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“Que ensinamentos transmitiriamos ao mundose soubéssemos
que se tratava da nossa ultima oportunidade?

Se deixassemos de existir amanhd,

0 que desejariamos deixar como heranga?”

(trecho do livro "A Ligdo Final”, de Randy Pausch)



RESUMO

Sepse é uma resposta inflamatoria sistémica que apresenta falha na resposta imune do
hospedeiro associado a infeccdo. Propionibacterium acnes € uma bactéria conhecida
por sua atividade imunomoduladora in vitro e in vivo. Neste estudo, foi avaliado o efeito
da P. acnesinativada por fenol, na formulacdo comercial Imunoparvum®, sobre a
infeccdo polimicrobiana induzida por ligadura e perfuracdo cecal (CLP). Camundongos
albinos suicos machos (Mus musculus) foram divididos em 5 grupos (n=8-16/grupo). A
administracéo de salina 0,9% (grupo controle S-CLP) ou Imunoparvum®(grupo tratado)
foi realizada 1, 3, 5 e 7 dias antes da CLP. A CLP foi realizada no oitavo dia. A taxa de
sobrevida foi analisada com oito animais de cada grupo.Para determinacdo do nimero
de células peritoneais, citocinas, contagem bacteriana e MPO, os animais foram
sacrificados 6 h ap6s a inducdo de sepse e tiveram a cavidade peritoneal lavada com
PBS + EDTA. O grupo tratado comlmunoparvum®mostrou aumento da taxa de
sobrevivéncia de 50% em 96 horas. O tratamento com Imunoparvum®casusou um
aumento na migracdo celular para o peritdneo, induziu uma significante reducdo no
lavado peritoneal da citocinas pro-inflamatérias TNF-o, MCP-1 e a citocina anti-
inflamatoria IL-10 (TNF-a de 112,89+7,31pg/mL para 61,04+18,93 pg/mL, MCP-1 de
1321,98 + 3,84 pg/mL para 778,89+1,24 pg/mL e IL-10 de 1837,41 + 173,87 pg/mL
para 718,80 + 47,52 pg/mL). Por outro lado, houve um aumento nas concentragdes de
IL-6 (de 340,33 + 11,48 pg/mL para 416,89 = 8,14 pg/mL) no grupo tratado em relacéo
ao controle. N&o houve diferenca nos niveis de mieloperoxidase (MPO) no pulméo dos
animais do grupos Imunoparvum® e controle. O tratamento com Imunoparvum® reduziu
0 numero de bactérias vidveis na cavidade peritoneal. De acordo com os resultados,
Imunoparvum®promoveu o aumento da taxa de sobrevida de animais com sepse, em
parte atribuida as suas propriedades imunomoduladoras, importantes no combate de
microorganismos patogénicos, bem como ao melhor comtrole da infeccdo através da
reducdo da contagem bacteriana.

Palavras-chaves: Propionibacterium acnes, Sepse, Imunomodulacéo



ABSTRACT

Sepsis is a systemic inflammatory response associated with a failure in the immune
system host response following bacterial infection. The immunomodulatory activity of
Propionibacterium acnes has been shown in vivo and in vitro. The propose of this study
was to determinate the efficiency of Imunoparvum®, a commercial formulation of P.
acnes inactivated by phenol, on polymicrobial sepsis induced by cecal ligation and
puncture (CLP), a animal model. Mice Mus musculus were divided into 5 groups. The
animals received i.m. administrations per day during 7 days on day 1, 3, 5 and 7 of
saline 0.9% (control group — S-CLP) or Imunoparvum®. CLP was performed on the 8"
day. Eight animalsfrom each groupwere leftto assess thesurvival rate. The cell conts,
cytokines levels, MPO levels and antibacterial activity was performed 6 hafter induction
ofsepsis and the peritoneal cavity was washed with PBS+EDTA. The Imunoparvum®
group showed increase of survival rate and increased the leukocytesmigration and
peritoneal neutrophil migration. Imunoparvum® treatment decreased TNF-o, MCP-1
and IL-10 levels in the peritoneal cavity (TNF-a,from 112.89+ 7.31pg/mL to 61.04 +
18.93 pg/mL, MCP-1, from 1321.98 + 3.84 pg/mL to 778.89+ 1.24 pg/mL and IL-10,
from 1837.41 + 173.87 pg/mL to 718.80 + 47.52 pg/mL). Furthermore, the IL-6 levels
were increased (from 340.33 + 11.48 pg/mL to 416,89 + 8,14 pg/mL). The MPO levels
between control and Imunoparvum® were similar and not significant. The treatment also
reduced bacterial numbers in the abdominal cavity.In agreement with the
results,Imunoparvum®increased survival rate of septic animals, as well showed

immunomodulation, important in the combat against pathogenic microorganisms.

Palavras-chaves: Propionibacterium acnes, Sepsis, Immunomodulation therapy
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1. INTRODUCAO

A sepse é uma sindrome clinica complexa, denominada sindrome da resposta
inflamatoria sistémica (SRIS) que resulta numa resposta prejudicial ou nociva do
hospedeiro a infeccdo causada por bactérias, fungos, virus e parasitas (BENJAMIM et
al., 2001; COHEN, 2002). Nas ultimas décadas a sepse tem recebido atencdo por ser
uma das principais causas de morbidade e mortalidade em Unidades de Terapia
Intensiva, com opgdes terapéuticas limitadas (HUTTUNEN, AITTONIEMI et al., 2011;
CHALUPKA, TALMOR, 2012).

Agentes terapéuticos como anti-lipidios, antagonista do receptor IL-1, inibidor
do fator de ativacdo plaquetaria, anticorpo monoclonal para Fator de Necrose Tumoral
(anti-TNF-a), imunoglobulinas, ibuprofeno, altas doses de corticosterdides,
antiendotoxinas e muitos outros ndo obtiveram sucesso nas triagens clinicas e falharam.
Apesar dos avancos tecnoldgicos e terapéuticos dos Ultimos anos, pouco progresso foi
conseguido em relacdo a mudanca de mortalidade na sepse (OPAL, CROSS, 1999;
CARVALHO, TROTTA, 2003; NGUYEN, SMITH, 2007).

O reconhecimento precoce da sepse com uma intervencdo inicial agressiva
contra distdrbios hemodindmicos e o manejo racional dos antimicrobianos séo
estratégias certamente benéficas. Avangos nessas estratégias terapéuticas aumentardo as
chances progndsticas, porém ndo se espera que sejam de grande magnitude. A
combinacdo de terapias imunomoduladoras parece ser o futuro da pesquisa nessa area
(CARVALHO, TROTTA, 2003).

Os estudos epidemioldgicos da sepse e de suas variaveis tem auxiliado no
direcionamento das terapias e no acompanhamento dos pacientes acometidos por esta
patologia. Porém, no Brasil esses estudos sdo escassos, 0 que dificulta o direcionamento
nas tomadas de decisdes para diminuir a mortalidade (SALES et al., 2006). As poucas
analises do Brasil corroboram com as variaveis dos outros paises por acometer, em sua

maior parte, idosos e pessoas do sexo masculino (MARTIN et al., 2003).

A sepse ocorre frequentemente em pacientes idosos e 0 seu 6nus econémico €
grande e crescente. O envelhecimento populacional no ocidente continuard a agravar
este fardo. Os custos de tratamento de pacientes sépticos contribuem para as despesas

nacionais de salde. Os elevados custos no atendimento nas Unidades de Terapia



Intensiva (UTI) implicam na limitacdo de oportunidades de reducdo de custos para
pacientes sépticos. Nesta situacdo, a prevencdo da sepse € a chave para a contencdo de
custos (CHALUPKA, TALMOR, 2012).

A necessidade de conter a evolucdo da infeccdo em pacientes acometidos por
sepse tem estimulado os centros de pesquisa na descoberta de alvos terapéuticos
direcionados ao sistema imunologico para uma resposta efetiva e segura do hospedeiro.
Os imunomoduladores sdo importantes na ativacdo de populacGes celulares e na
estimulacdo ou supressdo de mediadores imunolégicos como as citocinas. Essas
substancias sao capazes de potencializar ou diminuir a resposta do sistema imunolégico.
O uso da imunoterapia tem sido considerado uma alternativa para contencao, prevengéo
e cura de diversas enfermidades (OPAL, 2010).

Entre uma variedade de imunomoduladores, a bactéria Propionibacterium acnes
tem sido estudada e utilizada na terapia de diversas doencas, como antivirais,
anticancer, antiparasitario e antibacteriano, validando o seu efeito modulador (PERRY,
LAMBERT, 2006). Tendo em vista, 0 seu potente efeito adjuvante na imunoterapia este
trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de uma formulagdo composta por P. acnes
inativado sobre a sepse letal induzida por ligaduracédo e puncéo do ceco (CLP).
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

e Avaliar o efeito do Imunoparvum® na sepse polimicrobiana induzida por

ligadura e puncéo do ceco (CLP).

2.2 Especificos

e Auvaliar o efeito do P. acnes inativadona sepse grave apds tratamento profilatico,
terapéutico ou uma combinacdo de ambos via ensaio de sobrevida em

animaissubmetidos a CLP.

e Quantificar a migracao celular para a cavidade peritoneal nos animais tratados

com P. acnes inativado.

e Determinar as concentracdes das citocinas TNF-a, IL-6, IL-10 e MCP-1 em

animais submetidos a sepse por CLP e tratados comP. acnes inativado.

e Quantificar a enzima mieloperoxidase (MPQO) no pulméo de animais com sepse

severa tratados com P. acnes inativado.

e Determinar o nimero de bactérias no lavado peritoneal dos animais dos grupos

pré-tratado comP. acnes inativado e controle.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Sepse

3.1.1 Conceitos gerais: historico e defini¢bes

Sepse ¢ um termo derivado do verbo grego “sepein”, que significa putrefazer ou
apodrecer e ha mais de 2700 anos foi utilizada nos poemas de Homero(CATENACCI,
KING, 2008; CHANG, LYNM, GLASS, 2010).

Pierre Adolphe Piorry (1794-1879), um médico francés, introduziu o termo
médico septicemia (intoxicacdo putrida sanguinea) e piemia (pus no sangue) sem
estabelecer as diferencas e os mecanismos patogénicos envolvidos (FERRAZ, 2008).
Em seguida, Semmelweis, no século XI1X, foi o primeiro pesquisador que desenvolveu
uma visdo moderna da sepse. Lister, Halstead e VVong Bergmann, contemporaneos de
Semmelweis, também desenvolveram técnicas de antissepsia que resultaram em uma

grande reducdo na incidéncia da mortalidade causada por infecgdes (MOUTA Jr, 2007).

A partir da definicdo de Schottmuller em 1914 que estabelece pela primeira vez
a relacdo direta entre a invasdo de microrganismos do foco da infeccdo para a corrente
sanguinea e a presenca de sinais e sintomas, muitos termos foram aplicados para definir
a sepse (SCHOTTMUELLER, 1914).

As investigacOes clinicas e experimentais, ao longo do século XX, levaram a
uma melhor distingdo entre os componentes da fisiopatologia da sepse. Em 1991, a
Society of Critical Care Medicine e American College of Chest Physiciansforam
convocados a fim de padronizar as terminologias relacionadas a fisiopatologia,
gravidade dos quadros inflamatoérios secundarios a infeccdo e a terapéutica da sepse
(BONE et al., 1992a; BONE et al., 1992b).

A sepse foi entdo definida como Sindrome da Resposta Inflamatoria Sistémica
(SIRS) associada a infeccdo que deve apresentar duas ou mais das seguintes condices:
a) hipertemia (temperatura maior que 38°C) ou hipotermia (temperatura menor que

36°C); b) taquicardia (freqiiéncia cardiaca maior que 90 batimentos por min); c)



taquipnéia (freqliéncia respiratoria maior que 20 respiragdes por min ou PaCO, menor
que 32 mmHg); d) contagem dos leucécitos totais no sangue maior que 12.000/mm? ou
mais de 10% de formas imaturas (bastdes) (BONE et al., 1992a; BONE et al., 1992b).
A associacdo desta resposta a disfuncdo multipla de 6rgéos, hipoperfusdo ou hipotensao
é denominada sepse grave (MARTIN et al., 2003). No choque séptico existe hipotenséo
persistente mesmo apds reanimacéo volémica adequada (MARIK, LIPMAN, 2007).

3.1.2Epidemiologia da sepse

Os estudos epidemioldgicos da sepse tem sido importantes para notificar o real
impacto desta patologia nos sistemas de satde em todo o0 mundo, tanto do ponto de vista
social como econdmico. E uma sindrome que apresenta altas taxas de mortalidade e
representa elevados custos em UTI (CARVALHO, TROTTA, 2003; CHALUPKA,
TALMOR, 2012).

Nos Estados Unidos, segundo o Center for Disease Control (CDC), em 1990
havia cerca de 450.000 casos de sepse por ano com mais de 100.000 mortes (CDC,
1990). Um estudo epidemioldgico conduzido por Angus et al., (2001) acrescentou
informacBes importantes sobre a epidemiologia da sepse naquele pais. Neste estudo
havia 3 casos de sepse grave por 1000 habitantes, e 2,26 casos por 100 altas
hospitalares. Dos cerca de 751.000 casos de sepse grave no estudo, quase 70%
(513.000) receberam cuidados intensivos. A taxa de mortalidade estimada foi de 28,5%,
ou um total de 215.000 mortes a nivel nacional, e o custo médio por caso foi $22.100,
com um custo total anual de $16,7 bilhdes. Em 2002, o CDC publicou um relatorio,
considerando a sepse como a 10? causa de morte, sendo responsavel por 1,3% das
mortes naquele ano (ANDERSON, 2002; JAIMES, 2005).

Nos paises europeus os estudos epidemioldgicos relatados apresentam ampla
variacdo de taxas de incidéncia e de mortalidade, refletindo diferentes tomadas de
decis@es nas coletas de resultados, bem como diferengas nos procedimentos de coleta de
dados ou abordagens metodologicas. Um estudo multicéntrico francés apresentou uma
alta incidéncia de choque séptico com 8,2 casos por 100 internagcfes associado a uma
taxa de mortalidade de 60,1% (ANNANE et al., 2003). Recentemente, um estudo

aprovado pela Sociedade Européia de Cuidados Intensivos, envolvendo diversas



instituicbes em 24 paises revelou uma mortalidade variando entre 14% e 41% em
unidades hospitalares e 8% a 35% em UTI. Neste relatorio, existe a demonstracéo e
correlacdo da faléncia multipla de 6rgdos e mortalidade em pacientes criticos com sepse
(VINCENT et al., 2006).

Na América Latina, Jaimes (2005) revisou 20 estudos epidemioldgicos
publicados entre 1994 e 2000 sobre septicemia, sepse e sepse grave da Argentina,
Bolivia, Brasil, Chile, Colémbia, Cuba, Equador e México, alertando que as abordagens
clinicas e epidemiologicas tém sido por vezes inadequadas em termos de projetos de
pesquisa, populacdo de estudo e resultado clinico. Como resultado, salientou que é
pouco provavel que na América Latina haja uma menor incidéncia de sepse ou um

melhor progndstico em relagdo aos paises desenvolvidos.

No Brasil, o estudo BASES — Estudo Brasileiro de Epidemiologia da Sepse,
entre 2001 e 2002, realizado em cinco UTI das regides sul e sudeste, encontrou taxas de
mortalidade de 11%, 33,9%, 46,9% e 52,2%, respectivamente, em pacientes com SIRS,
sepse, sepse grave e choque séptico (SILVA et al., 2004). Sales et al., (2006) analisou
dados de 75 UTI em regides diferentes e encontrou taxas de mortalidade de 16,7% para
sepse, 34% para sepse grave e 65,3% para choque séptico.

Koury et al. (2006) publicaram um estudo caracterizando pacientes com sepse
admitidos em UTI em um hospital privado de grande porte na cidade do Recife e
observaram que as taxas de mortalidade nos casos de sepse grave e choque séptico
foram 36,3%, 63,8%, respectivamente semelhantes aquelas encontradas por Silva et al.,
(2004).Zanon et al., (2008) avaliaram a mortalidade de pacientes sépticos tratados nas
UTI de Passo Fundo que apresentaram as seguintes taxas: 10,1%, 22% e 64,8% para
sepse, sepse grave ou choque séptico. A mortalidade no Brasil tem tido relevancia por

ser superior a encontrada em outros paises (HENKIN et al, 2009).

De acordo com as informacdes apresentadas acima, esta claro que a sepse € uma
condicdo comum tanto em paises em desenvolvimento como em paises desenvolvidos.
O aumento da incidéncia e a mortalidade tem aumentado substancialmente ao longo das
ultimas duas décadas. O envelhecimento populacional, procedimentos mais invasivos, 0
uso de farmacos imunossupressores e a AIDS sdo fatores que promovem uma maior
incidéncia, e espera-se que esta tendéncia se acelere no futuro (ANGUS et al., 2001,
SALES et al., 2006).
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3.1.3 Fisiopatologia e mediadores envolvidos na sepse

A sepse é iniciada quando microrganismos agridem as barreiras naturais de
defesa do corpo, tais como a pele e mucosas. Se a resposta imune for incapaz de deter a
infecgdo local, o microrganismo ou suas toxinas podem invadir a corrente sanguinea.
Uma vez na circulacdo, produtos microbianos provocam uma resposta inflamatoria que
leva a ativacdo da liberacdo de varios mediadores, com efeitos pro- e anti-inflamatorios.
A associacdo das toxinas liberadas com o aumento da ativacdo desses mediadores e das
vias celular e humoral pode levar a faléncia de 6rgdos e morte (QUEZADO, BANKS,
NATANSON,1995; HOTCHKISS, KARL, 2003; RIEDEMANN, GUO, WARD,
2003).

Uma variedade de elementos necessarios na patogénese da sepse e vias
metabolicas e imunologicas tem sido identificados nesses ultimos anos. As intensas
investigagdes pré-clinicas e clinicas associaram o desenvolvimento do processo septico
a resposta imune, superantigenos, toxinas bacterianas e alteracdes da coagulacdo. Ja
foram identificados mais de 100 potenciais indicadores como marcadores de
prognostico na sepse(HOTCHKISS, KARL, 2003; OPA, ESMON, 2003; MARSHALL,
REINHART, 2009).

Quando o0s agentes patogénicos invadem o hospedeiro, as proteinas
transmembrana de reconhecimento dos padrdes moleculares associados ao patdgeno
(PAMPs), também denominadas de receptores Toll like (TLRs) iniciam a resposta
imunoldgica (KONO, ROCK 2008). O TLR-2 é responsavel pelo reconhecimento dos
peptideoglicanos das bactérias gram-positivas, os lipopolissacarideos (LPS) das
bactérias gram-negativas sdo reconhecidos pelo TLR-4 (RUSSEL, 2006; OSAWA,
WILLIAMS, SINGH, 2011). A invasdo dos microrganismos patogénicos estimula a
producdo de citocinas, mediadores inflamatorios secretados por componentes dos
sistemas imune da resposta inata e adaptativa, que atuam coordenando uma ampla
variedade de reagOes inflamatorias ao nivel tecidual e desempenham um papel
proeminente na patogénese da sepse (VAN DER POLL, 2001). A presenca de citocinas

pro-inflamatorias na circulacdo e ativacdo das células circulantes pode facilitar a
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evolugdo de uma infeccdo local para um quadro sisttmico. Estes fatores s&o
responsaveis pela maioria das alteracbes fisiopatoldgicasobservadas em modelos
experimentais e quadros clinicos de sepse (BENJAMIM, 2001).

As citocinas pro-inflamatérias como o fator de necrose tumoral (TNF-a),
interleucina-1 (IL-1), que sdo precocemente produzidas no processo séptico, e
interleucina-6 (IL-6) promovem uma série de eventos genéticos, bioquimicos e clinicos.
Estas citocinas atuam sobre a liberagdo de mediadores secundarios responsaveis pela
reativacdo das células fagocitarias e da cascata inflamatoria (BONE, 1991; THIJS,
HACK, 1995).

Baixas concentracdes de TNF- o sdo primordiais para a defesa do hospedeiro por
limitarem a propagacdo de microrganismos patogénicos para a corrente sanguinea,
desencadeando a adesdo neutrofilica no endotélio, ativacdo de cininas e do sistema
complemento. Porém, com a sua hiper-estimulacdo o quadro inflamatdrio evolui e a
lesdo tecidual torna-se potencialmente letal. O TNF-a assume uma atividade deletéria
ao organismo, desregulando o sistema imune, promovendo a ativacdo de varias outras
citocinas, bem como do sistema oxidativo celular (AZEVEDO, 2007;
CIANCIARULLDO et al., 2008; FRACASSO, 2008). Na sepse as acles de citocinas pro-
inflamatdrias podem ser inibidas, também, por inibidores de receptores soltveis de IL-1
(IL-1R tipo 1) e receptores de TNF-a. Esses mediadores sdo encontrados tanto nos
soros como exsudatos obtidos de pacientes com sepse ou em modelos experimentais, e
parecem tanto contrabalancar as a¢des dos mediadores pro-inflamatorios, através da
reducdo da sintese e da liberacdo desses mediadores, quanto antagonizar seus efeitos
(DINARELLO, 1997; BENJAMIM, 2001).

O organismo responde ainda a agente infecciosos liberando citocinas anti-
inflamatdrias. Esses mediadores sdo encontrados tanto no soro quanto exsudato de
pacientes com sepse ou em modelos experimentais. A interleucina-10 (IL-10) é uma
citocina anti-inflamatéria importante na fisiopatologia da sepse, que tenta
contrabalancar as agdes dos mediadores pro-inflamatorios, através da reducdo da sintese
e da liberacdo desses mediadores, quanto antagonizar seus efeitos. Por outro lado, a
producdo e liberacdo excessiva de mediadores anti-inflamatdrios sdo prejudiciais a

resposta do organismo contra 0 agente invasor, pois inibe a liberacdo dos mediadores
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fundamentais para o recrutamento e ativacdo das celulas da resposta inflamatoria e
imunes (DINARELLO, 1997; BENJAMIM, 2001; VAN DE POLL, 2001).

Na sepse, os neutrdfilos estdo envolvidos na diminuicdo da invasdo do
patdgeno.. No entanto, ha a faléncia da migracdo de neutrofilos para o foco
inflamatdrio, que é extremamente importante para o0 agravamento do quadro instaurado,
onde é observada a disseminacdo bacteriana, contribuindo para a evolugdo clinica do
paciente e impedindo a eliminacdo do foco primario de infeccdo (BENJAMIM et al.,
2000; BENJAMIM et al., 2002; ALVES-FILHO et al., 2005; ALVES-FILHO et al.,
2008; REDDY, STANDIFORD, 2010).

3.1.4 Modelos Animais de Sepse

Existe uma dificuldade nos modelos animais de sepse de representar
completamente a complexidade clinica da sepse humana. Nos humanos, a sepse se
desenvolve ao longo de horas a dias, muitas vezes a evolucédo € prolongada e resulta na
falha maltipla de 6rgdos. Em contrapartida, nos modelos animais o percurso € curto e
agudo, variando significativamente em sua complexidade e relevancia clinica,
levantando a questdo do potencial fisiopatolégico em diferentes circunstancias
(ZANOTTI-CAVAZZONI, GOLDFARB, 2009).

O modelo de ligadura e perfuracdo cecal (CLP) é o modelo experimental para
inducdo da sepse mais empregado nas pesquisas cientificas, além de se assemelhar com
a progressao e caracteristicas da sepse humana, tem contribuido para o conhecimento do
envolvimento de componentes da imunidade nesta sindrome, incluindo a identificacédo
de novos potenciais alvos terapéuticos (DEJAGER et al., 2011). Os modelos de indugéo
de sepse por LPS e CLP apresentam o mesmo nivel de mortalidade, mas sao
significativamente diferentes quanto a cinética e producdo de citocinas. A imunoterapia
na sepse € baseada na producédo de citocinas €, 0 modelo de LPS néo reproduz o perfil
desses mediadores. CLP é considerado o padrdo-ouro para estudos experimentais da
sepse (REMICK et al., 2000).

Os modelos animais de sepse, tanto por injecdo intravenosa de bactérias, por
exemplo, Staphylococcus aureus (CROSSARA-ALBERTO et al., 2002) ou produtos
bacterianos (TAVARES-MURTA et al., 2001) quanto porCLPcorrespondem a sepse
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grave (BENJAMIM et al., 2000) demonstram claramente a falha na migracdo

neutrofilica.

3.1.5 Imunomodulagéo na sepse

O entendimento da fisiopatologia de diversas doencas e a correlagdo com o0s
novos conhecimentos da imunofarmacologia tem estimulado a terapia moderna com o
uso de imunomoduladores. A biotecnologia tem disponibilizado novos produtos
terapéuticos naturais, sintéticos e recombinantes no mercado, 0 que representa novas
possibilidades para os pacientes com infecgOes recorrentes ou cronicas baseadas na
resposta insuficiente do sistema imune.Os imunomoduladores podem ser utilizados para
caracterizar os eventos dentro de uma variedade de processos biolégicos ou de forma
mais importante para a clinica, apresentando forte potencial de utilidade (LABRO,
2000; LIMA, 2007).

A imunomodulacdo consiste em dois processos: imunoestimulacdo através de
substancias que potencializam a resposta imune, enquanto a imunossupressdo é a
supressao da imunidade, diminuindo a atividade imunoldgica. A consequéncia da acdo
dos imunomoduladores é o aumento ou ndo da resposta inata ou adaptativa. Essas
substancias podem ser usadas na prevencdo, bem como no tratamento de pacientes. No
entanto, uma pré-condicdo para o uso racional de imunomoduladores é a realizacdo de
exames da situacdo do sistema imunolégico dos pacientes antes do inicio do tratamento
(KIRKLEY, 1999).

Na sepse, alguns pacientes necessitam de terapias que possam suprimir a
resposta imune, enquantos outros se beneficiam da ativacdo da resposta imune
(HUTTUNEN; AITTONIEMI, 2011).A idéia de imunointervencdo na sepse tem
evoluido ao longo das ultimas décadas e baseia-se na sua fisiopatologia, que leva a
estimulacdo de vias de sinalizacdo intracelular, levando a ativacdo do fator nuclear
kappa B (NF-xB), expressdo génica de citocinas pré e anti-inflamatorias, entre as quais:
IL-1, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-o (HOTCHKISS, KARL, 2003; GIAMARELLOS-
BOURBOULIS, 2008).

As terapias experimentais na sepse sdo desenvolvidas, mas poucas sdo utilizadas
em triagens clinicas para humanos (O’CALLANG, REDMOND, 2006).Apesar
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daintensa  pesquisano campoe a aplicagdo deuma variedade deterapias
direcionadasamodulacdo da respostaimune do hospedeiro, a mortalidade dos pacientes
sépticos ainda estad presente, pois 0 uso de farmacos ndo tem obtido sucesso nas
aplicacdes clinicas (GIAMARELLOS-BOURBOULLIS, 2008).

3.2 Propionibacterium acnes

O Propionibacterium acnes é um bacilo Gram-positivo, pleomérfico, imdvel,
presente na microflora cutdnea humana, tendo como habitat natural o foliculo sebaceo.
Foi previamente classificado como Corynebacterium parvum por apresentar semelhanca
morfolGgica e organizacional, com base naanaliseda parede celular, testes soroldgicose
testesde fermentacdo (CUMMINS, JOHNSON, 1974; FUNKE et al., 1997; WEBSTER,
1990; PERRY, LAMBERT, 2006).

A linhagem original do microrganismo foi isolada de um material clinico por
Mayer (1926), denominando-o de Corynebacterium parvum infectiosum. No entanto,
seguiu-se a nomenclatura utilizada por Prévot (1940), Corynebacteriumparvum.
Condigbes de anaerobiose sdo requeridas para um crescimento mais eficaz desta
espécie, embora algumas cepas sejam aerotolerantes (WEBSTER, 1990; FUNKE et al.,
1997).

E devido aos efeitos imunomoduladores que o P. acnes tem sido aplicado como
ferramenta de estudo da resposta imune celular em modelos experimentais, mostrando-
se um potente adjuvante (PERRY, LAMBERT, 2006). Segundo alguns autores, o fator
ativador da atividade imunoestimulante esta localizado na parede celular do micro-
organismo (PREVOT et al., 1968; KOUZNETZOVA et al., 1974).

Inicialmente foi demonstrado que a injecdo da suspensdo inativada estimula o
sistema reticulo-endotelial e causa uma diminuicdo de carbono coloidal em
camundongos tratados por via endovenosa com a bactéria (HALPERN et al., 1963).
Howard et al., em 1973, propuseram que o efeito primario na administracdo de C.
parvum é a atividade fagocitica, na qual macrofagos atuariam sobre a producdo de
anticorpos, por capturar, degradar e apresentar a por¢do imunogénica do antigeno de
uma forma mais eficiente (WATSON, SLIJIVIC, 1976). Além disso, 0 aumento de

niveis de anticorpos para o microrganismo foi observado em animais tratados
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(WOODRUFF, McBRIDE, DUNBAR, 1974). Em testes in vitro, o P. acnes apresentou
influéncia quimiotatica sobre neutréfilos (LEE et al., 1982).

Longhini (2002) isolou um polissacarideo soltvel da parede de P. acnes por
extracdo fendlica e relatou aumento do nimero de macrofagos no exsudato peritoneal

além de atividade fagocitica em animais tratados via intraperitoneal.

Farber e Glasgow (1972) em seus estudos observaram que a administracéo de C.
parvum viavel ou inativado interferiram na producdo de interferon, deprimindo-o
quando animais eram expostos aos virus da doenca deNewcastle(VDN) e
Chikungunya(CV) ou elevando sua concentracdo sorolégica em animais com quadro
endotoxémico desafiados com Escherichia coli. Outro estudo relatou o efeito in vitro na
capacidade de macrofagos e linfocitos peritoneais produzirem interferon quando
expostos ao C. parvum em resposta aos VND e CV, causando um efeito inibitorio nesta
proteina (FISCHBACH, GLASGOW, 1975).

Weiss e Cox (1990) administraram profilaticamente e de forma terapéutica doses
altas ou moderadas de P. acnes e interferons isolados ou associados contra a infec¢édo
experimental do virus da peritonite infecciosa felina (PIF) e observaram que as
aplicagdes ndo reduziram significativamente a mortalidade dos gatos tratados e ndo-
tratados. No entanto, o tempo de sobrevida dos gatos tratados com IFN isoladamente ou
associado ao P. acnes foi muito maior do que dos gatos ndo-tratados, mesmo todos os

grupos tendo recebido doses letais da cepa virulenta do virus PIF.

A administracdo de P. acnes e outros imunomoduladores como BCG antes do
desafio com diferentes tipos virais, proporcionaram resisténcia do hospederio contra
infecgBes causadas por Herpesvirus hominis tipo 2, virus da encefalomiocardite e
citomegalovirus (GLASGOW et al., 1977).

AplicagOes semanais de P. acnes regrediram o Papiloma oral em cées de idades
diferentes (MEGID et al., 2001). Nos estudos de Hall et al., (1994) houve regressdo
completa do papiloma bovino em 15 semanas, quando aplicado intra lesdes. O P. acnes
foi utilizado com sucesso na terapia de endometrites, osteomielite em equinos e no
tratamento de feridas (VAN KAMPEN, 1997).0 tratamento de doencgas pulmonares em
cavalos com injecdes de P. acnes apresentou resposta imunoestimulatoria e

imunomoduladora caracterizadas por um aumento da expressdo de CD4, concentracdo
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de linfécitos no sangue e no fluido da lavagem broncoalveolar, aumento da atividade
ndo fagocitica dos leucdcitos e decréscimo celular no pulméo (FLAMINIO, RUSH,
SHUMAN, 1998). Davis, Rush, Blecha em 2003, utilizaram P. acnes na profilaxia das
inflamacGes pulmonares cronicas em eqiinos e relataram um aumento de interferon
gama (IFNy), células natural killers (NK) e células mononucleares da circulagdo
periférica. Resultados como estes sugerem que a agdo imunomoduladora do P. acnes se

da pelo aumento da producéo de IL-1, IFN e células NK.

A capacidade do P. acnes inativado promover a resposta celular Thl tem sido
relatada em modelo murino (MATSUI et al., 1997; Mac Donald et al., 2001). Nos
estudos de Cervi et al., (2004) e MacDonald et al., (2002) a bactéria foi utilizada para
induzir este tipo de resposta. Entretanto, dependendo do protocolo de tratamento com P.
acnes, a resposta a um antigeno tipicamente Th2 pode ser suprimida ou potencializada.
Braga et al (2003) utilizando um modelo murino de hipersensibilidade imediata em que
camundongos sensibilizados no tecido subcutaneo com clara solidificada de ovo de
galinha (CSO), e desafiados 14 dias apds, com ovoalbumina (OVA) na pata,
desenvolveram uma reagdo eosinofilica Th2. No entanto, o grupo de animais pré-
tratados com P. acnes inativado por fenol, apresentaram reacdo de hipersensibilidade
tardia (Th1) quando a ultima injecdo ocorreu uma semana antes do implante com CSO.
Quando a ultima injecdo foi administrada no dia do implante, houve potencializacdo da
resposta Th2, com intenso infiltrado eosinofilico no local do desafio com OVA.
Resultados como estes sugerem que P. acnes pode modular células apresentadoras de
antigenos, principalmente células dendriticas (CDs), pois sabe-se que essas células estdo

intimamente associadas a inducao da resposta celular dos tipos Th1l ou Th2.

A acdo potencial de P. acnes sobre CDs tem sido sugerida pelo aumento do
namero de células imaturas in vivo encontradas no sangue periférico e figado de animais
tratados, e em estudos in vitro com a maturacdo dessas populagdes celulares da medula
Ossea de camundongos (MacDONALD et al.,, 2002; YONEYAMA et al., 2001;
ZHANG et al., 2004). SQUAIELLA et al., (2006),administraram por via subcutanea um
componente polissacaridico soluvel purificado de P. acnes, relataram a maturacéo de
CDs e apresentacdo de antigenos para linfocitos T de maneira mais eficazes e em maior

porcentagem.
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Mais recentemente, kitagawa et al., (2011) investigaram a imunoterapia da
dermatite atdpica (DA), utilizando baixas doses de P. acnes em ratos. O tratamento
através da vacinacdo melhorou e impediu as manifestacfes clinicas da DA, com
aumento da expressdo cutanea e sistémica de citocinas do tipo Thl, sem suprimir

citocinas do tipo Th2.

Além de atuar como adjuvante para anticorposno sistema fagocitario
mononuclear e aumentar a resisténcia a infecgdes, o P. acnesestimula a produgéo de
citocinas como IFN-y, IL-1a, IL-6 € TNF-a, IL-18 e IL-12 (SMITH, 1993;MATSUI et
al., 1997; OKAMURA et al., 1995; TSUJI et al., 1999).

O tratamento de neoplasias com P. acnes tem sido relatado na literatura. A
inibicdo do crescimento tumoral (HALPERN et al., 1966; WOODRUFF, McBRIDE,
DUNBAR, 1974; KENNEDY, SUTTON, CONLEY, 1989) e a atividade tumoricida in
vitro de macrdfagos incubados com P. acnes sobre células cancerigenas (KELLER,

KEIST, JOLLER, 1994) sdo alguns dos efeitos demonstrados nesses estudos.

O P. acnes também foi aplicado em ensaios clinicos para acdo tumoricida,
verificandoa diminuicdo do tumor e aumento da sobrevida de pacientes que utilizaram a
suspensdo associada a quimioterapia (SALOMAA et al., 1985; FISHER et al., 1990;
LIPTON et al., 1991).

O aumento da resisténcia de animais tratados com P. acnes quando desafiados
com diferentes patdgenos como,Plasmodium berghei, Trypanosoma cruzi,
Mycobacterium lepraemurium, Leishmania major, Schistosoma mansoni, Klebsiela
pneumoniae, pode estar relacionado com a sua imunomodulacdo. O clearence
bacteriano, a diminuicdo da parasitemia e aumento da sobrevida foram observados
nesses estudos(NUSSENZWEIG, 1967; BRENER, CARDOSO, 1976; HA et al., 1986;
HILL, 1987; ABATH et al., 1988; TEIXEIRA et al., 1996; SQUAIELLA et al., 2001).

As pesquisas sobre os efeitos da P. acnes na modulacdo de diversas respostas
imunoldgicas possibilitaram o desenvolvimento de uma formulagdo contendo a bactéria
inativada por fenol pronta para administracdo por via intramuscular, produzida pelo
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco — UFPE e
distribuido pelo Laboratério do Estado de Pernambuco — LAFEPE.
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E encontrado comercialmente como Imunoparvum® sendo utilizado no
tratamento de pacientes que apresentam imunossupressdo, existindo ainda outras
suspensdes de P. acnes inativado comerciais como EqStim® e Parvulam®, também

utilizadas na imunoterapia ativa inespecifica.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material biologico

Para este estudo foi utilizada uma suspensdo de P. acnes inativada produzida

pelo Departamento de Antibiéticos e comercializada como Imunoparvum®.

4.2. Composicao da suspensdo contendo Propionibacterium acnes inativado

A suspensao tem um volume final de 2 mL, contendo 2mg/mL de P. acnes (C.

parvum), mais 0,5% de &cido fénico e uma solucéo salina a 0,85%.

4.3Animais

Foram utilizados camundongos machos adultos (com cerca de 60 dias de
nascidos) albinos swiss (Mus musculus) provenientes do Biotério do Departamento de
Antibioticos da Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram mantidos com
agua e racdo ad libitum. Os protocolos experimentais realizados seguiram 0s principios
técnicos e éticos preconizados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratorio (SBCAL) e foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagio
Animal da Universidade Federal do Pernambuco — UFPE, nimero 23076.039440/2011-
30.

4.4Inducéo da sepse por ligadura e perfuracao cecal

A sepse letal foi induzida usando 0 modelo de ligadura e perfuragédo cecal (CLP)
conforme descrito por Baker et al., (1983). Os animais foram anestesiados via intra-
peritoneal com uma solugdo de cloridrato de ketamina (25 mg/kg) e cloridrato de
xilazina (20 mg/kg). Em seguida foi feita a laparotomia. O ceco foi mobilizado, ligado
abaixo da valvula ileocecal e perfurado 1 vez com agulha de calibre 18G para indugéo
da sepse severa. O ceco foi colocado novamente na cavidade peritoneal e o abdome foi

suturado. Ao final do procedimento foi administrado 1 mL de solugdo salina estéril, via
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subcutanea, como fluido de ressuscitacdo, com finalidade de prevenir a hipotensdo pds-
operatoria (RITTIRSCH ET AL., 2009).

4.5 Avaliagédo da sobrevida dos animais submetidos a CLP e tratados com P. acnes

inativado

Os animais foram tratados em dias alternados em 7 dias com a suspenséo de P.

acnes inativado por fenol na dose de 40pg/animal.

Os camundongos foram divididos em 05grupos. Metade dos animais de cada
grupo foi submetida a sepse letal por CLP para analise da sobrevida e a outra metade

para analise dos itens 4.5, 4.6 e 4.8.

Grupo 1 — Sham (n=16): os camundongos foram submetidos a laparotomia,

porém o ceco ndo foi perfurado (falsa cirurgia).

Grupo 2 - controle (S-CLP) (n=16): os camundongos receberam injecdo de
solugdo salina estéril (0,9%), nos dias 1, 3, 5 e 7 e no 8° dia foi realizada a inducéo de

sepse por CLP.

Grupo 3 - tratamento profilatico com P. acnes inativado (n=16): Os animais
foram pré-tratados uma vez ao dia durante sete dias, nos dias 1, 3, 5 e 7 por via

intramuscular (i.m.) com Imunoparvum®, e no oitavo dia houve a da sepse letal.

Grupo 4 - tratamento curativo com P. acnes inativado(n=8):0s animais foram
tratados com Imunoparvum®por via i.m., logo apés a indugio da sepse por CLP em dias
alternados.

Grupo 5 - associacdo de tratamento profilatico e terapéutico com P. acnes

inativado(n=8): os animais foram tratados por via i.m.antes e apds a inducao da sepse

A mortalidade dos animais foi acompanhada a cada 12h até o quarto dia apos a
inducdo da sepse. Nos experimentos subsequentes dos itens 4.5, 4.6 e 4.7. o tratamento
com Imunoparvum® foi feito 7 dias antes da CLP, nos dias 1, 3, 5 e 7, no 8° dia houve
inducdo de sepse severa e 0s animais foram sacrificados 6h apds inducdo de sepse por
CLP.
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4.6 Obtencao das células peritoneais

Os camundongos foram sacrificados 6h apds a inducédo de sepse por CLP e as
células peritoneais foram assepticamente coletadas a partir da lavagem da cavidade
peritoneal com 3 mL de PBS contendo 1mM de EDTA. O numero total de celulas
presentes no exsudato recuperado da cavidade peritoneal foi determinado em aparelho
ABX Micros 60. A contagem diferencial para determinacdo da proporcao de neutréfilos
no exsudato foi feita em preparacdes de laminas em citocentrifuga e coradas com
pandtico. A contagem diferencial de células foi feita em microscopio Optico em lente

cujo aumento foi de 40x.

4.7 Cultura de bactérias e enumeracao de unidades formadoras de colénia (UFC).

Seis horas ap6s a indugdo da sepse, os animais foram submetidos ao mesmo
protocolo da técnica citada no item 4.5. O grau de infeccdo foi determinado através da
contagem do numero de UFCs presentes no lavado peritoneal dos animais submetidos
ao CLP. O lavado peritoneal foi entdo diluido (1:100; 1:1000; 1:10000) em PBS estéril
e 10 pL dessa solugdo semeada em placas de Petri contendo meio Agar Mueller Hinton
(Difco Laboratories). Todo o procedimento foi feito sob condicfes estéreis. Apds o
semeio, as placas foram incubadas por 18h a 32°C e contado o nimero de col6nias. Os

resultados foram expressos como Log de UFC/mL no lavado peritoneal.

4.8 Determinagdo MPO no pulméo

Amostras do tecido pulmonar foram coletadas em solugdo tampéo (fosfato
monobasico e dibasico) acrescentadas de HTAB (hexadecil trimetil brometo de amdnio)
e trituradas com auxilio do polytron 1X. Completou-se o volume da solu¢do para uma
concentragdo de 50mg/mL. Centrifugou-se durante 5 min a 6.000 rpm. Adicionou-se
200uL de solugédo de meio tampéo (0,167 mg/mL de o-dianisidina 2HCI e 0,0005% de

H,O, ) em cada pogo. Apds 15 min de incubacdo, a temperatura ambiente, a reacéo
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enzimatica foi interrompida com a adi¢do de 30 uL de azida sodica (1%) em cada poco.
As solugbes foram lidas em placas de ELISA a 540nm. Curvas-padrdo com
concentragfes conhecidas da mieloperoxidase (0,7-140 mU/mL) também tiveram suas

densidades Gticas determinadas, permitindo a quantificacdo dos valores desconhecidos.

4.9AnAlise de citocinas

Apos a quantificagdo dos leucdcitos, o lavado peritoneal foi centrifugado durante
10 minutos a 2.000 rpm e o sobrenadante armazenado em temperatura de -40°C para
determinacdo das citocinas. As concentracGes das citocinas TNF-a (sensibilidade 8
pg/mL e curva padrdo 8-1000 pg/mL), IL-6 (sensibilidade 4 pg/mL e curva padrao 4-
500 pg/mL) e IL-10 (sensibilidade 30 pg/mL e curva padrdo 30-4000 pg/mL) foram
determinadas por ELISA de acordo com as instrugdes do fabricante (eBioscience).

4.10 Andlise estatistica

A sobrevida dos animais foi expressa como porcentagem de animais
sobreviventes analisadas pelo teste Mantel-Cox logrank (X% chi-squared), e as
diferengas foram consideradas significativas para P<0,05. Os demais dados
experimentais foram avaliados comparando-se a média dos valores encontrados, por
analise de variancia (one-way ANOVA) seguida de pos-teste (test t) para analise da
atividade antibacteriana e teste de Bonferroni para os demais experimentos. Os
resultados foram expressos como média + desvio padrdo (D.P) e as diferencas foram
consideradas estatisticamente significantes para valores de P<0,05, como determinado

utilizando o software GraphPad (verséo 5.0)
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise da sobrevida

No tratamento profilatico com Imunoparvum®a sobrevida dos animais foi de
100% nas primeiras 24 h, enquanto o grupo controle obteve uma sobrevivéncia de
apenas 12,5%. Com 36 h de observacdo os dados mostraram uma taxa de sobrevida de
0% dos animais do grupo controle. Neste mesmo periodo, os animais do grupo pré-
tratado com Imunoparvum® apresentaram uma taxa de sobrevida de 62,5%. Ap6s as 96
h de observacdo, o grupo pré-tratado apresentou uma sobrevida de 50%. Estes dados
sugerem um papel profilatico de Imunoparvum® na sepse letal induzida por CLP
(Figura 1).
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Figura 1. Efeito do pré-tratamento por via intramuscular com Imunoparvum®na sobrevida de
animais submetidos & S-CLP.A taxa de sobrevida foi observada a cada 12 horas durante 96 horase
expressa em porcentagem dos animais (n= 8). Os grupos sdo estatisticamente diferentes com P< 0,0001
pelo teste de Mantel-Cox.* p<0,05 em relagio ao Controle pelo teste Mantel-Cox logrank (X2 chi-

squared).

Em seguida foi avaliado se a associacdo do efeito profilatico do Imunoparvum®

a um pos-tratamento aumentaria a sobrevida dos animais submetidos a sepse letal. O
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grupo tratado com Imunoparvum® apresentou uma taxa de sobrevida de 75% nas
primeiras 24 h ap6s a cirurgia enquanto o grupo controle apresentou percentual de
sobrevida de apenas 12,5%. Apds 36 horas de analise, os animais do grupo tratado
apresentaram um indice de sobrevivéncia de 50%. No entanto, durante as 96 h

analisadas a sobrevida final foi de 25% (Figura 2).
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Figura 2. Efeito da associacdo profilatica e curativa por via intramuscular com Imunoparvum®na
sobrevida de animais submetidos & S-CLP.A taxa de sobrevida foi observada a cada 12 horas durante
96 horase expressa em porcentagem (n= 8). Os grupos sdo estatisticamente diferentes com P< 0,0001
pelo teste de Mantel-Cox.* p<0,05 em relagdo ao Controle pelo teste Mantel-Cox logrank (X2 chi-
squared).

Por fim, avaliou-se a participacdo na sobrevida de camundongos com o
tratamento do Imunoparvum®apés a inducdo da sepse por CLP (Figura 3). Neste
experimento, em 24 h ap6s a cirurgia 0s grupos controle e pos-tratado apresentaram taxa
de sobrevida de 12,5%. Percentual que se manteve durante as 96 h apenas para 0 grupo

tratado com Imunoparvum®.
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Figura 3. Efeito do tratamento por via intramuscular com Imunoparvum®na sobrevida de animais
logo apds a inducdo de sepse por CLP. A taxa de sobrevida foi observada a cada 12 horas durante 96
horase expressa em porcentagem dos animais (n= 8). Os grupos sdo estatisticamente diferentes com P<
0,0001 pelo teste de Mantel-Cox.* p<0,05 em relagdo ao Controle pelo teste Mantel-Cox logrank (X2,
chi-squared).

Os animais do grupo Shamtiveram 100% de sobrevivéncia em 96 horas
avaliadas, isso comprova que a manipulacdo cirurgica foi realizada em condigdes
assépticas. As taxas de sobrevivéncia de grupos controles na sepse severa € de 0% em
72h (RITTIRSCH et al., 2009), o que esta de acordo com 0 nosso controle.

Camundongos pré-tratados com Imunoparvum® mostraram aumento da
sobrevida e menor concentracdo do virus da raiva diante de animais submetidos apenas
ao agente infeccioso (MEGID, KANENO, 2000). A sensibilizacdo de animais com P.
acnes e desafiados com Listeria monocytogenes aumentou a taxa de sobrevivéncia em
100% quando comparado ao grupo desafiado apenas com o patégeno (MOCHIZUKI et
al., 2005). Alvarez et al., reportaram o papel protetor de Propionibacterium
acidipropionici em ratos desafiados com Salmonella Typhimurium. O agente protetor
inibiu a colonizagdo pelo patdgeno e aumentou a taxa de sobrevida dos animais
(ALVAREZ et al., 1996).

Collins & Scott em 1974 relataram a protecdo exercida de P. acnes na
resisténcia a Salmonella enteritidis e aumento da sobrevida de animais desafiados com

este micro-organismo patogénico. Por outro lado, a administracdo da enterobactéria
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seguida da administracdo de P. acnes nédo foi eficaz contra o efeito letal da infeccéo,
potencializando a patologia instalada e conferindo diminuicdo na sobrevida. Estes
achados corroboram com 0s nossos resultados em que o pré-tratamento induz aumentou
a sobrevida dos animais com sepse e a administracdo ap0s a cirurgia ndo protege 0s

animais da inflamacdo sistémica.

Além da anélise da sobrevida dos animais tratados com Imunoparvum®, outros
parametros foram analisados, como migracdo celular, contagem bacteriana no lavado
peritoneal e concentracdo de citocinaspara o grupo tratado profilaticamente, cuja
sobrevida mostrou-se mais eficaz com uma protecdosignificativamente maior em

relagcdo aos demais grupos.

5.2 Avaliacdo da migracdo celular peritoneal induzida apo6s tratamento com

Imunoparvum®

Para avaliar a capacidade de migracdo de células responsaveis pela resposta
inflamatéria foi realizada a contagem de leucdcitos totais. O tratamento com

Imunoparvum®aumentou amigracéo de leuccitos para a cavidade peritoneal (figura 4).
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Figura 4. Efeito do tratamento com P. acnes (n=7)sobre o nimero de leucécitos no lavado
peritoneal. Os resultados foram expressos com média = S.E.M * p<0,05 quando comparado ao grupo

controle e Sham (n=6) pelo teste de Bonferroni.
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O recrutamento de neutrofilos para o foco infeccioso foi marcante nos animais

do grupo Imunoparvum® (figura 5).
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Figura 5. Efeito do tratamento com P. acnes (n=8)sobre o numero de neutréfilos no lavado

NEUTROFILOS
(N° de células x10%/ cavidade)

peritoneal. Os resultados foram expressos com média + S.E.M. * p<0,05 em relagdo aos grupo controle

(n=6) e Sham (n=6) pelo teste de Bonferroni.

Os neutrofilos desempenham um papel crucial na defesa do hospedeiro. Eles sdo
as primeiras células que migram para o local da infeccdo e sdo capazes de destruir
osmicrorganismos, produzindo agentes bactericidas, incluindo espécies reativas de
oxigénio (EROs). Animais submetidos a ligadura e perfuracdo do ceco apresentam falha
no rolamento, adesdoe transmigracdo de neutréfilos para o local da infeccdo. Este
impedimento esta associado & permanéncia da infec¢do, aumento da disseminagdo do
nimero de bactérias do exsudato e sangue, causando uma maior mortalidade nos
animais (BENJAMIM et al., 2002; ALVES-FILHO et AL., 2005). Posto isto, a
sobrevida na sepse depende de um rapido recrutamento de neutrofilos para o local

primario da infeccdo bem como atividade microbicida destes fagdcitos.
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(FETEROWSK et al., 2001). Neste estudo, P. acnes causou um aumento significativo
na migracdo de polimorfonucleares, especialmente de neutréfilos para o foco infeccioso,
melhorando a capacidade de resposta do hospedeiro a infecdo e consequentemente

aumentando a sobrevida dos animais.

5.3 Avaliacao das citocinas no lavado peritoneal

5.3.1 TNF-a

Com o objetivo de avaliar a acdo da P. acnes inativadana liberacdo de citocinas
inflamatdrias, neste experimento analisou-se a concentracdo de TNF-a no exsudato
peritoneal. No nosso estudo, foi observada uma diminuigdo significativa na
concentracdo de TNF-a no lavado peritoneal dos animais tratados com P. acnes
inativado(Figura 6). O efeito do Imunoparvum®no nivel de TNF-a ap6s a CLP reduziu

em 50% a sua concentracdo quando comparado ao grupo controle.
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Figura 6. Efeito do pré-tratamento com Imunoparvum® em animais (n=8)na expressao de TNF-a
no lavado peritoneal de animais submetidos a sepse letal pela CLP. A expressdo de TNF-a na
cavidade peritoneal foi avaliada ap6s 6 horas da inducdo da sepse nos animais. Resultados expressos
como média + S.EM #p < 0,05 quando comparados com o grupo Sham (n=6). * P < 0,05 quando

comparado com o grupo controle (n=6) pelo teste de Bonferroni.

A expressao de mediadores pro-inflamatérios € uma resposta do hospedeiro ao

processo infeccioso. As citocinas sdo importantes no inicio da resposta inflamatoria
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sistémica, apresentando considerdvel atuacdo na patogénese e na falha mdltipla de
0rgdos na sepse. Na sepse experimental e em humanos, 0 TNF-a ¢ a primeira citocina
que aparece na circulacdo (VAN DER POLL, 1993; LIAUDET et al., 2001; ANNANE,
BELLISSANT, CAVAILLON, 2005).

Scheingraber et al., (2001) e Grigoryev (2008) relataram o0 aumento de TNF-a na
cavidade abdominal, e piora do quadro em pacientes sépticos. Niveis de TNF-a podem
ser detectados no plasma de muitos pacientes e estdo relacionados a febre, anormalidade
hemodinamicas, leucopenia, aumento de enzimas hepaticas, coagulopatias e a
dinsfuncdo de 6rgdos(GARDLUND et al., 1995).Recentemente estudos reportaram que
anticorpos anti-TNF-a reduziram a mortalidade e atenuaram a severidade da disfungéo
de érgdos em pacientes sépticos (PANACEK et al., 2004; RICE et al., 2006).

A imunoterapia da sepse focada no blogqueio de TNF-aé promissora em modelos
animais. A diminuicdo da concentragdo de TNF-a no exsudato peritoneal em animais
sépticos foi vista nos estudos de REDDY et al., (2009), que inibiram a aldose-redutase,
um importante mediador no estresse oxidativo. Pang et al., (2010) avaliaram o efeito
modulador do cloreto de metileno em animais com sepse e relataram a diminuicdo de

TNF-a no lavado peritoneal com conseqiiente aumento da sobrevida.

Alves-Filho et al., (2010) também observaram a diminui¢do de TNF-a no soro
de animais tratados com interleucina 33 (IL-33) submetidos a sepse letal por
CLP.Entretanto, para o lavado peritoneal ndo houve diferenca entre 0s grupos teste e
controle. Outros estudos associaram 0 aumento da sobrevida a reducdo dos niveis de
TNF-0 no soro de animais com sepse (MA et al.,, 2006; MACIEL et al., 2008;
AZEVEDO et al., 2010; RUTHES et al., 2012). A diminuicdo da concentracdo de TNF-
a no soro e exsudato peritoneal de animais tratados com mirra, um 6leo essencial obtido
de espécies do género Commiphora aumentou a sobrevida na sepse severa (KIM et al.,
2012).

Longhini (2002) observou niveis elevados de TNF-o na cultura de células do
exsudato peritoneal obtidas de camundongos tratados com um polissacarideo soltvel
purificado obtido da bactéria P. acnes. Por outro lado, nossos resultados mostraram uma
diminuicdo desta citocina no lavado peritoneal de animais submetidos & sepse letal,
sendo um dos fatores relacionados ao aumento da sobrevida. Provavelmente, outros

compenentes bacterianos contribuiram para os resultados encontrados no nosso estudo,
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difereindo dos resultados encontrados por Longhini que usou apenas um polissacarideo

soltvel.

5.3.2 Interleucina — 6 (IL-6)

A quantificacdo de IL-6 dos grupos S-CLP, tratado com P. acnes inativado e
Sham é mostrada na figura 6. Os resultados da presente da analise mostram que 6 h ap6s
a inducdo da sepse, 0s animais pré-tratados apresentaram aumento da concentracao de
IL-6 em relacdo ao grupo controle (416,89+ 8,14 pg/mL, 340,33+11,48 pg/mL),

respectivamente.
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Figura 7. Efeito do pré-tratamento com Imunoparvum®m animais (n=8)na expressao de IL-6 no
lavado peritoneal de animais submetidos a sepse letal pela CLP. Aexpressdo de IL-6 na cavidade
peritoneal foi avaliada ap6s 6 horas da indugdo da sepse nos animais. Resultados expressos como média
+ S.E.M #p < 0,05 quando comparados com o grupo Sham (n=6). * P < 0,05 quando comparado com 0
grupo controle (n=6) pelo teste de Bonferroni.

O mediador IL-6 tem sido descrito como um agente de efeitos pré-e anti-
inflamatorios. Uma de suas caracteristicas é a capacidade de induzir a producdo de
proteinas de fase aguda no figado. Aléem do TNF-a, altas titulagdes de IL-6 estdo
relacionadas diretamente com a mortalidade durante o choque endotoxico. Alguns
estudos experimentais em animais e cultura celular ttm demonstrado essa correlagcdo
(MOZES et al., 1991; DAMAS et al., 1992; CASEY et al., 1993; PATEL et al., 1994).
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IL-6 pode afetar diretamente as funcdes de adesdo e migracdo de neutrofilos,
promovendo a atividade e a producdo de importantesmoduladores de neutréfilos
(EJIMA et al.,2003; UNDERHILL, 2003).

Altas doses de anti-IL-6 ou baixas doses deste anticorpo ndo aumentaram a
sobrevida de animais submetidos a sepse por CLP. Isso sugere que, niveis excessivos de
IL-6 s&o prejudiciais e que o seu bloqueio ndo contribui na sobrevida desses animais,
talvez porque os baixos niveis de IL-6 sejam benéficos para a defesa do hospedeiro
(RIEDEMANN, GUO, WARD, 2003).

Camundongos deficientes para IL-6 ndo apresentaram melhoria de sobrevida em
sepse por CLP. Além disso, ha relatos de que animais deste tipo sofrem de deficiéncia
imunoldgica e respostas de fase aguda (KOPF et al., 1994; LEON, WHITE, KLUGER,
1998). No nosso estudo houve um aumento de 20,81% nas concentragdes de IL-6,
entretanto este aumento néo foi tdo pronunciado a ponto de interferir na sobrevida dos
animais. Como os estudos da literatura sdo conflitantes a respeito do papel exato da IL-6
na sepse, acreditamos que a presenca de uma concentracdo equilibrada de IL-6 na
inflamagdo aguda pode ser necessaria para uma resposta imune eficaz na imunidade

inata.

5.3.3 Interleucina - 10 (IL-10)

A concentracdo de IL-10 no lavado peritoneal dos animais submetidos a sepse
letal por CLP e tratado comP. acnes inativadoé mostrada na figura 8. O tratamento
profilatico com Imunoparvum®diminuiu significativamente a concentracdo de I1L-10
guando comparado ao controle (718,80 + 47,52 pg/mL vs. 1837, 41 £ 173,87 pg/mL).
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Figura 8. Efeito do pré-tratamento com Imunoparvum® em animais (n=8)na expressdo de IL-10 no
lavado peritoneal de animais submetidos a sepse letal pela CLP. A expressdo de IL-10 na cavidade
peritoneal foi avaliada ap6s 6 horas da inducdo da sepse nos animais. Resultados expressos como média
+ S.E.M #p < 0,05 quando comparados com o grupo Sham (n=6). * P < 0,05 quando comparado com 0

grupo controle (n=6) pelo teste de Bonferroni.

O papel funcional da IL-10 na mortalidade de animais nos modelos
experimentais de sepse apresenta resultados conflitantes. A administracdo da citocina
exogena, anticorpos anti-1L-10, o uso de animais deficientes para IL-10melhora, piora
ou ndo tem efeito sobre a sobrevida de camundongos sépticos por LPS ou em outros
modelos de sepse dependendo do tempo de administracdo e o modelo usado (SMITH,
1994; PERL et al., 2007; ZHANG, 2009).

Em modelo de endotoxemia letal aadministracdo de IL-10 é benéfica. No
entanto, o pré- ou pos- tratamento com IL-10 em sepse por CLP ndo € eficaz,
aumentando a morbidade e mortalidade. Além disso, a administracdo de IL-10 exdgeno
apos CLP ndo regulou TNF-a e IL-6 no plasma ou liquido peritoneal (VAN DER POLL
et al. 1995; ROGY et al., 1995; REMICK et al., 1998).Kabay et al., (2007) pré-trataram
animais com IL-10 na inducdo de sepse e ndo observaram efeito no seqlestro de

neutrdfilos para os pulmdes ou periténio.

Kalechman et al., (2002) mostraram os beneficios da reducdo dos niveis de IL-
10, o tratamento com AS101, um composto ndo toxico, restaurou o equilibrio entre
citocinas pro- e anti-inflamatérios, melhorando a depuracdo bacteriana e diminuindo

falha multipla de 6rgdos em animais com sepse. Este estudo corrobora com 0S Nnosso
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resultados, onde a diminuigdo da IL-10 mostrou efeitos benéfico nos animais tratado

com Imunoparvum®, contribuindo para o aumento na sobrevida.

5.3.4 MCP-1

Os resultados das concentracbes de MCP-1 nos grupos Sham, S-CLP e tratado
com P. acnes inativado (figura 9), demonstram claramente uma dimuni¢cdo na
concentracdo de MCP-1 em animais tratados com o microrganismo inativado (778,89 +
1,24 pg/mL) em relacdo aogrupoS-CLP (1321,98 + 3,84 pg/mL).
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Figura 9. Efeito do pré-tratamento com Imunoparvum®m animais (n=6)na expressdo de MCP-1 no
lavado peritoneal de animais submetidos a sepse letal pela CLP. A expressdo de MCP-1 na cavidade
peritoneal foi avaliada apds 6 horas da indugdo da sepse nos animais. Resultados expressos como média
+ S.E.M #p < 0,05 quando comparados com o grupo Sham (n=6). * P < 0,05 quando comparado com 0

grupo controle (n=6) pelo teste de Bonferroni.

A Proteina-1 Quimiotatica dos Mondcitos (MCP-1) é um quimiocina, prototipo
da familia CC, envolvida na quimiotaxia e ativacdo de leucdcitos capazes de aumentar a
resposta inflamatoria. E um mediador essencial no trafico de mondcitos e € sintetizada
por macrofagos, células endoteliais e células musculares lisas.A sintesecoordenadae
liberacdo deMCP-1é importante no processo inflamatdrio agudo e crénico, controlando
o fluxo decélulas fagociticas, e também o seu estado deativacdoem conjunto
comcitocinas inflamatoriasprimarias(LABBE et al., 2007; KRAKAUER, BUCKLEY,
FISHER, 2010; YAVUZ et al., 2010)
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Enquanto a producdo de quimiocinas € essencial na resposta do hospedeiro, a
super-producdo tem mostrado um papel critico na patogénese da sepse. O sequestro de
leucdcitos associado a producdo excessiva de mediadores inflamatérios sao
responsaveis na falha multipla de 6rgaos e mortalidade na sepse (RAMNATH, 2006).
Os niveis de MCP-1 aumentaram em voluntérios saudaveis submetidos a endotoxemia
experimental (SYLVESTER et al., 1993) e em pacientes sépticos (BOSSINK et al.,
1995) e estdo relacionados com o pior prognéstico (VERMONT et al., 2006; BOZZA et
al., 2007).Bhatia et al., (2005) demonstraram ainda que MCP-1 funciona como um

mediador inflamatoria na pancreatite aguda.

O papel protetor de MCP-1 na sepse experimental por CLP esta associada com o
aumento da ativacdo de neutréfilos e macréfagos (MATSUKAWA et al., 1999) e exerce
influéncia na liberacdo de citocinas inflamatérias (SPEYER et al., 2004; GOMES et al.,
2006).No entanto, tem sido proposto que estratégias anti-MCP-1 possam apresentar
potencial terapéutico no tratamentopor evitar a interacdo entre MCP-1 e outros
mediadores inflamatérios e o estresse oxidativo de 6rgdos (RAMNATH et al., 2008;
HSING et al., 2010).

A capacidade de inibicdo de MCP-1 e também TNF-a no lavado peritoneal em
resposta a sepse induzida por CLP foram vistas por Reddy et al., (2009) e Kimpers et
al., (2011) evidenciando aumento na sobrevida. Neste estudo, encontramos uma reducéo
nos niveis de MCP-1 e TNF-o no lavado peritoneal, estando de acordo com os

resultados encontrados por estes autores.

5.4 Determinacdo de MPO

Como pode ser visto na figura 10, o tratamento com P. acnes inativado ndo
reduziu nas primeiras 6 horas iniciais os niveis de MPO, apresentando semelhanca ao

grupo controle.
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Figura 10. Dosagem de Mieloperoxidase (MPO) no pulmao de animais tratados com Imunoparvum®
(n=6) e submetidos & sepse letal. Os resultados sdo expressos como U/mg. “P<0.05 quando comparado

ao grupo Sham(n=6)pelo teste de Bonferroni.

O estresse oxidativo tem um papel importante no desenvolvimento da faléncia
organica maltipla e choque séptico. Para medir a migracao de neutrofilos no pulméo, foi
utilizado o método de quantificacdo da atividade da mieloperoxidase (MPO), este
parametro inflamatorio indica o acumulo dos leucdécitos polimorfonucleares, uma vez
que apds a ativacdo, os neutréfilos migram, rapidamente, para o sitio da infeccdo,
reconhecem, fagocitam e destroem o invasor através da liberacdo de espécies reativas de
nitrogénio e oxigénio produzidas pela acdo da mieloperoxidase (ALVES-FILHO et al.,
2008).

Foi demonstrado que a administracdo de linhagens da espécie P. acidipropionici
reduziram sintomas da inflamacdo ap6s indugdo de colite e provocaram reducdo nos
niveis de MPO na mucosa intestinal (MICHEL et al., 2005). Em colite induzida por
acido sulfénico trinitrobenzénico (TNBS), a bactéria P. freudenreichii modulou a
expresdo de citocinas, diminuindo os niveis de TNF-a e reduziu as concentragdes de
MPO no colon. No entanto, quando animais foram pré-tratados com P. freudenreichii e
desafiados com Citrobacter rodentium, a resposta inflamatéria foi eficaz na reducéo de
sintomas, modulacdo de citocinas pré- e anti-inflamatorias, aumento de peso corporal,
mas ndo induziu alteracdo nos niveis de MPO (FOLIGNE et al., 2010). Nossos
resultados corroboram com estes autores, pois 0 pré-tratamento com P. aches modula a
resposta inflamatdria, mas ndo altera os niveis de MPO nas primeiras 6 horas depois da
CLP.
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5.5 Avaliagéo do clearence bacteriano

A avaliacdo da disseminacdo bacteriana em animais sépticos tratados com P.
acnes inativado e do grupo S-CLP foi realizada 6 horas apds a inducdo da sepse letal
por CLP. A quantidade de unidades formadoras de col6nia (UFC) no lavado peritoneal
foi analisada. Como se observa na Figura 11, os animais submetidos a CLP e tratados
com P. acnes inativado apresentaram uma menor quantidade de UFC. Nossos resultados
mostraram que os animais do grupo S-CLP apresentaram deficiéncia em controlar o
foco infeccioso, o que foi evidenciado pela alta concentragdo de UFC da cavidade

abdominal.Animais do grupo Sham néo apresentaram crescimento bacteriano.
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Figura 11. Numero de bactérias no lavado peritoneal de animais submetidos & CLP. Os resultados

sdo expressos como Log de UFC/mI. *P<0.05 quando comparado ao grupo controle (n=5) pelo teste t.

O recrutamento de neutrofilos para o foco infeccioso é extremamente importante
no controle do crescimento bacteriano e consequentemente na prevencdo da
disseminacdo de bactérias (ALVES-FILHO et al.,, 2005). Pode-se inferir que o
Imunoparvum® proporcionou um intenso recrutamento de neutréfilos durante o
processo infeccioso e que essas células conferiram uma capacidade maior para combater

bactérias patogénicas na cavidade peritoneal. Estes dados corroboram com Benjamin et
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al., (2002) e Crossara-Alberto et al., (2002) em que a diminuicdo da disseminagéo

bacteriana no foco infeccioso esteve associada aumento da migracéo de neutrofilos.

O tratamento comP. acnes permite o efeito protetor contra o crescimento de
diversos microrganismos infecciosos: Brucella abortus (ADLAM, BOUGHTON,
SCOTT, 1972), Salmonella enteritidis (COLLINS, SCOTT, 1974), Staphylococcus
aureus(DINSMORE et al., 1995), Klebsiella pneumoniae (SQUAIELLA et al., 2001),
Listeria monocytogenes (MOCHIZUKI et al.,, 2005). Esses achados revelam a
capacidade anti-bacteriana em animais desafiados com agentes patogénicos e
sensibilizados com P. acnes e corroboram com a andlise do nossa experimento em que
houve diminuicdo da disseminagcdo bacteriana no lavado peritoneal de animais

submetidos a sepse severa.

E interessante notar que a sobrevida n&o foi reforcada quando Imunoparvum® foi
administrado logo apés a inducdo de sepse por CLP. No entanto, a combina¢do de sua
atividade antibacteriana inespecifica e uma possivel modulacdo de citocinas parece
aumentar a possibilidade de utilizacdo de Imunoparvum®em conseguir um aumento na

sobrevida destes animais.

Analisando nossos dados com os da literatura sugerimos que o efeito benéfico
do tratamento com Imunoparvum® foi acompanhado pela reducéo dos niveis de TNF-a,
MCP-1 e IL-10 e aumento de IL-6, contribuindo para o recrutamento de leucdcitos,
diminuicdo do crescimento bacteriano com consequente aumento na taxa de sobrevida.
Deste modo, a melhoria da defesa do hospedeiro no foco inicial da infeccdo pode

enfraquecer a resposta inflamatdria em outros locais.
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6. CONCLUSOES

e O tratamento via intramuscular com P. acnes inativadona dose de
40ug/animalatuou de modo profilatico e associativo na sepse letal induzida
por CLP.

e Houve um aumento na migracao de leucocitos e neutrdfilos para a cavidade
peritoneal nos camundongos pré-tratados comP. acnes inativado e

submetidos a sepse letal por CLP.

e O tratamento comP. acnes inativadodiminuiu os niveis de TNF-a, IL-10,
MCP-1 no lavado peritoneal de animais submetidos a sepse letal por CLP e

aumentou as concentracdes de IL-6.

e P. acnes inativado ndo alterou os niveis de MPO no pulmédo dos animais

submetidos a sepse severa.

e O pré-tratamento com P. acnes inativado diminuiu o crescimento bacteriano

nos animais submetidos a sepse letal por CLP.
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ANEXO B

Propionibacterium acnes inactivated attenuates the inflammatory response and protects

mice from sepsis by modulating inflammatory factors
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ABSTRACT

Sepsis is a systemic inflammation associated with infection caused by pathogenic
micro-organisms with high mortality rates. In this study, we investigated the protective
effect of Propionibacterium acnes-killed against polymicrobial sepsis induced by cecal
ligation and puncture (CLP). After CLP, the animals were kept to assess the survival
rate. 6 h after CLP some animals were euthanized to evaluate the effect of intramuscular
injection of P. acnes in the inflammatory response determined by TNF-a, IL-6, IL-10
and MCP-1 levels in the peritoneal lavage of animals. Bacterial counts and cell
migration were performed to verify the innate immune response. Prophylactic treatment
with P. acnes increased the survival of the animals, followed by a significant decrease
in the TNF-a, IL-10 and MCP-1 levels, 6 h after CLP. Furthermore, in vivo
administration reduced the number of bacteria in the peritoneal cavity with increased
migration of leukocytes, especially neutrophils. Thus, P. acnes promoted increased
survival rate of animals with sepsis, in part attributed to its immunomodulatory
properties, against pathogenic microorganisms, as well as better control of infection by
reducing bacterial counts. These findings suggest that treatment with P. acnes has
potent prophylactic effect and antiseptic associated with leukocyte migration to the
infection, with subsequent reduction of colony forming units and immunomodulation of

inflammatory mediators.

Key words: Propionibacterium acnes, immunomodulation, sepsis severe, cellular

migration, cytokines
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INTRODUCTION

Sepsis isasystemic inflammationassociated with infectioncaused bypathogenicmicro-
organisms. Gram-negative and gram-positive bacteria, viruses and fungican
beresponsible for theexcessivestimulationofimmune system activationand deregulatethe
protective responseof the host[1]. Sepsis remainsaclinical problemin the XXI century. It
isacommon conditionin developing and developed countries. The increased
incidenceand mortalityhas evolvedsubstantially overthe past twodecades, particularly
inintensive care units[2-4]. Despite theintense treatmentto contain theinfection in
patients withsepsis, the use of drugshas not been satisfactoryin clinical applications,
resulting inasignificant impacton health systemsaround the world, botheconomicallyand

socially[5].

The immunomodulationin sepsishas evolved in recentyears,stimulatedresearch centersin
the search fortherapeutic targetscapableof containing thehyperactivity ofthe hostimmune
system[6-8]. Theintervetion immunebased on thepathophysiology of sepsisthat
causesthe stimulation ofintracellular signaling pathwaysleading to thegene expressionof
proand anti-inflammatory, including TNF-a, IL-6, IL-10 and MCP-1 [9.10]. It hasbeen
proposed thatthe therapeutic ~managementusingimmunomodulatorsis effectivein
infectionbecause of itsimportancein the activation ofcell populations andin the

stimulationor suppression ofimmune mediators[11,12].

Propionibacterium acne, formerly known as Corynebacterium parvum is a gram-
positive anaerobic microorganism belonging to the skin human adjuvant widely used in
clinical trials, however, a suitable candidate for therapeutic approach. The bacillus has

been used as a tool for studies of cellular immune response due to its
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immunomodulatory effects [13]. The inactivated bacteria promotes Thl [14,15] and Th2
[16] response in mice, induces tumoricidal activity [17,18], increases resistance to viral
infections [19], parasitic [20-25], has bacterial activity [26,27] and has an important
relationship with the activation of cell populations [28-31]. More recently been shown
that treatment using P. acne-killed prevented the clinical manifestations of atopic
dermatitis in animals [32]. In clinical studies, administration i.m. of P. acnes as an
adjunct in the treatment of multibacillary leprosy reduced the amount of bacilli in
lepromatous and borderline lepromatous forms of the disease and improved the patients’
response to anti-bacterial [33]. Although there are studies describing the
immunomodulatory and antibacterial properties of P. acnes, we found no reports of its
effect on sepsis polimicorbiana. Thus, the objective of this study was to investigate the
effects of Propionibacterium acnes-killed in lethal sepsis induced by cecal ligation and

puncture (CLP).

MATERIAL E METODOS

Experimental Animals

Male Mus musculus miceprovided by the animal facilities of Federal University of
Pernambuco - UFPE, Recife, Brazil, were used for the evaluation of the P. acnes-killed
in sepsis. The mice used weighed between 20 and 25 g and were kept in a room with
controlled temperature (22 £ 2 °C), humidity (50-60%) and a 12 h/12 h light/dark cycle.
Water and food were made available to the animals without restriction. Before
beginning the experiments, animals were acclimated to the laboratory environment for

at least 30 min. The Animal Studies Committee of the Federal University of
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Pernambuco approved the experimental protocols (number 23076.039440/2011-30).
The animals were treated according to the ethical principles of animal experimentation
of SBCAL (Brazilian Society of Laboratory Animal Science) and the norms of the

National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals.

Drugs and reagents

Propionibacterium acnes Killed were produced by Department of Antibiotics, Federal
University of Pernambuco (UFPE, Recife, Pernambuco, Brazil). Other drugs and
reagents used in this study were as follows: Agar Mueller Hinton (Difco
Laboratories,USA). TNF-a, IL-6, IL-10 e MCP-1 (eBioscience, San Diego, California,

USA).

Experimental design

Polymicrobial sepsis was induced using cecal ligation and puncture (CLP) according to
previously described methods [34, 35]. After deep anesthesia, midline laparotomy was
performed with exposure of cecum followed of ligature and one transverse perforation
of the same, with a needle 18G, for induction of sepsis lethal. After surgery, the cecum
of the animals was replaced into peritoneal cavity, and it was closed in two layers with
suture of 4-0 nylon. Immediately after surgery, each animal received a subcutaneous

injection of a 1 mL of saline solution as fluid resuscitation.

The animals were initially divided into 3 groups that were treated by intramuscular
route in 1, 3, 5, 7 days before the CLP induction. The control group animals (G-1)
received vehicle (saline solution 0.9%) and the animals of the group 2 (G-2) received

the Propionibacterium acnes inactived constituted with 4mg/2mL of P. acnes at a dose
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of 0.2 mL (0.4 mg) per animal. In the sham-operated group (G-3), underwent identical
laparotomy but without cecum puncture and the mice were not treated. The G-1, G-2
and G-3 animals were examined for survival rate. The animals was assessed every 6 h
for 96 h after CLP performed. Six hours after CLP, peritoneal lavage fluids were
collected to leukocyte and neutrophil migration, cytokine levels and determination of

colony-forming units (CFUSs).

Cellular migration

Six hour after CLP, eight animals of each group were euthanized, and the cells present
in theperitoneal cavity were harvested by introducing 3 mL of phosphate-buffered saline
(PBS) containing 1 Mm of EDTA. Total white blood cells (WBC) count was performed
by using an automatic counter (ABX Micros 60), and differential cell counts were
carried out on cytocentrifuge slides (Cytospin 3; Shandon Southern Products, Astmoore,
United Kingdom), stained by the panotic dye. The results were expressed as the number

of cells per cavity.

Determination of cytokines in peritoneal lavage

The exudates collected from the peritoneal cavity were stored in a freezer at — 20 °C for
the determination of cytokine levels. Quantification of the TNF-a, IL-6, IL-10 and
MCP-1 levels in these exudates was performed by sandwich ELISA using Kits that were
specific for mice according to the manufacturer's instructions (eBioscience, San Diego,

California, USA).

Determination of bacterial counts
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Bacterial counts were performed on aseptically obtained peritoneal fluid. At 6 h after
CLP, mice were sacrificed and the skin of abdomen was cut open in the midline without
injury to the muscle. Samples were serially diluted from 1:100 to 1:1000 and 1:10000 in
PBS and cultured on Agar Mueller Hinton (Difco Laboratories) plates. Colony-forming
units were counted after 18-24 h incubating 32 °C and the results were expressed as

log'® of the number of colony-forming units per mL peritoneal fluid.
Statistical analysis

All results were expressed as mean values * standard deviation for each experimental
group. Statistical analysis between groups was performed by one-way analysis of
variance (ANOVA), followed by the Bonferroni’s test and test t to determine statistical
difference in antibacterial activity. For a confidence interval of 95%, P values less than
0.05 (P <0.05), as determined using GraphPad Prism software (version 5.0), were

considered to be indicative of statistical significance.

RESULTS

Effect of P. acnes on the survival of animals subjected to lethal sepsis by CLP

As shown in Figure 1, CLP induced the death of 100% of control animals 36 hours after
surgery. The reduction in mortality was significant in the animals receiving treatment

with P. acnes. The rate of the treated group was 50% at 96 hours after CLP.

Effect of treatment with P. acnes in cell migration into the peritoneal cavity after

inducing lethal sepsis by CLP



69

A significant increase in the total number of leukocytes in the peritoneal cavity of the
treated group Q. acnes (9.64 = 2.70 x 106 leukocytes / well) in the control group (6.00 £
2.00 x 106 leukocytes /cavity) (Figure 2). The sham group showed leukocyte migration
of 3.40 £ 0.60 x 106 leukocytes/cavity. The recruitment of neutrophils into the
peritoneal cavity increased in the group of animals that received P. acnes compared

with the control group.

Effect of P. acnes levels of TNF-q, IL-6, IL-10 and MCP-1

Figure 3 shows the concentrations of TNF-a, IL-6, IL-10 and MCP-1 in the peritoneal
exudate of the groups treated with P. acnes, sham control and 6 h after surgery. The
levels of TNF-o, IL-10 and MCP-1 showed a decreased in animals treated with P. acnes
compared with the control group. In contrast, IL-6 were not abolished by treatment with

P. acnes displayed high concentration after 6 hours PLC.

Effect of bacterial count in the peritoneal cavity of animals subjected to CLP and

treated with P. acnes.

To evaluate the effect of P. acnes in control of infection, we investigated the number of
bacteria in the peritoneal cavity of animals subjected to lethal sepsis by CLP. We have
detected that 6 hours after surgery the animals in the control group showed deficiency
control the infection, which was evidenced by the high concentration of CFU of the
abdominal cavity. The number of bacteria found in the peritoneal cavity of the treated
group was lower than the values found in control animals. The sham group had no CFU

24 hours after surgery (Figure 4).

DISCUSSION
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This study demonstrated that the protective action of Propionibacterium acnes
modulates the inflammatory response in animals subjected to lethal sepsis by CLP.
When the animals received an intramuscular injection of P. acnes and underwent severe
sepsis there was a reduction in mortality, conferring resistance to infection. In this study
we have observed a survival rate of 100% in the first 24 hours after surgery in the
treated group. Moreover, mice treated with P. acnes are highly susceptible to lethal
endotoxemia, with high mortality rates in the first 24 hours due to the release of high
concentrations of TNF-a, IL-12 and INF-y in response to lipopolysaccharide (LPS)
[36,37]. However, Echtenacher et al. pretreated with P. acnes intravenously wildlife and
deficient IFN-y - / - and observed no significant differences in mortality of these groups
in severe sepsis induced by CLP [38]. The authors considered the positive action of P.
acnes which can mask the negative effects of proinflammatory cytokines IFN-y and IL-
12, unlike the susceptibility to death from sensitized animals with bacteria and
challenged with LPS [38]. As reported previously models of sepsis induction by LPS
and CLP exhibit the same degree of mortality [39]. We used an experimental model
most frequently performed in scientific research. CLP is a murine model of
polymicrobial sepsis similar to the progression and characteristics of human sepsis that
has contributed to the knowledge of the involvement of components of innate immunity,
including the identification of new potential therapeutic targets [40]. In this study pre-
treatment did not exert a deleterious effect after CLP. The sensitivity of animals treated
with P. acnes is not restricted to gram-negative bacteria by LPS, but also to gram-
positive bacteria such as Listeria monocytogenes [41]. Some studies have reported the

antibacterial activity of P. acnes against gram - positive and gram - negative [42-44].

In sepsis failure of neutrophil migration to the infectious site has been found and is

associated with a large deficit in the control of infection, leading to increased bacterial
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dissemination and inducing a high mortality rate [45]. The neutrophil migration to the
site of infection is extremely important for the control of bacterial growth and
consequently for the prevention of bacterial dissemination [46]. P. acnes has worked in
the modulation of macrophages [28], eosinophils [16], neutrophils [47,48], dendritic
cells [49.50] and natural killer cells [30]. This study demonstrated that the increase in
animal survival was accompanied by an increase in migration of cells into the peritoneal
cavity and significant decreased in colony forming units of the group treated with P.
acnes. Vinson et al. Observed the recruitment of neutrophils into the peritoneal cavity
when animals were stimulated with P. acnes. Our results clearly showed the action of P.
acnes on leukocytes and neutrophils [48]. These results suggest that P. acnes shows
antibacterial activity is not specific polymicrobial sepsis model, increasing the
elimination of bacteria, related to the increase of leukocyte migration into the

peritoneum and improving the function of peritoneal neutrophils from these animals.

Theexpression of inflammatory mediatorsisthe host response toinfection.In sepsis, the
over expressionofproinflammatory cytokineshavedeleterious effectson the body, disrupt
theimmune systemand is involved inmultiple organ dysfunction[51]. TNF-aisone of the
mediatorsresponsible ~ fororgan  dysfunctionand  increasedmortalityduringsevere
sepsis[53]. Some studies have reportedthat increasing thesurvival rateis followingthe
decrease OfTNF-o[6, 8] Thus, immunotherapy focusof sepsisin blockingTNF-ais
promising inanimal models.This study assessedthe effectof P. acneson the concentration
of TNF-ain theperitoneal cavity6hafter CLPand there wasasignificant reduction in
levelsof this marker. Similar resultswere foundinperitonealfluidby Reddyetal.[52] that
inhibitaldose reductase, a key mediator inoxidative stress-induced activation ofNF-xB
and inflammatory cytokines, and Pangetal.[54] that evaluated themodulating effect

ofdichloromethanein animals withsepsisand reporteda decrease inTNF-aand consequent
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increase insurvival. Anotherstudy foundthat the decrease inconcentration of TNF-ain
serum andperitoneal exudateof animals treated withmyrrh,an essential oilobtained
fromspecies of the genusCommiphora, increasedsurvival insevere sepsis[55]. Recently
it wasshown theimmunomodulatory activityof apolysaccharideof P. acneson

reducingTNF-ain animalsfocal segmentalglomerulosclerosis[56in press].

Themonocytechemotactic protein(MCP-1) isaCCchemokinebelonging tothe
subfamilythat stimulatesthe migration ofmonocytic cellsand is associated withprotection
inexperimental sepsiswith activationof neutrophils andmacrophages[57].
Thecoordinatedsynthesis and  releaseof MCP-1lis important inacute and
chronicinflammatory  processby controllingthe influx  ofphagocytic  cellsand
alsoactivationof therelease of inflammatory cytokines[58, 59]. The decrease of
theconcentration ofMCP-1 in animals treated with P. acnesand subjected tosevere
sepsis. Thesefindings corroboratestudies byKimpersetal. [60], where theyobserved a
reductionin the levels of TNF-aand MCP-1 in peritoneal fluidof animalsafter surgery. It
has also beenshownthat blocking theactivity ofMCP-1proteinin animalssensitizedwith
P.acnes-killedinduced thedecreased concentrations of TNF-aand IL-B[61]. In thisstudy,
thelevels of TNF-aand MCP-1are reduced. Moreover,the chemokineMCP-1 has been an
important factorin the recruitment ofneutrophils[58].Probablyother mediatorsare
involved in therecruitment of neutrophilsinto the peritoneal cavityof animalstreated with
P. acnesand subjected topolymicrobial sepsis. In fact, the lethalityof animalsdeficient
forMCP-1/CCL-2-/-is not related tobacterial growth[59]. Recently, strategies, anti-
MCP-1 have been suggestedas a potentialtherapeuticfor the treatment ofsepsis
andendotoxemiabypreventingthe interaction betweenMCP-1 and other inflammatory

mediatorsand oxidative stressin organs[62, 63].
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In thisstudy, the datashowed nodecrease in the concentrationof IL-6following treatment
withP. acnes.lincreased IL-6 levels after stimulation with P. acnes has been reported
[64,65]. Moreover, P. acnes also decreases IL-6 concentrations [66]. The
presenceofhighlevels of serumlL-6 treated animalsP. acnesinendotoxemiais not
directlycorrelated withincreased sensitivity toLPSand has norole asmediator oflethal
endotoxemia[36]. Mice deficientfor IL-6 showed noimprovement insurvival [67]. In
addition toadministration of highdoses ofanti-IL-6 or lower dosesofantibody did
notincrease survivalof animalswith sepsis.This suggests thatexcessive levels ofIL-6 are
detrimentaland that thelockdoes not helpthe survival of theseanimals[68]. Although P.
acnesmodulate the expression ofIL-6, increasing its concentration in this experimental
model, we believe that the presence ofabalancedconcentrationof IL-6in acute
inflammationmay be required foran effective immune responsein innate immunity.

Therefore, further analyzes are needed toclarify this issue.

Notably,pre-treatmentof P. acnessuppressed theproduction of IL-10 in the peritoneal
cavity.  Thecytokine  IL-10appears to  be  crucialin  regulating the
productionofproinflammatory cytokines[69].In a previous study, administration of IL-
10reduced the levels of TNF-aand increasedsurvival of
animalsendotoximémicos[70].However, this was not the case with ourstudy, because
thetreatment withP. acnesand reduceslL-10also decreasedTNF-ocand MCP-1 after
PLC.It is believed thatthe role oflIL-10 inpolymicrobial sepsisorits interaction withpro-
inflammatory cytokinesmay thereforebe more complex.Thedecreased expression oflL-
10 is associated with increasedsurvivalby restoring thehost immune response[71] and
the decreaseof CFUsinanimals subjected toCLP[72, 73]. Recentlyit was suggestedthat

neutralizationof IL-10 decreases the percentage ofTregCD4 + Tcellsand increases
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thesurvival ofseptic animals[74].Thus, it is suggested that thereduced levels ofIL-10in

this study wasbeneficialin protecting againstpolymicrobial sepsis.

Finallythedata obtained in thisstudy show that thebeneficial effect of treatmentwith P.
acnesin the survival rateof animalswas accompanied byreduced levels of TNF-a, MCP-1
and IL-10 and IL-6increases, contributing to leukocyte recruitmentand reducedbacterial
growth.Along these linessuggestthat the improvement ofhost defensein theinitial focus

ofinfection canweaken theinflammatory response inother places.

CONCLUSION

This study showedthat treatment withP. acnes-killed reduced mortalityof
animalsPLCand this effectmay be due tomodulationof pro- and anti- inflammatory

regulating the productionandreleaseof these mediators ininflammation.
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Fig 1. Effect of P. acnes-killed on survival rate of CLP rats (n=8). The data are expressed as the
cumulative percentage of rats still alive within each interval and the survival each 6 h was recorded.

Compared with CLP group, P. acnes-killed improved survival within 96 h. All animals survived in the

sham group. P<0.05 vs CLP group.
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Fig 2. Total (A) and differential (B) cell counting in the peritoneal cavity. The total and differential
counting of peritoneal cells were performed 6 h after the CLP (A). The results were expressed as mean +
S.E.M (7 animals/group). *p < 0.05 when compared to the control group
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Fig 3. Effect of P. acnes-killed treatmentin animals (n = 6) in the expression of TNF-a, IL-6, IL-10

and MCP-1 levels in the peritoneal cavityof mice subjected to CLP. The cytokine levels in peritoneal
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exudates were determined at 6 h after surgery in sham-operated, L-CLP and P. acnes - killed

mice.Resultsare expressed as means £ SEM. *P<0.05 compared with L-CLP.
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Figure 4 Bacterial counts in the peritoneal fluid of L-CLP and P. acnes-killed groups (n=5).
Quantification of the amount of bacteria in the peritoneal cavity was performed 6 h CLP surgery.
The number of bacteria present in the peritoneal cavity is expressed as mean LogCFU per mL.
**P<(.05 compared with L-CLP..





