utilizado
aqui com camundongos, uma vez que a preservacao do tecido pulmonar nos animais que
receberam a profilaxia com o extrato de propolis foi capaz de mudar a histéria da doenca
aumentando a expectativa de vida.

A literatura ¢ vasta quanto aos mecanismos de a¢do da propolis e seus compostos, nesse
trabalho mostramos que ao usarmos a propolis de forma profilatica ela foi capaz de aumentar a
expectativa de vida dos camundongos com sepse por meio da preservagdao do parénquima
pulmonar. Quando se fala em abordagem terapéutica em pacientes com sepse se preconiza o
inicio precoce de antibioticoterapia, por se tratar de uma sindrome de evolucdo aguda e
extremamente grave ¢ inovador uma terapia que modifique a histdéria natural da doenga por
meio do efeito de modulacao do processo inflamatdrio. Os mecanismos de preservacao tecidual
devem seguir em investigacdo a fim de encontrar novos alvos terapéuticos que reduzam a

mortalidade ainda alta da sepse.
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7. Conclusdes

o O Extrato Padronizado de Propolis Apis Flora foi capaz de aumentar a
expectativa de vida em camundongos com sepse induzida por CLP quando comparado ao grupo
controle.

o A profilaxia com EPPAF ndo foi capaz de reduzir as Unidades Formadoras de

Colonias no pulmao, sangue e peritdnio dos animais com sepse induzida por CLP.

o O EPPAF nao alterou os parametros de coagulagdo nem a contagem total de
plaquetas.
o O EPPAF ndo impactou de forma significativa na contagem de células da

medula e do sangue periférico, mas foi capaz de reduzir a contagem total de células do peritonio.

. Animais que receberam a profilaxia com EPPAF tiveram redu¢do da hemorragia
e da necrose tecidual do tecido pulmonar no histopatoldégico. Uma maior preservagdo do
parénquima pulmonar influéncia diretamente na sobrevida, visto que a faléncia respiratoria €

uma das principais complicacdes da sepse.
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