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RESUMO 

ARAÚJO, Lilhian Alves, Me., Universidade Federal de Goiás, março de 2017. Efeitos 

do tratamento com a proteína Hev b 13, extraída do látex de Hevea brasiliensis, 

na resposta inflamatória de ratos com sepse. Orientador: Dr. Nelson Jorge da Silva 

Júnior. Co-orientadora: Dra. Fátima Mrué 

Sepse é uma doença infecciosa caracterizada por uma resposta inflamatória sistêmica 

grave. A ruptura do complexo equilíbrio entre os mediadores inflamatórios na fase 

aguda da doença leva a uma produção exacerbada de citocinas pró-inflamatórias, 

com conseguinte hipotensão, aumento da permeabilidade capilar, lesões de órgãos e 

morte. Pesquisas recentes utilizando a Hev b 13, proteína derivada do látex natural 

da Hevea brasiliensis (seringueira), tem demonstrado importantes efeitos anti-

inflamatórios e imunomoduladores. O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos da 

Hev b 13 na resposta inflamatória sistêmica e tecidual de ratos com sepse. Para isso, 

foi realizado ligadura e perfuração do ceco (LPC) em ratos machos Wistar e, após seis 

horas, os animais foram randomizados em grupos e tratados com as doses 0,5; 2,0 e 

3,0 mg/Kg de Hev b 13 subcutâneo. Posteriormente, subdividiu-se os animais em três 

tempos diferentes (1, 6 e 24 horas após os tratamentos) para coleta de amostras 

sanguíneas e eutanásia com remoção dos pulmões e fígado. Foram analisados os 

leucócitos, concentrações plasmáticas e teciduais de fator de necrose tumoral-α (TNF-

α), interleucina (IL) 6, IL- 10, IL-4 e lâminas histológicas. Os resultados demonstraram 

que no tratamento com a proteína Hev b 13 houve redução significativa dos leucócitos 

totais e diferenciais bem como na produção de TNF-α e IL-6, associado ao aumento 

de IL-10 e IL-4 no plasma e tecido pulmonar.  Além disso, restringiu as alterações 

morfopatológicas encontradas nos pulmões, incluindo infiltrado de neutrófilos, edema 

e espessamento alveolar. No fígado, aumentou a produção de IL-10 e inibiu TNF-α e 

IL-6, além de reduzir hemorragia, infiltrado inflamatório sinusoidal e degeneração 

hidrópica na avaliação histológica. Concluímos que a Hev b 13 possui atividade anti-

inflamatória e imunomoduladora capaz de atenuar lesões nos pulmões e fígado de 

ratos durante a sepse aguda, com potencialidades para aplicabilidade clínica. 

Palavras-Chave:  Hev b 13, Hevea brasiliensis, Resposta Inflamatória, Sepse  
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ABSTRACT 

ARAÚJO, Lilhian Alves, MSc., Universidade Federal de Goiás, March, 2017. Effects 

of treatment with Hev b 13 protein, extracted from Hevea brasiliensis latex, on 

the inflammatory response of septic rats. Adviser: PhD. Nelson Jorge da Silva 

Júnior. Co-Adviser: PhD.Fátima Mrué 

Sepsis is an infectious disease characterized by severe systemic inflammatory 

response. Rupture of the complex equilibrium between inflammatory mediators in the 

acute phase of the disease leads to exacerbated production of proinflammatory 

cytokines, with consequent hypotension, increased capillary permeability, organ 

lesions and death. Recent research using the Hev b 13 protein derived from natural 

Hevea brasiliensis (rubber tree) latex has demonstrated important anti-inflammatory 

and immunomodulating effects. The aim of this study was to investigate the effects of 

Hev b 13 on the systemic and tissue inflammatory response of septic rats. To that end, 

cecal ligation and puncture (CLP) was performed on male Wistar rats and after six 

hours, the animals were randomized into groups and subcutaneously treated with 

doses of 0.5; 2.0 and 3.0 mg/Kg of Hev b 13. Next, the animals were subdivided into 

three different times (1, 6 and 24 hours after treatment) for blood sample collection and 

euthanasia with removal of the lungs and liver. Leukocytes, tumor necrosis factor- 

alpha (TNF-α) plasma and tissue levels, interleukin (IL)-6, IL-10, and IL-4 and 

histological slides were analyzed. The results demonstrated that treatment with the 

Hev b 13 protein prompted a significant decline in total and differential leukocytes, as 

well as the production of TNF-α and IL-6, associated with an increase in IL-10 and IL-

4 in plasma and lung tissue.  Moreover, it restricted the morphopathological changes 

found in the lungs, including neutrophil infiltration, swelling and alveolar thickening. In 

the liver, it increased IL-10 production and inhibited TNF-α and IL-6, in addition to 

reducing hemorrhage, sinusoidal inflammatory infiltrates and hydropic degeneration in 

histological assessment. We conclude that Hev b 13 displays anti-inflammatory and 

immunomodulating activity capable of attenuating lung and liver lesions in rats during 

acute sepsis, with potential for clinical applications. 

Key-words: Hev b 13, Hevea brasiliensis, Inflammatory Response, Sepsis 
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1. INTRODUÇÃO 

A sepse é definida como uma disfunção orgânica potencialmente fatal, com 

múltiplos achados clínicos e bioquímicos, causado por uma resposta desregulada do 

hospedeiro à infecção (SHANKAR-HARI et al., 2016). Pode evoluir para sepse grave e 

choque séptico, sendo essa última a complicação terminal onde a homeostasia não 

pode ser mantida sem suporte avançado de vida (SIQUEIRA-BATISTA et al., 2011). 

  Após a exposição inicial a um microrganismo e seus padrões moleculares 

associados aos patógenos (PMAPs) , ocorre uma resposta inflamatória clássica restrita 

ao sítio de infecção com ativação de leucócitos polimorfonucleares, 

monócitos/macrófagos e células endoteliais pelos receptores de reconhecimento 

padrão (RRP- especialmente os do tipo Toll),  desencadeando uma cascata de via 

intracelular seguido pela produção e secreção de mediadores químicos, incluindo 

citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IL-1β e IL-6), fator ativador de plaquetas (PAF) e 

óxido nítrico na tentativa de eliminar o agente agressor (DENK et al., 2012; SCHULTE 

et al., 2013). 

Todo esse processo tende a permanecer localizado, porém, quando a lesão 

primária persiste, esses mediadores pró-inflamatórios espalham para a circulação 

sistêmica, sinalizando que o foco inicial de infecção não foi eliminado, sendo necessária 

mais intervenção no sentido de ampliar a resposta imune. Todavia, uma produção 

exacerbada de citocinas pró-inflamatórias pode dar origem a síndrome da resposta 

inflamatória sistêmica (SIRS), associada aos sinais clínicos de sepse tais como 

vasodilatação, aumento da permeabilidade capilar, hipotensão, hemoconcentração, 

hipercoagulação, extravasamento macromolecular e edema (SIQUEIRA-BATISTA et 

al., 2011).  A resposta inflamatória exacerbada faz as células endoteliais adquirirem 

uma função pró-coagulante e protrombótica, pela liberação de tromboplastina, obstrui 
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o fluxo vascular para os tecidos e causa síndrome da disfunção de múltiplos órgãos e 

sistemas (SDMO) com altos níveis de mortalidade (HOOK, ABRAMS, 2012).  

Na fase mais tardia da sepse, mediadores anti-inflamatórios (IL-4, IL-10, 

receptores solúveis de TNF-α e antagonista do receptor de IL-1), são liberados para 

compensar e modular os efeitos destrutivos da resposta inflamatória (SCHULTE et al., 

2013). O equilíbrio entre mediadores anti e pró inflamatórios são a chave para a 

evolução dos quadros de sepse pois, uma reação compensatória exacerbada pode ser 

tão prejudicial quanto a resposta pró-inflamatória, levando a imunossupressão 

excessiva referida como “síndrome da resposta anti-inflamatória compensatória” 

(CARS) (STEARNS et al., 2011). 

 A sepse grave situa-se entre a 10a e 13a causa de morte nos Estados Unidos 

onde, nas últimas décadas, a incidência de sepse aumentou 9% ao ano, resultando em 

215.000 mortes/ano, correspondente ao total de mortes por infarto agudo do miocárdio 

(MAYR et al., 2014). Estudos epidemiológicos no Brasil, demostraram que os dados 

nacionais são igualmente alarmantes, onde a incidência de sepse grave e choque 

séptico situam-se entre 46,9% e 52,2% respectivamente, com taxa de mortalidade 

global de 22%. Vale ressaltar que o custo diário do tratamento da sepse alcança a 

média de US$ 9,773 mil para cada 10 dias de internação, uma das mais dispendiosas 

condições de estadia hospitalar, impondo pesada carga financeira no sistema de saúde 

pública do país (SOGAYAR et al., 2008; CHALUPKA, TALMOR, 2012).  

Na perspectiva de reduzir a morbimortalidade induzida pela resposta inflamatória 

na sepse, diversos protocolos de terapêutica têm sido propostos nos últimos anos, tais 

como: diagnóstico e introdução precoce do tratamento, reposição volêmica, 

administração de antibióticos e corticosteroides, terapia anticoagulante e exames 

periódicos. Tudo isso acompanhado de moderno suporte hemodinâmico nas unidades 

de terapia intensiva (UTI) (DELLINGER, et al., 2012). 
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Paralelamente, clínicos e pesquisadores tem conduzido diversas pesquisas 

visando a descoberta de novos potenciais alvos terapêuticos e/ou substâncias que 

pudessem equilibrar a resposta inflamatória e coagulativa na sepse. Anticorpos 

monoclonais anti-TNF-α, receptores antagonistas de IL-1 e fator de ativação plaquetária 

(PAF), além de agentes antioxidantes foram testados em estudos multicêntrico, 

randomizado e controlado nos EUA e Europa, mas não reduziram a taxa de mortalidade 

ou apresentaram resultados inconclusivos (DHAINAUT, 1998; OPAL, 1997; 

KRISHNAGOPALAN S, DELLINGER, 2001; ABRAHAM, 2007).  

 A última medicação de impacto foi a drotrecogina alfa ativada, potente 

anticoagulante, aprovada para a uso clínico em 2001 pela agência fiscalizadora 

americana a Food and Drug Administration (FDA) e europeia, European Agency for the 

Evaluation of Medicinal Products (EMEA), no entanto, o uso foi vedado 

temporariamente devido a permanência de altos índices de desfechos hemorrágicos a 

longo prazo (RANIERI et al., 2012). Sendo assim, até o momento não dispomos de 

nenhuma medicação com efetividade no tratamento da sepse. 

Pesquisas utilizando uma proteína derivada do látex natural de Hevea brasiliensis 

(seringueira), denominada Hev b 13, demonstraram atividade biológica capaz de induzir 

células mononucleares humanas sob estímulo de fitohemaglutinina, a produzirem 

interleucina 10 (IL-10) e reduzir fator de necrose tumoral (TNF-α), IL- 1β e IL- 6 in vitro, 

abrindo caminhos para estudos de reações imunológicas influenciadas por essa 

proteína. (TEIXEIRA et al., 2012ab). Em seguida, outros experimentos foram realizados 

utilizando modelos animais de retocolite ulcerativa bem como de artrite reumatoide. Os 

resultados confirmaram importante regressão das lesões em estudo nos subgrupos 

tratados com a Hev b 13 de forma dependente da dose, sugerindo que a mesma possa 

desempenhar uma possível ação anti-inflamatória e/ou imunomoduladora (TEIXEIRA 

et al., 2012ab). Com isso, o presente estudo foi desenhado para investigar os efeitos 
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da Hev b 13 na resposta inflamatória, bem como sua repercussão nas disfunções 

orgânicas associadas a sepse. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1. Sepse: Conceitos gerais, histórico e definições  

A palavra sepse é de origem grega "𝜎𝜂𝜓𝜄𝜍", que significa "decomposição" ou 

"putrefação", e foi mencionada pela primeira vez nos poemas de Homero 

aproximadamente 2.700 anos atrás (CHANG et al., 2010). Pierre Adolphe Piorry, 

médico francês (1794-1879), introduziu o termo septicemia (intoxicação pútrida 

sanguínea) e piemia (pús no sangue) sem determinar as diferenças e os mecanismos 

patogênicos envolvidos (FERRAZ, 2008). Em seguida, Semmelweis, no século XIX, 

desenvolveu uma visão mais moderna da sepse e Schottmuller em 1914, citou pela 

primeira vez a ligação direta entre a invasão de microrganismos do foco da infecção 

para a corrente sanguínea e doença sistêmica, com sintomas característicos. 

Investigações clínicas e experimentais ao longo do século XX levaram ao melhor 

entendimento sobre a fisiopatologia da sepse. Em 1991, uma conferência de consenso 

foi realizada pela American College of Chest Physicians (ACCP) e Society of Critical 

Care Medicine (SCCM) com o objetivo de estabelecer uma definição simples e universal 

para sepse além de padronizar as terminologias, facilitando o diagnóstico precoce e 

tratamento da doença (SCHULTE et al., 2013).  

Sepse foi definida então como "síndrome da resposta inflamatória sistêmica" 

(SIRS - Systemic Inflammatory Response Syndrome), associada a infecção com 

presença de dois ou mais dos seguintes sinais clínicos: temperatura corporal >38°C ou 

<36°C, batimento cardíaco >90 min, frequência respiratória >20 ipm min ou PaCO2 

<32mmHg e leucócitos >12.000 células/ mm3 ou <4.000 células/ mm3 ou >10% de 

formas imaturas (DELLINGER et al., 2012). 

De acordo com a International Sepsis Definition Conference, em 2001, a sepse 

pode ser classificada em sepse grave caracterizada por disfunção orgânica, 
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hipoperfusão ou hipotensão. O choque séptico refere-se a um estado de dificuldade 

circulatória aguda, identificada por hipotensão arterial persistente, mesmo após 

reposição adequada de líquidos (SHANKAR-HARI et al., 2016). A situação onde a 

duração do choque séptico é maior do que uma hora, e não responsiva a administração 

de líquidos e drogas vasopressoras pode ser denominada de choque séptico refratário 

(Figura 1) (SOUZA, 2010).  

Figura 1. Definições de SIRS, sepse, sepse grave e choque séptico (Fonte: HENKIN et al., 2009 
com adaptações). SIRS: Síndrome da Resposta Inflamatória Sistêmica; FC: frequência cardíaca; 
FR: frequência respiratória; PAM: pressão arterial média; bpm: batimentos por minuto; ipm: 
inspirações por minuto, mmHg: milímetros de mercúrio. 

 

 O conceito da complicação terminal na sepse denominada síndrome da disfunção 

de múltiplos órgãos (SDMO), citada pela primeira vez por Baue em 1975, corresponde 

a presença de alteração na função orgânica de modo que a homeostasia não possa ser 

mantida sem suporte avançado de vida (BAUE, 1975).  Esta síndrome surgiu apenas 

depois da criação de Unidades de Terapia Intensiva, com equipamentos de suporte aos 

órgãos centrais como os ventiladores artificiais e máquinas de hemodiálise. Antes 

destes, a maioria dos pacientes com sepse grave e choque séptico morriam dentro de 

curtos intervalos de tempo, sem qualquer chance para o desenvolvimento da SDMO 

(LIMA, FRANCO, 2010).  
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Os critérios detalhados para o diagnóstico da sepse são infecção mais uma das 

seguintes variáveis:  

 Variáveis Gerais: febre >38,3°C; hipotermia <36,0°C; frequência cardíaca 

>90bpm; taquipnéia (FR>20 ipm ou PCO2 <32mmHg; alteração de estado 

mental, edema significativo ou balanço hídrico positivo (>20mL/Kg em 24 horas); 

hiperglicemia (glicemia >120mg/dL na ausência de diabetes). 

 Variáveis inflamatórias: leucocitose (>12.000 leucócitos/mm3); leucopenia 

(<4.000 leucócitos/mm3); leucócitos normais, porém com mais de 10% de formas 

imaturas; proteína C reativa plasmática > que 2 desvios padrões acima dos 

valores normais; procalcitonina plasmática > que 2 desvios padrões acima dos 

valores normais. 

 Variáveis hemodinâmicas: hipotensão arterial (PaS<90mmHg; 

PAM<60mmHg ou queda na PaS > 40mmHg); SVO2 > 70%; índice cardíaco 

>3,5 litros/minuto. 

 Variáveis de disfunção orgânica: hipoxemia arterial (PaO2/FiO2 <300); 

oligúria (débito urinário <0,5mL/Kg hora por pelo menos 2 horas); aumento da 

creatinina >0,5mg/dL; alterações de coagulabilidade (RNI>1,5 ou TTPA> 60 

segundos); íleo paralítico; trombocitopenia (<100.000 plaquetas/mm3); 

hiperbilirrubinemia (bilirrubinas totais >4mg/dL). 

 Variáveis de perfusão tissular: hiperlactemia (>1mmol/L); perfusão tissular 

periférica lentificada. 

2.2. Epidemiologia, atualidades e perspectivas da sepse 

A sepse é uma das causas mais comuns de admissão em unidades de terapia 

intensiva (UTI) nos Estados Unidos, e o número de óbito encontra-se na mesma faixa 

que o infarto agudo do miocárdio (PEREZ, 2009). Angus et al. (2001) estudaram 
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192.980 casos de sepse grave, compreendidos em um coorte de mais de 6,5 milhões 

de pacientes internados em 847 hospitais de sete estados estadunidenses e estimaram 

sua incidência, custo e prognóstico. A incidência de sepse grave foi de três casos por 

mil habitantes (751.000 casos/ano para a população dos Estados Unidos da América), 

superando a da síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS) e a dos principais tipos 

de câncer, o que resultaria em 215.000 mortes/ano. 

Especialmente comum em idosos, a incidência de sepse aumenta mais de cem 

vezes com a idade, sendo 0,2/1.000 em crianças e 26,2/1000 em pacientes com idade 

superior a 85 anos (REINHART et al., 2012). De acordo com o Centro de Controle e 

Prevenção de Doenças (CDC) em 2008, estima-se que $ 14, 6 bilhões foram gastos 

por internações com sepse nos Estados Unidos, e de 1997 a 2008, com a inflação 

ajustada, os custos totais do tratamento de pacientes internados por essa condição 

aumentou anualmente 11,9% (HALL et al., 2011).  

No Brasil, pesquisas epidemiológicas sobre sepse são escassas, porém 

alarmantes. No estudo multicêntrico PROGRESS (Promoting Global Research 

Excellence in Severe Sepsis), envolvendo 12,881 mil pacientes com sepse grave em 

37 países e 276 UTIs, o Brasil obteve a maior taxa de mortalidade hospitalar por esta 

doença (BEALE et al., 2003). No BASES (Brazilian Sepsis Epidemiological Study), 

realizado em cinco unidades de terapia intensiva públicas e privadas, identificou-se uma 

incidência de sepse de 57,9 por 1000 pacientes/dia.  A taxa de letalidade de pacientes 

com SIRS (independente se devido à sepse ou outra causa), sepse, sepse grave e 

choque séptico foi 24,2%, 33,9%, 46,9%, e 52,2%, respectivamente (SILVA et al., 

2004). 

Em outro estudo, o Sepse Brasil, foram relatados o acompanhamento de uma 

grande amostra de pacientes críticos (n = 3.128), em 75 UTIs, de todas as regiões do 

país. Cerca de 17% dos pacientes tiveram diagnóstico de sepse com uma taxa de 
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letalidade global em 28 dias de 46,6%, enquanto que diferenciado por gravidade do 

quadro séptico, revelou-se como equivalente a 34,4% na sepse grave e 65,3% no 

choque séptico (SALES et al., 2006).  

No COSTS, estudo multicêntrico, prospectivo e randomizado para avaliação do 

custo de pacientes sépticos em unidades de terapia intensiva brasileira, conduzido pelo 

Instituto Latino Americano de Sepse (ILAS), a taxa de letalidade global foi de 44,3%, 

enquanto as taxas de letalidade separadas por tipo de UTI, pública ou privada, foram 

de 49,2% e 37,7%, respectivamente. Vale ressaltar que o custo diário de tratamento da 

sepse em pacientes não sobreviventes foi maior que em pacientes sobreviventes 

durante a internação na UTI, alcançando a média de $ 9,773 mil para cada 10 dias de 

internação (SOGAYAR et al., 2008). Com base num modelo de risco proporcional, 

construído a partir de características demográficas e doenças da população controle, 

Quartin et al. (1997), concluiu em seu estudo que os pacientes sobreviventes da sepse 

corriam um risco significativo de morrer de causas não sépticas (26% de mortalidade 

prevista para 1 ano).  

Na expectativa de reduzir a taxa de letalidade da sepse em 25% até o final da 

presente década, a “Declaração de Barcelona” lançou a campanha mundial Surviving 

Sepsis Campaign, onde apregoam abordagens rápidas, precoces e protocoladas das 

ações terapêuticas. Resumidamente, o tratamento da sepse, sepse grave, choque 

séptico, e síndrome da disfunção de múltiplos órgãos e sistemas (SDMO) incluem: (1) 

manobras de reposição volêmica, (2) abordagem da infecção com antibioticoterapia até 

uma hora após o fechamento do diagnóstico, (3) administração de corticosteróides, (4) 

terapia anticoagulante, (5) controle glicêmico, (6) suporte ventilatório e (7) medidas 

terapêuticas adicionais (SIQUEIRA-BATISTA et al., 2011). 

Não se pode negar os avanços e benefícios em relação ao diagnóstico precoce; 

rastreamento microbiano mais eficaz que possibilita o rápido início do tratamento, o uso 
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otimizado das variáveis hemodinâmicas e das técnicas de suporte orgânico. No 

entanto, essa complexidade das unidades de terapia intensiva possui ambivalências 

que devem ser consideradas como o aumento das técnicas invasivas, uso 

indiscriminado de novos antibióticos, internações prolongadas e alto custo econômico 

e social (SILVA, 2011). 

Uma das terapias para sepse, tida como promissoras, foi a utilização da Proteína 

C Ativada Humana Recombinante (Drotrecogina alfa). Potente anticoagulante e 

reconhecido papel anti-inflamatório reduziu a letalidade de enfermos com alto risco de 

morte quando administrada de modo precoce, no entanto, sua eficácia foi contestada 

depois da ocorrência de graves episódios hemorrágicos (RANIERI et al., 2012). 

Anticorpos monoclonais anti-TNF-α, receptores antagonista de IL-1 e fator de ativação 

plaquetária (PAF) foram testados em estudos multicêntricos, randomizados e 

controlados nos EUA e Europa, mas não reduziram a taxa de mortalidade (DHAINAUT, 

1998; OPAL, 1997; ABRAHAM, 2007). Agentes antioxidantes (α-tocoferol, dimetil-

sulfoxide, coenzima Q10, N-acetilcisteína, glutation, alopurinol, vitaminas C e E, β-

caroteno, catalase e superóxido-dismutase entre outros foram testados para neutralizar 

a explosão de radicais livres e evitar o dano celular na SIRS com resultados 

inconclusivos (KRISHNAGOPALAN, DELLINGER, 2001).    

2.3. Fisiopatologia da sepse 

A resposta imune inata é responsável pelo processo inflamatório inicial na sepse. 

Quando os agentes patogênicos invadem o hospedeiro, seus padrões moleculares 

associados aos patógenos (PMAPs) são identificados pelos receptores de 

reconhecimento padrão (RRP) expressos em barreiras epiteliais bem como em células 

imunes. São exemplos de RRP a família Toll –like (TLRs) que identificam uma grande 

classe de PMAPs, no qual o TLR-2 identifica os peptídeoglicanos das bactérias Gram-
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positivas e o TLR-4 os lipopolissacarídeos (LPS) das bactérias Gram- negativas 

(SILVA, 2012; STEARNS et al., 2011).      

O reconhecimento dos microrganismos pelos TLRs dispara uma cascata de via 

intracelular com consequente ativação do fator nuclear kB (NF-kB), seguido pela 

produção e secreção de citocinas inflamatórias (TNF-α, IL-1, IL-6) que atuam 

coordenando uma ampla variedade de reações a nível tecidual, incluindo o aumento da 

expressão de moléculas de adesão nas células endoteliais, infiltração de neutrófilos e 

produção de óxido nítrico, o que é um passo crucial no combate a infecção localizada 

prevenindo a disseminação sistêmica (HANSEN et al., 2011; SCHULTE et al., 2013).  

Todavia, se a infecção primária persiste, ocorre a liberação excessiva de citocinas 

inflamatórias gerando a “síndrome da resposta inflamatória sistêmica” (SIRS), com 

consequente disfunção endotelial caracterizada por vasodilatação, aumento da 

permeabilidade capilar, hipotensão, hemoconcentração, extravasamento 

macromolecular e edema. A ativação da cascata do complemento, usualmente pela via 

alternativa, libera as proteínas plasmáticas C3a e C5a, agindo como quimioatraente para 

os neutrófilos, intensificando a inflamação e os distúrbios vasculares (BENJAMIM, 

2001; BENJAMIM et al, 2002; SCHULTE et al, 2013).  

Os PMAPs e as citocinas inflamatórias também são responsáveis por ativar o 

sistema de coagulação a partir da expressão do FT (fator tecidual), levando a inibição 

dos fatores anticoagulantes endógenos – antitrombina III, proteína C, proteína S e o 

inibidor da via do fator tecidual (TFPI), levando as células endoteliais a adquirirem 

função pró-coagulante e protombótica. Após, a formação e deposição de fibrina na 

microvasculatura, consumo de plaquetas e alterações na fibrinólise desencadeia a 

coagulação intravascular disseminada (CID), podendo evoluir para síndrome da 

disfunção de múltiplos órgãos e sistemas (SDMO) (HOOK, ABRAMS, 2012). 
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Na fase mais tardia da sepse, são liberados mediadores anti-inflamatórios (IL-4, 

IL-10, receptores solúveis de TNF-α e antagonista do receptor de IL-1) para compensar 

e modular os efeitos destrutivos da resposta inflamatória aguda (MILLS et al., 1989; 

BONE, 1991; STEARNS et al., 2011). Os monócitos/macrófagos são importantes 

ativadores também da resposta imune adaptativa que, ao fagocitarem células 

necróticas ou bactérias induzem os linfócitos a assumir um fenótipo Th1, levando à 

liberação de substâncias pró-inflamatórias, como interferon alfa (INF-α), interferon delta 

(INF-δ) e IL-2; se fagocitam células apoptóticas, ativam o fenótipo Th2, produzindo 

substâncias anti-inflamatórias como IL-4 e IL-10 (SIQUEIRA- BATISTA, 2011).  

O termo “tempestade de citocinas” surgiu na década de 1990, quando associaram 

sepse a uma liberação exacerbada de citocinas pró-inflamatórias (AIKAWA, 1996). 

Entretanto, hoje sabe-se que a evolução dos quadros de sepse está na regulação do 

equilíbrio pró/anti-inflamatório. Novos estudos têm proposto que a fase inicial de 

hiperinflamação é seguida por um conseguinte estado prolongado de imunossupressão 

na fase tardia, referido como “imunoparalisia’ induzida por sepse ou “síndrome da 

resposta anti-inflamatória compensatória” (CARS) (PECK, 2007, GERMAIN, 2012). 

Este estado é caracterizado por resposta imune inata e adaptativa prejudicada, 

podendo desempenhar um papel fundamental na patogênese de danos nos tecidos, 

falência de múltiplos órgãos e morte induzida por sepse. (HOTCHKISS, OPAL, 2010).  

2.4. Citocinas e sepse 

Citocinas são uma classe funcional de pequenas proteínas mediadoras com baixo 

peso molecular (<40 kDa), produzidas de forma regulada para afetar a ativação e 

diferenciação da resposta imune.  Uma vez liberadas, as citocinas pró-inflamatórias 

recrutam células imunes distantes e ativam outros elementos sanguíneos (células 

endoteliais, plaquetas, fibroblastos) através da ligação de seus receptores de 
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superfície, contribuindo para a resposta inflamatória tardia (BLACKWELL, 

CHRISTMAN, 1996). 

O TNF-α parece ser o mediador chave na sepse, derivado de células imunitárias 

ativas e também fribroblastos em resposta a estímulos infecciosos ou inflamatórios. A 

liberação de TNF-α ocorre cerca de 30 minutos após o estímulo, conduzindo ativação 

de outras células do sistema imunológico e a liberação de uma série justaposta de 

outros mediadores.  Do mesmo modo, a IL-1 é liberada rapidamente e com efeitos 

comparáveis ao TNF-α, agindo sinergicamente, ambas induzem um estado semelhante 

ao choque séptico, caracterizado por permeabilidade vascular, edema e hemorragia 

pulmonar grave (DINARELLO, 1997). Também foram identificadas como mediadores 

cruciais para o desenvolvimento da febre e, assim, pertencem ao grupo de citocinas 

pirogênicas (O’NEILL, 2008). 

A função da IL-6 na sepse é mediar resposta de fase aguda, caracterizada por 

febre, leucocitose e liberação de proteínas hepáticas tais como a proteína C- Reativa, 

fibrinogênio e ferritina. É produzida por uma grande variedade de células, 

especialmente células dendríticas, macrófagos, linfócitos, células endoteliais e 

fibroblastos, em reposta a estimulação com lipopolissacarídeo, IL-1 e TNF-α 

(SCHELLER, ROSE-JOHN, 2006). Níveis plasmáticos elevados de IL-6 estão 

correlacionados com choque séptico, DMSO e alta mortalidade (DINARELLO, 1997).  

Estudos revelaram que a IL-10 tem função amplamente anti-inflamatória na sepse, 

suprimindo a ação dos mediadores pró-inflamatórios e estimulando a produção dos 

receptores solúveis IL-1Ra, IL-1R2 e sTNFRs, antagonizando os efeitos de IL-1 e TNF-

α. É produzida por monócitos, macrófagos, linfócitos T, B e células Natural Killers (NK) 

(LATIFI et al., 2002, CIANCIARULLO et al., 2008; FRACASSO, 2008). 

A IL-4 promove a diferenciação de linfócitos T em células do tipo Th2 e inibe Th1, 

caracterizando um perfil anti-inflamatório na sepse. Causa a liberação de mais IL-4 e 
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outras citocinas anti-inflamatórias, suprimindo a secreção de citocinas pró-

inflamatórias. Vários estudos indicam que a IL-4 desempenha um papel na fase tardia 

da sepse, no entanto, sua função precisa no curso da doença ainda permanece 

desconhecida (OPAL, DePALO, 2000). 

2.5. Modelos experimentais de sepse  

 Diversos modelos animais tem sido utilizados para estudar a fisiopatologia 

da sepse com o desafio de representar a complexidade clínica da sepse humana. Os 

dois modelos mais frequentemente utilizados nos experimentos para indução de sepse 

são ligadura com perfuração cecal (LPC) e administração de lipopolissacarídeo (LPS) 

(ZANOTTI-CAVAZZONI, GOLDFARB, 2009).  

O modelo LPC, foi descrito pela primeira vez por Wichterman et al. (1980), sendo 

ainda hoje o mais empregado nas pesquisas científicas pois mimetiza diversos 

aspectos da sepse humana como a que ocorre durante traumas com perfuração de 

alças intestinais, colite ou peritonite pós-operatória. Este modelo possui a vantagem se 

ser possível controlar o grau de severidade da sepse através da extensão do ceco 

ligado ou quantidade e tamanho de perfurações realizados no ceco (BURAS et al., 

2005). 

Os modelos de indução de sepse por LPS e LPC apresentam o mesmo nível de 

mortalidade, mas são significativamente diferentes quanto a cinética e produção de 

citocinas. O modelo LPC apresenta um padrão na produção de mediadores 

inflamatórios muito semelhante ao que ocorre na sepse humana, favorecendo o 

conhecimento dos componentes imunológicos e identificação de novos potenciais alvos 

terapêuticos (DEJAGER et al., 2011).  

2.6. Hev b 13 
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É uma proteína homóloga alergênica, com 391 aminoácidos na sua sequência de 

DNA e peso molecular de 42,98 kDa. Obtida a partir do látex natural da Hevea 

brasiliensis, popularmente conhecida como “seringueira”, possui atividades de lipase e 

esterase, que podem estar associados a defesa de plantas (ARIF et al, 2004). 

No látex da Hevea brasiliensis predominam três tipos de partículas suspensas em 

soro: partículas de borracha que constituem 30 a 45% (em massa) do látex (F1), os 

lutóides que constituem 10 a 20% (F2) e os chamados complexos de Frey-Wyssling 

(F3). Na fração F2 e F3 contêm diversos componentes químicos como proteínas 

(solúveis e insolúveis), fosfolipídios, sais minerais, carotenóides e lipídios cujas 

propriedades biológicas vem sido estudadas e determinadas em modelos animais 

(AGOSTINI, 2009). 

A membrana de borracha natural, juntamente com a fração F2, mostrou atividade 

angiogênica e neoformação em dorso de coelhos (MENDONÇA, 2004), membrana 

córioalantóidea de ovos embrionados de galinha (MENDONÇA, 2008), esôfago e 

parede abdominal de cães (MRUÉ, 2000) e dorso de ratos (ANDRADE, 2012). 

A Hev b 13 (derivada da fração F3) utilizada para estimular macrófagos e 

monócitos humanos in vitro, aumentou a produção de IL- 10 e TGF- β. Além disso, 

reduziu TNF-α, IL- 1β e IL- 6, abrindo caminhos para pesquisa de reações imunológicas 

mediadas por essa fração (TEIXEIRA et al., 2012a). No mesmo estudo, em modelo 

experimental de artrite em joelhos de camundongos, o tratamento com a Hev b 13 

demonstrou melhoria notável nas alterações histopatológicas de hiperplasia sinovial, 

erosão óssea e infiltrado inflamatório, indicando que a Hev b 13 tem potencial anti-

inflamatório (TEIXEIRA et al., 2012a).    

Outro estudo publicado, dessa vez empregando modelo de colite experimental em 

camundongos, os animais tratados com a Hev b 13 demonstraram evidências clínicas 

de melhora como redução de episódios de diarreia, prolapso retal e perda de peso, 
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além de redução no infiltrado inflamatório e áreas hemorrágicas nas análises 

morfológicas, destacando mais uma das suas possíveis aplicações no tratamento de 

doenças imunoinflamatórias (TEIXEIRA et al., 2012b).  Tendo em vista esse potencial, 

o presente estudo foi desenhado para investigar os efeitos da proteína Hev b 13 na 

resposta inflamatória, bem como sua repercussão nas disfunções orgânicas 

associadas a sepse. 
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3. OBJETIVO 

3.1. Objetivo geral 

Avaliar os efeitos do tratamento com a proteína da Hev b 13 na resposta inflamatória 

de ratos com sepse experimental. 

3.2. Objetivos específicos 

3.2.1. Contabilizar leucócitos totais e diferenciais no sangue dos animais 1, 6 e 24 horas 

após submetidos ao tratamento com diferentes doses da proteína Hev b 13.   

3.2.2. Quantificar a produção de citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias (TNF-α, 

IL-6, IL-4, IL-10) no soro dos animais com sepse, após 1, 6 e 24 horas de tratamento 

com diferentes doses da proteína Hev b 13.  

3.2.3. Quantificar a produção de citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias (TNF-α, 

IL-6, IL-4, IL-10) no tecido pulmonar e hepático dos animais com sepse, após 1, 6 e 24 

horas de tratamento com diferentes doses da proteína Hev b 13. 

3.2.4. Analisar a histologia do tecido pulmonar e hepático dos animais com sepse, após 

1, 6 e 24 horas de tratamento com diferentes doses da proteína Hev b 13. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Obtenção da proteína Hev b 13  

A proteína Hev b 13, derivada do soro do látex de Hevea brasiliensis, foi fornecida 

pelo Laboratório Pele Nova Biotecnologia (Ribeirão Preto - São Paulo - Brasil - lote 

1502-243). 

4.2. Animais para experimentação 

Foram utilizados 60 Rattus norvegicus albinus linhagem Wistar, machos adultos, 

apresentando peso corpóreo entre 200 e 300 gramas, procedentes do Biotério Central 

da Pontifícia Universidade Católica de Goiás - PUC - GO. Os animais foram alojados 

em gaiolas individuais de polipropileno, com piso sólido e forradas com maravalha, 

conforme padrões internacionais e Sociedade Brasileira de Ciências em Animais de 

Laboratório - SBCAL. O ambiente foi mantido em temperatura média de 21°C, sistema 

de ventilação, ciclo de claro-escuro, dieta específica para espécie (Purina) e água ad 

libitum. O experimento teve início após a aprovação do Comitê de Ética no Uso de 

Animais da PUC - GO (protocolo n°0008/1).  

4.3. Indução de sepse  

A sepse foi induzida utilizando o modelo de ligadura e perfuração cecal (LPC), 

conforme descrito por Wichtermann et al. (1980), com adaptações. Os animais foram 

anestesiados por via intramuscular na face anterior da coxa direita, com uma mistura 

de cloridrato de xilazina 2% (Syntec - São Paulo - Brasil) na dose de 2,5mg/kg e 

cloridrato de cetamina 10% (Syntec- São Paulo - Brasil) na dose de 50mg/kg, e então 

submetidos a tricotomia e antissepsia da pele, seguida de laparotomia mediana com 

cerca de 1 cm de comprimento para permitir a exposição do ceco e áreas adjacentes. 

Posteriormente, foi realizada uma ligadura do ceco, com fio de seda 3.0 em sua base, 
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abaixo da válvula ileocecal, e perfurado duas vezes com agulha calibre 14. Este, então, 

foi delicadamente pressionado para provocar a saída de fezes pelo local perfurado e 

devolvido a cavidade peritoneal.  A parede abdominal foi suturada em dois planos com 

“mononylon” 4-0, com chuleio simples. No 1º plano a aponeurose e o peritônio em 

conjunto; e no 2º plano, a pele (Figura 2). No final do procedimento cirúrgico, todos os 

animais foram colocados na estufa a 37º C durante 20 minutos para evitar hipotermia, 

em seguida, hidratados com 5 mL de soro ringer lactato (Sanobiol - São Paulo - Brasil), 

dose única via subcutânea. Após, foram devolvidos nas gaiolas, alimentados com ração 

própria para espécie e água ad libitum. A analgesia foi realizada com cloridrato de 

nalbufina (Cristália - São Paulo - Brasil) na dose de 0,1 mg/kg subcutâneo de 8 em 8 

horas. 

 
Figura 2.  Método de indução de sepse por ligadura e perfuração cecal (LPC). Laparotomia mediana 
(A). Exposição do ceco (B). Ligadura do ceco (C). Perfuração do ceco com agulha calibre 14 (D). 
Sutura da parede abdominal (E). 

4.4. Grupos e tratamentos 

Após seis horas de LPC, os animais foram randomizados em 4 grupos com n=24 

e assim tratados: 1 - controle LPC, tratamento com solução fisiológica subcutânea (SC) 

0,9%; 2 -  tratamento com dose única 0,5 mg/kg subcutânea de Hev b 13; 3 - tratamento 

com dose única 2,0 mg/kg subcutânea de Hev b 13; 4 - tratamento com dose única 3,0 

mg/kg subcutânea de Hev b 13. Posteriormente, os animais foram subdivididos em três 
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pontos diferentes de tempo (1, 6 e 24 horas após os tratamentos n=8), para eutanásia 

com dose letal de tiopental (Figura 3). 

Figura 3. Esquema de delineamento experimental dos diferentes grupos e respectivos tratamentos. 

4.5. Coleta de amostras 

Após a administração do anestésico para eutanásia, foi coletado 8 mL de sangue 

por meio de punção intracardíaca e depositado em tubos com ácido etilenodiamino 

tetra-acético (EDTA). Confirmado o óbito, fragmentos de pulmões e fígado também 

foram retirados e pesados em balança de precisão, acondicionados em tubos com 200 

µL de solução salina fosfato (PBS) 1X e 1% de inibidor de protease (Sigma -  Missouri 

- USA), em seguida, congelados no freezer -80°C até o preparo para dosagens. O 

remanescente dos órgãos foi colocado em solução de formaldeído a 10%. As mesmas 
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amostras de material biológico foram retiradas também de animais hígidos para 

obtenção de imagem e valores de referência. 

4.6. Leucograma 

Parte das amostras de sangue foram diluídas em líquido de Turk 1:20 (Audaz 

Reagentes Tecnológicos - São Paulo - Brasil), lisando células anucleadas e pipetadas 

na câmara de Neubauer para visualização e contagem total dos leucócitos em 

microscópio óptico (Nikon, Modelo - Eclipse E – aumento de 400X). Para contagem 

diferencial, foram confeccionados esfregaços de novas amostras de sangue e corados 

com Panótico (Laborclin - Paraná - Brasil), para identificação dos leucócitos através das 

suas especificidades morfológicas. 

4.7. Detecção de citocinas  

4.7.1. Preparo do plasma 

O sangue foi centrifugado à 1000 rpm, durante 30 minutos em temperatura de 4°C 

para separação do plasma. Em seguida, o plasma foi pipetado cuidadosamente e 

transferido para tubos com alíquotas de no máximo 500 µL, sendo estes 

acondicionados no freezer -80°C até as dosagens. 

4.7.2. Preparo das amostras de tecido 

Os fragmentos de pulmão, baço e fígado foram descongelados e acrescidos de 

15 mL/mg de PBS 1X e 10% de solução de lise (Tampão de Tris - 100mM Tris - HCL, 

1.5 M NaCl, 10% TRITON X-100, 50 mM EDTA), macerados manualmente, 

homogeneizados pelo aparelho Ultra Stirrer (Scientific SDN BHD - Ehsan - Malasya) e 

posteriormente, centrifugados à 10000 rpm (ANDRADE, 2007). Utilizou-se o 

sobrenadante do macerado das amostras para as dosagens, seguindo protocolo 

realizado pelo Laboratório de Citocinas do Instituto de Patologia Tropical de Saúde 
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Pública da Universidade Federal de Goiás - UFG e conforme instruções recomendadas 

pelo fabricante dos kits de ensaio (BD - Biosciences - São Paulo - Brasil). 

4.7.3. Ensaio imunoenzimático (Elisa)  

Placas de 96 poços (Jetbiofil - Guangzhou - China) foram cobertas com 80µL/poço 

de anticorpo de captura (2,5 µL/mL), específico para cada citocina. Estes anticorpos 

foram diluídos em tampão de carbonato pH 9,0 (TNF-α/IL-6) ou PBS 1X (IL-10/ IL-4) e 

incubados por 24 horas à 4°C. As placas foram lavadas 5X com PBS-Tween-20. As 

ligações não específicas foram bloqueadas com 160 µL de PBS1X/ Soro bovino fetal 

3% por 1 hora em temperatura ambiente e, posteriormente, lavados 5X com PBS- 

Tween. As amostras (soro ou sobrenadante) e o padrão foram adicionados em 

duplicata na placa (80 µL/poço), sendo o padrão diluído em 80 µL de PBS1X/SBF 3% 

(diluição seriada) e incubados por 2 horas em temperatura ambiente. Após esse 

período, as placas foram lavadas 5X com PBS/Tween, adicionados anticorpos 

biotilinados específicos de cada citocina e incubados por mais 1 hora. Ao término do 

tempo, as placas foram lavadas, acrescidas de 80 µL/poço do conjugado 

estreptoavidina peroxidase e incubadas por mais 30 minutos em temperatura ambiente. 

Em seguida, as placas foram lavadas novamente 10X com PBS/Tween, adicionado 50 

µL/poço de tetrametilbenzida e incubadas por 10 a 15 minutos em temperatura 

ambiente. A reação foi interrompida com 20 µL de H2SO4 (Ácido Sulfúrico) e a placa foi 

colocada em leitora de Elisa 455/620nm (Multiskan). 

4.8. Histologia 

4.8.1. Confecção das lâminas 

Os órgãos seccionados (pulmão e fígado) foram preparados em cassetes, fixados 

em solução de formol tamponado por 24 horas, mergulhados em álcool absoluto e xilol 

para posterior inclusão na parafina e catalogação. Cada bloco de parafina foi 
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seccionado em micrótomo Spencer a 5μm de espessura, onde as fitas de tecido obtidas 

foram imersas em água quente para serem distendidas na lâmina. Os cortes obtidos 

foram transferidos para uma estufa onde ficaram por 10 minutos em suporte inclinado 

para secagem a 60oC. Para finalizar, as lâminas foram coradas com hematoxilina e 

eosina (HE) e acrescidas de resina sintética para conservação. 

4.8.2. Análise histopatológica  

As lâminas (n=8) foram examinadas por um patologista experiente de forma cega 

aos tratamentos, em microscópio de luz utilizando aumento de 200X (100 campos por 

seção). As alterações nos tecidos foram classificadas em: (0) ausente (0% área); (1) 

leve (25% área); (2) moderada (50% da área); (3) acentuada (75% da área), (4) severa 

(100% área) nas seguintes categorias para tecido pulmonar: infiltração de neutrófilos, 

edema intersticial, hiperemia, hemorragia, espessamento e necrose. No tecido hepático 

as categorias foram infiltrado inflamatório parenquimatoso, infiltrado inflamatório 

sinusoidal, hemorragia e necrose. A soma das pontuações obtidas em cada categoria 

foi utilizada para análise semiquantitativa (ZHOU, et al 2015). 

4.9. Análise estatística 

A estatística foi realizada pelo programa GraphPad Prism versão 6.05 (Inc. San 

Diego, CA, USA), e os resultados apresentados contendo média ± desvio padrão. 

Análise de variância (ANOVA) e Tuckey foram utilizados para testar as diferenças 

significativas do leucograma e níveis de citocinas. O teste Kruscal-Wallis foi empregado 

para comparar as categorias histológicas. Para todas as análises foi adotado nível de 

significância no valor de p <0,05. 
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Abstract: Sepsis induces a severe systemic inflammatory response that may result in multiple 

organ dysfunction and death. Studies using a protein derived from natural Hevea brasiliensis 

(rubber tree) latex, denominated Hev b 13, have demonstrated important anti-inflammatory 

effects, but no data have been published regarding its effects on sepsis. The aim of this study was 

to investigate the effects of Hev b 13 on the inflammatory response and lung lesions of septal 

rats. Male Wistar rats were submitted to cecal ligation and puncture (CLP), randomized into 

groups and treated with subcutaneously administered doses of 0.5/2.0/3.0 mg/Kg of Hev b 13. 

Next, animals were subdivided into three different points in time (1, 6 and 24 hours after 

treatments) for collection of blood samples and euthanasia accompanied by organ removal. Total 

and differential leukocyte counts, cytokine dosage and histological assessment were analyzed. 

Treatment with Hev b 13 resulted in a significant decline in total and differential leukocytes as 

well as suppression of TNF-α and IL-6 production, associated with the increase in IL-10 and IL-

4 in plasma and lung tissue. Moreover, it reduced morphological and pathological changes found 

in the lungs, including neutrophil infiltration, edema and alveolar thickening.  The present study 

concluded that Hev b 13 exerts anti-inflammatory effects and attenuates lung lesions in septal 

rats, showing potential for clinical application. 

 

Proteína do latex de Hevea brasiliensis “Hev b 13” atenua resposta inflamatória sistêmica 

e lesão pulmonar de ratos com sepse 

Resumo: Sepse induz uma resposta inflamatória sistêmica grave podendo resultar em disfunção 

de múltiplos órgãos e morte. Pesquisas utilizando uma proteína derivada do látex natural de 

Hevea brasiliensis (seringueira), denominada Hev b 13 tem demonstrado importantes efeitos 

anti-inflamatórios, mas nenhum dado foi publicado dos seus efeitos na sepse. O objetivo deste 

estudo foi investigar os efeitos da Hev b 13 na resposta inflamatória e na lesão pulmonar de ratos 

com sepse. Ratos machos da linhagem Wistar foram submetidos a ligação e perfuração do ceco 

(LPC), randomizados em grupos e tratados com as doses 0,5/2,0/3,0 mg/Kg de Hev b 13 

subcutâneo. Após subdividiu-se os animais em três pontos diferentes de tempo (1, 6 e 24 horas 

após os tratamentos) para coleta de amostras sanguíneas e eutanásia com remoção dos órgãos. 

Contagem total e diferencial de leucócitos, dosagem de citocinas e avaliação histológica foram 

analisadas. O tratamento com a Hev b 13 resultou em diminuição significativa de leucócitos 

totais e diferenciais bem como suprimiu a produção de TNF-α e IL-6, associado ao aumento de 

IL-10 e IL-4 no plasma e tecido pulmonar.  Além disso, reduziu as alterações morfológicas e 

patológicas encontradas nos pulmões, incluindo infiltrado de neutrófilos, edema e espessamento 

alveolar.  Este estudo concluiu que a Hev b 13 tem efeitos anti-inflamatórios e atenua lesões 

pulmonares em ratos com sepse, apresentando potencialidades para aplicabilidade clínica. 
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1. Introduction 

Sepsis is defined as life-threatening organ dysfunction caused by a dysregulated host 

response to infection (Shankar-Hari et al., 2016). Despite recent advances in surgical techniques 

and intensive medicine, global mortality of patients with sepsis remains high, ranging between 

30% and 50%. Sepsis, responsible for 200,000 deaths per year in the United States, has become 

the primary cause of death in hospitals in the 21st century (Iwashyna et al., 2012; Kaukonen et 

al., 2014). 

During the development of sepsis, bacterial components activate transmembrane 

recognition proteins, also called toll like receptors (TLRs), which recognize pathogen-associated 

molecular patterns (PAMPs). These initiate an immunological cascade resulting in the release of 

pro-inflammatory interleukins, including the tumor necrosis factor (TNF-α), interleukin (IL) 1, 

IL-2, IL-6, IL-8, and IL-12, among others (Bin et al., 2016). Overproduction of these 

inflammatory mediators (cytokine storm) induces vasodilation, increased capillary permeability, 

hypotension, hemoconcentration, macromolecular leakage and edema, and may lead to multiple 

organ dysfunction syndrome (MODS), where the lungs are the most frequently affected (Matsuda 

et al., 2006; Stearns et al., 2011; Ates et al., 2015).  

 The response of the host to pathogenic agents must be strictly regulated since the 

consequences of exacerbated inflammation may be more lethal than the original pathogenic 

aggression itself. In addition to the intense pro-inflammatory activity, anti-inflammatory 

interleukins IL-4, IL-5, IL-10, IL-11 and IL-13 are also produced. These are directly implicated 

in the weakening of responses to etiological agents, generating the compensatory anti-

inflammatory response syndrome (CARS) (Ward Pa, 2011). This is more intense in situations 

where the patient survives the disturbances related to systemic inflammation (Gomes et al., 

2016). 
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To date, there are no effective drugs on the market to counterbalance the acute 

inflammatory response. One of the promising therapies for sepsis is recombinant human activated 

protein C (drotrecogin alfa). Despite being a potent anticoagulant and its recognized anti-

inflammatory role in reducing lethality when administered early in patients with high risk of 

death, its effectiveness was questioned after the occurrence of serious hemorrhagic episodes 

(Ranieri et al., 2012). Thus, new therapeutic approaches that might decrease mortality associated 

with this serious condition are highly valuable. 

 Hev b 13, a protein derived and purified from Hevea brasiliensis latex, was capable of 

potentiating human mononuclear cells in the presence of phytohemagglutinin, to produce IL- 10 

and TGF-β. Furthermore, it inhibited TNF-α, IL- 1β and IL- 6 production (Teixeira et al., 2012a). 

In other experiments using animal models of ulcerative colitis and rheumatoid arthritis, treatment 

with the Hev b 13 fraction demonstrated an important regression of the lesions under study 

(Teixeira et al., 2012ab). The ability of Hev b 13 to inhibit pro-inflammatory and stimulate anti-

inflammatory cytokine production suggests that this protein may modulate systemic 

inflammatory response syndrome - SIRS. Thus, the aim of this study was to investigate the effects 

of Hev b 13 on inflammatory response, as well as its repercussion on pulmonary dysfunction in 

rats with experimentally-induced acute sepsis. 

2.  Material and Methods 

2.1 Obtaining protein Hev b   

The protein fraction Hev b 13, derived from the serum of Hevea brasiliensis latex, was 

kindly donated by the Pele Nova Biotechnology Laboratory in Ribeirão Preto, São Paulo state, 

Brazil (batch no. 1502-243). 
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2.2 Experimental animals 

Adult male Wistar Rattus norvegicus albinus rats, weighing between 200 and 300 grams, 

obtained from the Central Vivarium of the Pontifical Catholic University of Goiás (PUC- GO), 

were used. The experiment, which followed international guidelines and those of the Brazilian 

Society of Laboratory Animal Sciences (SBCAL), was approved by the Animal Ethics 

Committee of PUC-GO under protocol no. 0008/1.  

2.3 Sepsis induction by cecal ligation and puncture (CLP) 

The animals were intramuscularly anesthetized in the anterior surface of the right thigh 

with a mixture of 2% xylazine hydrochloride (2.5mg/kg) and 10% ketamine hydrochloride 

(50mg/kg - Syntec - São Paulo - Brazil), and then submitted to midline laparotomy with a 1-cm-

long incision to expose the cecum and adjacent areas. Next, cecal ligation was performed with a 

3.0 silk thread at the base, below the ileocecal valve, and punctured twice with a 14- gauge 

needle. The cecum was then pressed to induce fecal evacuation through the punctured area and 

returned to the peritoneal cavity.  The abdominal wall was sutured in two layers with 4.0 

mononylon and simple running sutures (Abd El-Latif AA et al., 2016). Finally, hydration was 

performed with a single subcutaneous 5 mL dose of Ringer’s lactate and the animals were 

returned to their cages, fed the appropriate ration for the species and given water ad libitum. 

2.4 Groups and treatments 

Randomization was carried out 6 hours after sepsis-induced surgery in 4 groups: rats 

submitted to cecal ligation and puncture and treated only with 0.9% saline solution (CLP control 

group); rats submitted to CLP and treated with a single dose of 0.5mg/2.0mg/ and 3.0mg/Kg of 

protein Hev b 13 (groups Hev b 13 dose 0.5/2.0 and 3.0mg/Kg). The animals were then 

subdivided into three different points in time (1, 6 and 24 hours after the treatments), for 

anesthesia and blood collection via cardiac puncture, followed by euthanasia and removal of the 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abd%20El-Latif%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27743598
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lungs. The same biological material was also collected from healthy animals to obtain reference 

values.   

2.5 Leukogram 

Blood samples were diluted in Turk’s solution (Audaz Reagentes Tecnológicos - São 

Paulo - Brazil) and pipetted in a Neubauer chamber for visualization and total leukocyte count 

under optical microscope (Nikon, Eclipse E – 400X magnification). For differential counting, 

swabs of new blood samples were taken and stained with Panótico (Laborclin -  Paraná - Brazil) 

to identify leukocytes by their morphological specificities. 

2.6 Cytokine detection  

2.6.1 Plasma preparation 

 The blood collected was deposited in tubes with ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) 

and centrifuged at 1000 rpm, for 30 minutes at a temperature of 4°C to separate the plasma, then 

aliquoted and stored in a freezer at -80°C until dosing. 

2.6.2 Preparation of tissue samples 

Fragments of lung were removed and weighed on a precision scale, stored in tubes with 

200 µL of 1X phosphate buffered saline (PBS) and 1% protease inhibitor (Sigma - Missouri - 

USA), and kept in the freezer at -80°C until dosing. The tubes were thawed and added with 15 

mL/mg of 1X PBS and 10% lysis buffer (Tris buffer - 100mM Tris - HCL, 1.5 M NaCl, 10% 

TRITON X-100, 50 mM EDTA), manually macerated, homogenized using an Ultra Stirrer 

(Scientific SDN BHD, Ehsan, Malaysia) and then centrifuged at 10,000 rpm (Gokcinar et 

al.,2013). The supernatant from the macerate was used for doses. 
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2.6.3 Enzyme-linked immunosorbent assay (Elisa) 

The concentrations of TNF-α, IL-6, IL-10 and IL4 were determined using 

immunoenzymatic assay kits (BD- Biosciences), according to manufacturer’s recommendations. 

All the plasma and supernatant samples were measured in duplicate. 

2.7 Histological analysis 

Lungs were immersed in 10% buffered formalin and routinely included in paraffin. Strips 

of tissue were cut at a thickness of 5μm, mounted on slides and stained with hematoxylin-eosine. 

The slides (n=8) were examined by an experienced pathologist blind to the treatments, under a 

light microscope using 200X magnification (100 fields per section). Lung tissue lesions were 

classified as (0) normal (0% of the area); (1) mild (25%); (2) moderate (50%); (3) significant 

(75%), (4) severe (100%) in the following categories: neutrophil infiltration, interstitial edema, 

hyperemia, hemorrhage, thickening and necrosis. The sum of the scores obtained in each 

category was used in semiquantitative analysis (Zhou, et al 2015). 

2.8 Statistical Analysis 

Statistics were analyzed using the GraphPad Prism 6.05 program (San Diego, CA, USA), 

and the results presented as mean ± standard deviation. Analysis of variance (ANOVA) and 

Tukey’s test were used to check for significant leukogram and cytokine level differences. The 

Kruskal-Wallis test was used to compare histological categories. A significance level of p <0.05 

was adopted for all analyses. 

3. Results 

3.1 Effects of treatment with Hev b 13 on the leukogram 

The animals submitted to CLP (CLP control) exhibited progressive leukocytosis in 

accordance with sepsis evolution. However, the increase in total, mature and basophil leukocytes 

in the groups treated with Hev b 13 at all doses (0.5/2.0/3.0mg/kg) was significantly lower than 
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in the CLP control group after 1 hour of treatment (p <0.05; Table 1). The same occurred in 

nearly all leukocyte types at 6 and 24 hours, except for eosinophils (Tables 2 and 3). There was 

no significant difference in leukocyte values among the treatments.  

3.2 Efjects of Hev b 13 on plasma cytokines 

3.2.1 TNF-α and IL-6 

Analysis of CLP controls, whose animals were not treated, showed that plasma levels of 

TNF-α reached their production peak in 1 hour, declining according to sepsis evolution (Figures 

1 A, B and C). In animals treated with doses of 2.0 and 3.0mg/kg of Hev b 13, there was a 

significant reduction in TNF- α levels in relation to CLP controls after 1 and 6 hours of treatment 

(p <0.05; Figure 1 A, B). No significant difference was observed between doses in terms of 

reducing TNF- α levels.  IL-6 exhibited its production peak at 6 hours (Figure 1 D, E and F), and 

was significantly lower after treatment with all doses of Hev b 13 (p <0.05). At the other times, 

there was no significant reduction in IL-6 (Figure 1 D and F).  

3.2.2 IL-10 and IL-4 

The production peak of IL-10 was detected at 6 hours (CLP control in Figure 1 G, H and 

I). After treatment with 2.0mg/kg of Hev b 13, the plasma levels of IL-10 rose significantly in 

relation to CLP control at 1 and 24 hours (p <0.05; Figure G and I). At all times, the 2.0mg/Kg 

dose was more active in increasing IL-10 production than the other treatments (Figure G, H and 

I). Finally, the dose of IL-4 in plasma reached its production peak in 1 hour, and treatment with 

a dose of 2.0mg/Kg was responsible for significantly increasing its concentrations in relation to 

CLP controls at all times (p <0.05; Figure 1 J, L and M). The dose of 3.0mg/Kg also significantly 

increased IL-4 concentrations compared to CLP controls, but only at a time of 1 hour (Figure J). 

Among the treatments, the 2.0mg/kg dose was the most active in increasing IL-4 concentration, 

mainly when compared to the dose of 0.5mg/Kg. 
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3.3 Effects of Hev b 13 on lung tissue cytokines  

3.3.1 TNF-α and IL-6 

In lung tissue, the results demonstrated that the production peak of TNF-α and IL-6 

occurred at 1 hour in the CLP groups (Figure 2 A and D). After treatment with a dose of 

2.0mg/Kg, there was a significant decline in TNF-α levels at 1 and 24 hours (p <0.05; Figure 2 

A and C), and IL- 6 at 24 hours (Figure 2 F). The 3.0 mg/kg dose also significantly reduced TNF-

α and IL-6 levels in relation to CLP controls, at all treatment times (p <0.05; Figure 2 A, B, C, 

D, E and F). The 3.0mg/Kg dose was more active in decreasing TNF-α and IL-6 production 

compared to 0.5mg/Kg at practically all the times. 

3.3.2 IL-10 and IL-4 

In CLP controls, there was no minimum or maximum production peak for IL-10 in lung 

tissue, with similar production at all the times analyzed. However, IL-10 was significantly higher 

at a dose of 2.0mg/Kg at all the times, when compared to CLP controls (p <0.05; Figure 2 G, H 

and I). The production peak of IL-4 in lung tissue occurred at 6 and 24 hours, with a significant 

increase after treatment at a dose of 2.0mg/Kg at all times (p <0.05; Figure 2 J, L and M). The 

3.0mg/Kg dose also raised IL-4 tissue levels at 1 hour (Figure 2 J).    

3.3 Effects of Hev b 13 on pulmonary histology 

In CLP controls a number of morphological changes were observed at the first time 

analyzed, including inflammatory cell infiltration, interstitial edema and lung congestion. These 

alterations increased gradually with the evolution of sepsis. However, treatments with Hev b 13 

at doses of 2.0 and 3.0mg/Kg significantly attenuated these histopathological lesions at 6 and 24 

hours (p <0.05; Figure 3 A and B). 
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4. Discussion 

A number of animal models have been used to study the physiopathology of sepsis. The 

greatest challenge is to mimick the clinical complexity of human sepsis and test possible 

therapeutic targets. The CLP method, the most widely used in scientific research, is considered 

the gold standard (Ercan and Ozdemir, 2015; Bin et al., 2016). In this study, the CLP model was 

used in rats to investigate the anti-inflammatory effects of Hev b 13 during sepsis.  

Subcutaneous administration of Hev b 13 initially resulted in a significant decline in total 

and differential leukocytes (Tables 1, 2 and 3). During interpretation of these first results, the 

hypothesis was raised that leukopenia could have been caused by their redistribution from the 

vascular compartment to the injury site. Leukocytes combat localized infection, preventing 

systemic dissemination. By contrast, their adherence to the endothelium causes microvessel 

narrowing, directly influencing blood flow and modulating oxygen supply (Cohen, 2002). These 

cell infiltrates also release pro-inflammatory cytokines, where TNF-α is especially influential in 

recruiting more neutrophils, and may directly affect tissue via the accumulation of lysosomal 

enzymes and free radicals (Hansen et al, 2011; Stearns et al., 2011).  

Next, analysis of the other results, with a decrease in TNF-α and IL-6 production 

associated with a rise in plasma IL-10 and IL-4 (Figure 1) and lung tissue (Figure 2), shows that 

Hev b 13 exerted dose-dependent anti-inflammatory effects, likely suppressing the release of 

leukocytes from the bone marrow or lymphoid organs into the blood.  In line with the other 

findings, the administration of Hev b 13 attenuated the morphopathological lesions found in 

lungs during sepsis, including neutrophil infiltration, edema and alveolar thickening (Figure 3).   

The inflammatory response in sepsis is characterized by excess production of pro-

inflammatory cytokines, primarily TNF-α, IL-1β and IL-6, such that production of anti-

inflammatory mediators is not adequately counterbalanced, mainly in the initial phase (Sagy et 

al., 2013). This imbalance in cytokine production causes endothelial lesions, pulmonary edema 



 
 

52 
 

and hemorrhage, and may evolve to terminal complications associated with sepsis (MODS) 

(Zhou et al., 2015). The association between higher concentrations of pro-inflammatory 

cytokines in the acute phase of sepsis and the unfavorable evolution of organic dysfunctions have 

been studied and confirmed (Chien et al., 2011; Machado et al., 2011; Saad et al., 2016). 

Interfering in the excessive production of these mediators during the acute phase of sepsis, as 

occurred in our study, may result in better prognosis of the disease. Treatments with pro-

inflammatory cytokine inhibitors (antibodies, soluble receptors and anti-inflammatory cytokines) 

have provided advantages in the experimental models of severe sepsis (Opal et al., 1997; Lomas-

Neira, 2012).  

Studies with Hev b 13 have demonstrated the biological ability of reducing pro-

inflammatory cytokine production and increasing anti-inflammatory production of cytokines 

such as IL-10. The same protein also significantly improved the clinical and histopathological 

condition of arthritis and colitis in experimental models, suggesting anti-inflammatory potential 

(Teixeira et al., 2012ab). Thus, the immunomodulating effects of the Hev b 13 fraction in rats 

with sepsis, induced by injection of Acinetobacter baumannii into the peritoneal cavity after 

lesion in the pancreas and stomach, were investigated during earlier experiments in our 

laboratory, with a notable increase in IL-10 production and reduction of IL-6 in lung tissue (data 

not published). Our results corroborate evidence showing that the Hev b 13 protein acts as an 

anti-inflammatory, and to date no studies have been published regarding its effects on sepsis. 

 IL-10 is the most important anti-inflammatory cytokine found in human immune 

response (Opal, DePalo, 2000). In addition to negatively modulating Th1, it deactivates the 

synthesis of pro-inflammatory cytokines from monocytes/macrophages and inhibits cell 

migration (Hong et al., 2014). The protective effects of IL-10 in experimental sepsis may be 

associated with the sepsis induction model (CLP or LPS- lipopolysaccharide) and intervention 

time (Kalechman et al., 2002), but in general, treating septic rats with IL-10 delays lethality, 

increases survival, and extends the therapeutic window (Remick et al., 2000). By contrast, IL-10 
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administered after septic shock, irrespective of induction methodology, may have limited 

therapeutic benefits, given the prolonged state of immunosuppression in the late phase of the 

disease (Lafiti et al., 2002).  Interleukin-4, the dominant mediator of Th2 profile, is known to 

play an important role in the pathogenesis of sepsis, but its precise function during the course of 

the disease remains unknown (Wibke et al., 2013). Preliminary clinical investigations 

demonstrated the potent anti-inflammatory action of IL-4, with a significant increase in the 

survival of septic mice exposed to lethal doses of LPS (Baumhofe et al., 1998). 

Progressive interstitial edema in the pulmonary vascular endothelium is inherent to the 

inflammatory process during sepsis, where pro-inflammatory cytokines contribute significantly 

to this process (Matthay et al., 2012). In this study, a single dose of Hev b 13, administered 6 

hours after CLP surgery, was able to attenuate pulmonary lesions caused by sepsis at different 

points in time. This could be explained by the reduced amount of TNF and IL-6 in the lung tissue 

of animals. This finding is relevant, given that most patients with severe sepsis develop acute 

pulmonary lesions (APL), with high morbidity and mortality indices (Gokcinar et al., 2013; Ates 

et al., 2015).  

5. Conclusions 

Our results show that Hev b 13 displays anti-inflammatory properties in sepsis associated 

with a reduction in TNF-α and IL-6, as well as a simultaneous increase in IL4 and IL-10 at both 

the systemic and tissue level. It also exhibits protective effects against sepsis-related pulmonary 

organic dysfunctions. Thus, we suggest that dose-dependent treatment with Hev b 13 has 

therapeutic potential for sepsis during the acute phase. Manipulating immunoregulators will 

benefit patients with sepsis, and will likely be increasingly used in clinical practice as studies 

progress. New experiments should be conducted using multiple doses of Hev b 13 involving 

different organs to elucidate their immunocellular effects on sepsis.  
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Figures and Tables 

Figure 1. Effects of Hev b 13 on plasma cytokines of rats with sepsis. Six hours after cecal ligation and puncture 

(CLP), the animals were treated with Hev b 13 (doses: 0.5/2.0/3.0mg/Kg) and euthanized at 1, 6 and 24 hours to 

collect blood samples and doses of TNF-α, IL-6, IL-10 and IL-4. Data are presented as means±SD and expressed 

as pictograms of cytokines/milliliter of plasma (n=8). *(p<0.05) indicates significant groups as analyzed by 

ANOVA followed by Tukey’s test. The normal group is presented only as reference. 
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Figure 2. Effects of Hev b 13 on lung tissue cytokines in rats with sepsis. Six hours after cecal ligation and puncture 

(CLP), the animals were treated with Hev b 13 (doses: 0.5/2.0/3.0mg/Kg) and euthanized at 1, 6 and 24 hours to 

collect blood samples and doses of TNF-α, IL-6, IL-10 and IL-4. Data are presented as means ±SD and expressed 

as pictograms of cytokines/milliliter of plasma (n=8). *(p<0.05) indicates significant groups as analyzed by ANOVA 

followed by Tukey’s test.
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Figure 3.  Effects of Hev b 13 on the pulmonary histology of rats with sepsis. (A) Lung tissue sections were stained with Hematoxylin-Eosin. The images were selected from the different 

experimental groups of time and doses, with normal images used only as reference (200x magnification; scale bar 100 µm). (B) Semiquantitative analysis of pulmonary lesions. Slides were assessed 

as: normal (0), mild (1), moderate (2), significant (3) and severe (4), in the following categories: neutrophil infiltration, interstitial edema, hyperemia, hemorrhage, thickening and necrosis. The 

sum of the categories was analyzed by the Kruskal-Wallis test (p<0.05; n=8). The normal group was presented only as reference. 
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Table 1: Leukogram of the different groups 1 hour after treatments. 

Parameters 
(103µL) Normal 

 

 

CLP control 

 Hev b 13  

0.5mg 2.0mg 

 

3.0mg 

Total Leukocytes 

Mean (±SD) 

Variation 

3,290(±388) 

2,900-3,800 

7,800(±1,586) 

5,450-8,850 

4,781(±1,800)* 

2,300-7,400 

3,000(±875)* 

1,600-4,350 

 

3,660(±1,177)* 

2,550-5,150 

Mature 

Neutrophils 

Mean (±SD) 

Variation 

1,357(±215) 

1,064-1,580 

5,418(±1,220) 

4,033-6,660 

2,381 (±970) * 

989-3,623 

1,182(±321) * 

768-1,677 

 

2,201(±845) * 

1,275-3,193 

Immature 

Neutrophils 

Mean ((±SD) 

Variation 

482(±278) 

217-874 

839(±476) 

383-1,485 

1,135(±643) 

391-2,294 

879(±322) 

320-1,197 

431(±201) 

282-773 

Lymphocytes  

Mean (±SD) 

Variation 

 

1,341(±304) 

986-1,710 

 

1,135(±541) 

692-1,816 

 

1,054(±364) 

648-1,742 

 

770(±448) 

367-1,566 

 

865(±313) 

390-1,269 

Eosinophils 

Mean (±SD) 

Variation 

 

0(±0) 

0-0 

 

78(±72) 

0-173 

 

44(±42) 

0-129 

 

36(±31) 

0-87 

 

35(±21) 

0-51 

Monocytes 

Mean (±SD) 

Variation 

 

42(±22) 

29-76 

 

200(±126) 

82-346 

 

115(±102) 

23-345 

 

72(±33) 

32-131 

 

67(±30) 

29-103 

Basophils 

Mean (±SD) 

Variation 

 

50(±22) 

29-76 

 

126(±48) 

82-173 

 

50(±15)* 

27-74 

 

60(±17)* 

32-87 

 

58(±28)* 

25-103 
SD= Standard Deviation, CLP= Cecal Ligation and Puncture, * Significant difference (p<0.05) in relation to the CLP control group compared 
by the ANOVA and Tukey’s tests. 

Normal= Values exhibited only as reference and not included in the statistical analysis. 

 
 

 

 

Table 2: Leukogram of different groups 6 hours after treatments.  

Parameters 
(103µL) Normal 

 

 

CLP control 

 Hev b 13  

0.5mg 2.0mg 

 

3.0mg 

Total leukocytes 

Mean (±SD) 

Variation 

3,290(±388) 

2,900-3,800 

9,087(±487) 

8,600-9,750 

3,650(±917)* 

2,150-4,750 

3,171(±844)* 

2,040-4,500 

 

3,470(±568)* 

2,600-4,050 

Mature 

Neutrophils 

Mean (±SD) 

Variation 

1,357(±215) 

1,064-1,580 

5,625(±905) 

4,628-6,825 

1,802(±497) * 

1,076-2,517 

1,526(±515) * 

837-2,385 

 

1,873(±434) * 

1,222-2,277 

Immature 

Neutrophils 

Mean ((±SD) 

Variation 

482(±278) 

217-874 

1,549(±517) 

877-2,136 

724(±285)* 

419-1,118 

816(±235)* 

472-1,170 

823(±190)* 

547-113 

Lymphocytes  

Mean (±SD) 

Variation 

 

1,341(±304) 

986-1,710 

 

1,456(±364) 

946-1,780 

 

955(±411) 

495-1,860 

 

687(±254)* 

328-943 

 

651(±239)* 

379-1,013 

Eosinophils 

Mean (±SD) 

Variation 

 

0(±0) 

0-0 

 

66(±44) 

0-91 

 

34(±33) 

0-93 

 

31(±30) 

0-89 

 

46(±33) 

0-81 

Monocytes 

Mean (±SD) 

Variation 

 

42(±22) 

29-76 

 

252(±99) 

178-390 

 

70(±35)* 

21-139 

 

61(±18)* 

41-89 

 

29(±16)* 

0-40 

Basophils 

Mean (±SD) 

Variation 

 

50(±22) 

29-76 

 

136(±54) 

89-195 

 

62(±30)* 

21-95 

 

48(±14)* 

20-61 

 

46(±13)* 

34-67 
SD= Standard Deviation, CLP= Cecal Ligation and Puncture, * Significant difference (p<0.05) in relation to the CLP control group compared 

by the ANOVA and Tukey’s tests. 
Normal= Values exhibited only as reference and not included in the statistical analysis. 
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Table 3: Leukogram of the different groups 24 hours after treatments.  

Parameters 
(103µL) Normal 

 

 

CLP control 

 Hev b 13  

0.5mg 2.0mg 

 

3.0mg 

Total Leukocytes 

Mean (±SD) 

Variation 

3,290(±388) 

2,900-3,800 

12,716(±1,501) 

10,600-14,550 

4,212(±764)* 

2,700-5,300 

3,966(±541)* 

3,050-4,650 

 

4,114(±855)* 

3,000-5,050 

Mature 

Neutrophils 

Mean (±SD) 

Variation 

1,357(±215) 

1,064-1,580 

7,615(±1,050) 

6,572-9,022 

2,302(±487) * 

1,431-2,968 

1,969(±376) * 

1,495-2,604 

 

2,149(±628) * 

1,260-2,980 

Immature 

Neutrophils 

Mean ((±SD) 

Variation 

482(±278) 

217-874 

1,919(±255) 

1,599-2,226 

531(±214)* 

332-979 

473(±132)* 

279-622 

592(±193)* 

372-966 

Lymphocytes  

Mean (±SD) 

Variation 

 

1,341(±304) 

986-1,710 

 

2,715(±717) 

1,590-3,512 

 

1,213(±276)* 

837-1,615 

 

1,326(±312)* 

762-1,581 

 

1,178(±229)* 

806-1,392 

Eosinophils 

Mean (±SD) 

Variation 

 

0(±0) 

0-0 

 

85(±66) 

0-140 

 

45(±42) 

0-106 

 

45(±38) 

0-85 

 

62(±33) 

0-101 

Monocytes 

Mean (±SD) 

Variation 

 

42(±22) 

29-76 

 

212(±70) 

106-281 

 

61(±20)* 

40-89 

 

79(±38)* 

37-125 

 

54(±45)* 

0-101 

Basophils 

Mean (±SD) 

Variation 

 

50(±22) 

29-76 

 

169(±68) 

106-264 

 

59(±28)* 

27-106 

 

71(±25)* 

37-94 

 

76(±22)* 

43-101 
SD= Standard Deviation, CLP= Cecal Ligation and Puncture, * Significant difference (p<0.05) in relation to the CLP control group compared 
by the ANOVA and Tukey’s tests. 

Normal= Values exhibited only as reference and not included in the statistical analysis. 
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Resumo: Objetivo:  Hev b 13 é uma proteína obtida a partir do látex natural de Hevea 

brasiliensis, da família das Euforbiáceas conhecida popularmente como “seringueira”. Tem 

apresentado atividade imunomoduladora na artrite e colite mas seu papel na sepse não foi 

explorado. Foram investigados os efeitos da Hev b 13 na produção de citocinas e alterações 

histológicas no fígado durante a sepse aguda. Métodos: Ratos machos da linhagem Wistar 

foram submetidos a ligação e perfuração do ceco (LPC), randomizados em grupos e tratados 

com as doses 0,5; 2,0 e3,0 mg/Kg de Hev b 13 subcutâneo. Após, subdividiu-se os animais em 

três tempos diferentes (1, 6 e 24 horas após os tratamentos) para eutanásia e remoção do fígado, 

dosagem de citocinas e análise histológica. Resultados: O tratamento com a Hev b 13 inibiu a 

produção de TNF-α e IL-6, associado ao aumento de IL-10 de forma significativa (p<0.05) no 

fígado em comparação com o grupo controle. Além disso, reduziu significativamente (p<0.05) 

hemorragia, infiltrado inflamatório sinusoidal e degeneração hidrópica na histologia hepática. 

Conclusão: Hev b 13 desempenhou atividade anti-inflamatória e imunomoduladora protegendo 

o fígado de lesões durante a sepse aguda. 

Palavras-chave: Hev b 13, Hevea brasiliensis, resposta inflamatória, sepse, fígado 
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Introdução 

Sepse é uma inflamação sistêmica, potencialmente fatal, induzida por uma infecção 

causada por bactérias, fungos, vírus ou parasitas (Jones, Puskarich, 2014). Estimativas indicam 

que a sepse é a principal causa de morte e doença crítica em todo o mundo, representando mais 

de US$ 20 bilhões (5,2%) dos custos hospitalares totais dos EUA em 2011 (Fleischmann et al., 

2015). Além disso, há uma crescente conscientização de que os pacientes sobreviventes da 

sepse frequentemente apresentam incapacidades físicas, psicológicas e cognitivas de longo 

prazo com significativas implicações sociais (Iwashyna TJ et al., 2010; Shankar-Hari et al., 

2016). 

 A patogênese da sepse está associada a regulação ascendente das vias pró e anti-

inflamatórias. No entanto, quando o sistema imunológico se torna superativado em resposta a 

uma infecção existente, caracterizando a síndrome da resposta inflamatória aguda (SRIS), pode 

ocorrer disfunção orgânica, choque e morte (Stearns et al., 2011). A lesão hepática é uma das 

complicações mais comuns associadas a sepse (Li et al., 2016). Estudos incluindo 206 UTIs 

mostraram que nas primeiras 24 horas a incidência de lesões hepáticas e insuficiência hepática 

foi de 46,6% e 6,3%, respectivamente (Brun-Buisson et al., 2004). O fígado desempenha um 

papel importante no metabolismo energético e defesa do organismo contra patógenos, 

modulando os processos inflamatórios e liberando quantidades elevadas de várias citocinas. 

Durante a sepse, as citocinas pró-inflamatórias, incluindo o fator de necrose tumoral (TNF) -α 

e interleucina (IL)-6, têm efeito crucial na trajetória da doença e estão particularmente ligadas 

na progressão do choque séptico (Schulte et al., 2013; Saad et al., 2016). Estas citocinas podem 

ativar uma reação em cascata e levar a “tempestade de citocinas", agravando a resposta 

inflamatória (Bin et al., 2016). Em contrapartida, as citocinas anti-inflamatórias, como IL-10 e 

IL-4, também são encontradas extensivamente em pacientes sépticos e têm a função de abrandar 

as respostas imunes, comumente associadas a maior sobrevida (Gomes et al., 2016).  
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Diversos protocolos terapêuticos para sepse têm sido propostos nos últimos anos como 

a administração de antibióticos, corticosteroides e anticoagulantes, tudo isso acompanhado de 

moderno suporte hemodinâmico nas unidades de cuidados intensivos (UCI). Entretanto, mesmo 

com esses avanços, não existem melhorias significativas nas taxas de morbimortalidade, 

fazendo-se necessária a descoberta de novos potenciais alvos terapêuticos e/ou substâncias que 

pudesse equilibrar a resposta imunoinflamatória na sepse. As citocinas são alvos altamente 

promissores, principalmente com a elucidação do papel desses mediadores na fisiopatologia da 

doença (Schulte et al., 2013). 

A Hev b 13, uma proteína homóloga obtida a partir do látex natural de Hevea 

brasiliensis, conhecida popularmente como “seringueira”, tem apresentado atividade 

imunomoduladora nos ensaios pré-clínicos, aumentando a produção de IL-10 e reduzindo TNF-

α, IL-1β e Il-6 in vitro (Teixeira et al, 2012a). Os mesmos autores demonstraram ainda 

evidências significativas de melhora nos quadros de artrite e colite em camundongos, após trem 

sido tratados com Hev b 13 por via oral (Teixeira et al., 2012ab).  Dados do nosso estudo 

anterior em ratos, confirmou que a Hev b 13 tem propriedades anti-inflamatórias na sepse 

associada a redução TNF-α e IL-6, concomitantemente ao aumento de IL4 e IL-10 tanto a nível 

sistêmico como tecidual. Além disso, possui efeitos protetores contra as disfunções orgânicas 

pulmonares causadas pela sepse (Araújo et al., 2018). No presente estudo, investigamos se o 

tratamento com a Hev b 13 possui algum efeito na produção de citocinas e nas alterações 

histológicas do fígado durante a sepse aguda. 

Material e Métodos 

Obtenção da proteína Hev b 13  

A fração proteica Hev b 13, derivada do soro do látex da Hevea brasiliensis, foi 

fornecida pelo Laboratório Pele Nova Biotecnologia - Ribeirão Preto - São Paulo - Brasil (lote 

1502-243). 
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Animais para experimentação 

Foram utilizados Rattus norvegicus albinus linhagem Wistar, machos adultos, 

apresentando peso corpóreo entre 200 a 300 gramas, procedentes do Biotério Central da 

Pontifícia Universidade Católica de Goiás- PUC- GO. O experimento seguiu normas 

internacionais e da Sociedade Brasileira de Ciências em Animais de Laboratório – SBCAL, 

com início somente após a aprovação do Comitê de Ética no Uso de Animais da PUC-GO 

protocolo n°0008/1.  

 Indução de sepse por ligadura e perfuração cecal (LPC) 

Cloridrato de xilazina 2% (2,5mg/kg) e cloridrato de cetamina 10% (50mg/kg - Syntec 

- São Paulo - Brasil) foram utilizados para anestesiar todos os animais. Uma incisão com cerca 

de 1 cm foi feita na parede abdominal, seguida de ligadura do ceco com fio de seda 3.0 em sua 

base e perfurado duas vezes com agulha calibre 14 G. O ceco foi então pressionado para 

provocar a saída de fezes pelo local perfurado e devolvido a cavidade peritoneal.  A parede 

abdominal foi suturada em dois planos com “mononylon” 4-0 e chuleio simples (Figura 1). Ao 

final, a hidratação foi feita com 5 mL de soro ringer lactato dose única via subcutânea e os 

animais devolvidos nas gaiolas, alimentados com ração própria para espécie e água ad libitum. 

 

Figura 1.  Método de indução de sepse por ligadura e perfuração cecal (LPC). Laparotomia mediana (A). 

Exposição do ceco (B). Ligadura do ceco (C). Perfuração do ceco com agulha calibre 14 (D). Sutura da parede 

abdominal (E). 
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Grupos e tratamentos 

A randomização foi realizada 6 horas após o procedimento cirúrgico de indução de sepse 

em 4 grupos: ratos submetidos a ligação e perfuração cecal e tratados apenas com solução 

fisiológica 0,9% (grupo controle LPC); ratos submetidos a LPC e tratados com dose única de 

0,5mg; 2,0mg e 3,0mg/Kg da proteína Hev b 13. Posteriormente, os animais foram subdivididos 

em três pontos diferentes de tempo (1, 6 e 24 horas após os tratamentos), para eutanásia e 

remoção do fígado. O mesmo material biológico foi coletado também de animais considerados 

hígidos (Grupo Normal) para obtenção de valores de referência.   

Detecção de citocinas  

Fragmentos do fígado foram retirados e pesados, acrescidos de 1% de inibidor de 

protease (Sigma - Missouri - USA), 15 mL/mg de PBS 1X e 10% de tampão de lise (Tampão 

de Tris - 100mM Tris - HCL, 1.5 M NaCl, 10% TRITON X-100, 50 mM EDTA), macerados 

manualmente, homogeneizados pelo aparelho Ultra Stirrer (Scientific SDN BHD - Ehsan - 

Malasya) e posteriormente, centrifugados à 10000 rpm. Utilizou-se o sobrenadante do 

macerado das amostras para as dosagens de TNF-α, IL-6, IL-10 e IL4 através do Enzyme-linked 

immunosorbent assay (Elisa) (BD- Biosciences) (Gokcinar et al., 2013) de acordo com as 

instruções recomendadas pelo fabricante. Todas as amostras de sobrenadantes foram 

mensuradas em duplicatas. 

Análise histológica 

Os fígados foram imersos em formol tamponado a 10% e rotineiramente incluídos em 

parafina. Fitas de tecido foram cortadas com 5μm de espessura, montadas em lâminas e coradas 

com hematoxilina-eosina. As lâminas (n=8) foram examinadas por um patologista experiente 

de forma cega aos tratamentos, em microscópio de luz utilizando aumento de 200/400X (100 

campos por seção). As lesões nos tecidos hepáticos foram classificadas em: (0) normal (0% 
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área); (1) leve (25% área); (2) moderada (50% da área); (3) acentuada (75% da área), (4) severa 

(100% área) nas categorias infiltrado inflamatório parenquimatoso, infiltrado inflamatório 

sinusoidal, hemorragia, degeneração hidrópica e necrose. A soma das pontuações obtidas em 

cada categoria foram utilizadas para análise semiquantitativa (Zhou, et al 2015). 

2.8 Análise estatística 

A estatística foi realizada pelo programa GraphPad Prism versão 6.05 (Inc. San Diego, 

CA, USA) e os resultados apresentados contendo média ± desvio padrão. Análise de variância 

(ANOVA) e Tuckey foram utilizados para testar as diferenças significativas dos níveis de 

citocinas. O teste Kruscal-Wallis foi empregado para comparar as categorias histológicas. Para 

todas as análises foi adotado nível de significância no valor de p <0.05. 

Resultados 

 Nos animais submetidos a ligadura e punção do ceco - controle CLP- os níveis teciduais 

das citocinas inflamatórias TNF- α e IL-6 estavam muito elevadas quando comparadas aos 

animais hígidos. Entretanto, após 1 hora de tratamento com todas as doses de Hev b 13, o TNF- 

α foi significativamente menor que no grupo controle CLP (p <0.05) (Figura 2 A). O mesmo 

repetiu-se após 6 horas com as doses de 2,0 e 3,0mg, bem como no tempo de 24 horas com a 

dose de 3,0mg (p <0.05) (Figura 2 B e C). Houve diferença significativa entre os tratamentos, 

contudo, a dosagem de 3,0mg foi mais eficaz em diminuir as concentrações de TNF- α no fígado 

em todos os tempos analisados. (Figura 2 A, B e C). Com relação a IL-6, não houve diferença 

significativa entre o grupo controle CLP e os tratados no tempo de 1 hora (Figura 2 D) (p>0,05). 

Nos tempos de 6 e 24 horas nas respectivas doses de 2,0 e 3,0mg, observou-se que os níveis de 

IL6 foram significativamente menores quando comparados ao controle CLP (p <0.05). Houve 

também diferenças significativas entre os tratamentos mas a dose de 3,0mg continuou sendo 

mais eficaz em diminuir as concentrações de IL-6 (Figura 2 E e F). A IL-10 aumentou de forma 

significativa com a dose de 3,0mg (p <0.05) após 1 e 24 horas de tratamento quando comparado 
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ao controle CLP (Figura 2 G e I). A produção de IL-4 no tecido hepático não apresentou 

diferenças significativas entre os grupos. 

Ademais, nos exames histológicos do tecido hepático, o grupo controle CLP apresentou 

várias alterações patológicas dentre elas hemorragia, infiltrado inflamatório sinusoidal e 

degeneração hidrópica, ocasionando alargamento e congestionamento de sinusóides com 

formação de edema (Figura 3 B e C). Após os tratamentos com Hev b 13, foi possível visualizar 

melhoria nas alterações encontradas (Figura 3 D, E e F), sendo a dose de 3,0mg de Hev b 13, 

nos tempos de 1 e 24h, responsável por reduzir de forma significativa (p<0.05) as alterações 

histopatológicas dentro das categorias analisadas (Figura 3 a,c).  

Discussão 

Hevea brasiliensis é uma das espécies mais pesquisadas da família das Euforbiáceas 

(Leela, Muhamed, 2006). No látex natural contêm diversos componentes químicos como 

proteínas, fosfolipídios, sais minerais, carotenóides e lipídios cujas propriedades biológicas 

vêm sendo exploradas e determinadas em modelos animais (Mrué et al, 2004, Teixeira et al., 

2012ab). Neste estudo, testamos se proteína Hev b 13 (derivada da fração F3 do látex), interfere 

na produção de citocinas bem como sua repercussão nas alterações histológicas hepáticas 

durante a sepse aguda. 

O fígado é um dos órgãos mais importantes e vulneráveis na sepse (Bin et al., 2016). 

Influência no metabolismo e defesa do hospedeiro modulando processos inflamatórios por 

filtração, inativação e limpeza de bactérias/endotoxinas, substâncias vasoativas, inflamatórias 

e proteínas de fase aguda (Spapen, 2008). As células de Kupffer (KCs) representam cerca de 

80% da população total de macrófagos fixos e quando ativados produzem radicais reativos do 

oxigênio e citocinas inflamatórias como IL-1, IL-6 e TNF-α (Nakashima et al., 2013). 

 Todo esse processo, quando exacerbado, decorre em peroxidação, edema celular e 

mitocondrial, consequentemente, induzem ou agravam lesões hepáticas (Chen et al., 2013). No 
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presente estudo a sepse foi induzida pelo modelo de CLP em ratos. O fígado é o órgão mais 

próximo do ceco e, após a perfuração, entra em contato direto com os lipopolissacarídeos, 

ademais, a veia porta hepática drena sangue de todo o sistema digestivo e glândulas acessórias. 

Em humanos, as infecções intra-abdominais são causas bem comuns de sepse (Al-Saidya, 

Ismail, 2013). Por essa razão, as citocinas inflamatórias secretadas pelas KCs, tendem a 

aumentar no fígado e plasma muito rapidamente. As correlações entre a produção de citocinas 

em sobrenadantes de KCs e no plasma já foram comprovadas (Yee et al., 2003).  

 No nosso estudo, a administração de Hev b 13 reduziu a produção de TNF-α e IL-6 no 

lisado de fígado dos ratos com sepse aguda de forma dose dependente. TNF-α e IL-6 estimulam 

a resposta imune inata ou adaptativa e favorece a produção de outros tipos de citocinas 

intensificando a resposta inflamatória. Podem ainda, aumentar a expressão de moléculas de 

adesão intercelular-1 (ICAM-1) e celular vascular-1 (VCAM-1), comprometendo a 

microcirculação hepática (Coquerel et al, 2014).  Além disso, o receptor -1 de TNF-α é capaz 

de induzir a apoptose dos hepatócitos por múltiplos caminhos (Ding, Yin, 2004). Estudos 

recentes revelaram que a IL-6 é um marcador de alta sensibilidade para infecções bacterianas 

graves (Ventetuolo et al., 2008). Aparece rapidamente na corrente sanguínea alcançando níveis 

máximos dentro de 2 horas após a infecção e seu estímulo persiste muito mais tempo do que a 

IL-1 e TNF-α (Song, Kellum, 2005). Níveis séricos de IL-6 e TNF-α diminuem quando a 

infecção é controlada e correlacionam com melhor prognóstico em escores Apache II 

(Chaudhry et al., 2013).          

 Nossos experimentos revelaram também, um aumento na produção de IL-10 no fígado 

dos animais tratados com a maior dose testada (3,0mg) nos tempos de 1 e 24h (Figura 2 G e I). 

Coincidentemente, a mesma dose e tempo atenuou de forma significativa as lesões hepáticas 

analisadas nos ratos com sepse, sobretudo, a degeneração hidrópica, que foi a alteração mais 

frequente nos animais sem tratamento.  Acreditamos que a IL-10 participou na supressão das 

demais citocinas inflamatórias e pode ter restringindo a agressão na membrana dos hepatócitos 
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durante o processo inflamatório intenso. Estes achados corroboram com outros autores que 

também apresentaram níveis de citocinas inflamatórias reduzidas e maior produção de IL-10 

após a administração de Hev b 13, tanto a nível sistêmico quanto tecidual, ao mesmo tempo, 

reduziu lesões nas articulações de joelho em artrite, cólon em colite e pulmões na sepse 

(Teixeira et al., 2012ab; Alves et al., 2016; Araújo et al., 2016).      

 Na sepse induzida por CLP, as citocinas TNF e IL-6 podem estar até 15 vezes aumentadas 

contribuindo para o desenvolvimento da síndrome disfuncional de múltiplos órgãos e sistemas 

(SDMO) e mortalidade elevada (Lafiti et al., 2002). Todavia, a administração de IL-10 

recombinante (rhIL-10) 5h após CLP (Lafiti et al., 2002), regulação ascendente da IL-10 através 

de transferência genética (Kabay et al., 2007) ou terapia hiperbárica (Buras et al., 2006) evitou 

lesões de órgãos e melhorou a sobrevida. Em voluntários humanos que receberam rhIL-10 após 

endotoxemia, verificou-se menos hipertermia, adesão de neutrófilos nos pulmões e produção 

de citocinas inflamatórias (Pajkrt et al., 1997). Esses resultados em paralelo com nosso estudo 

comprovam que, terapias visando atenuar a resposta inflamatória sistêmica podem restringir os 

danos celulares e consequentemente, as disfunções orgânicas na SRIS durante a sepse.  

Conclusão  

Concluímos que a administração de Hev b 13 foi capaz de aumentar a produção de IL-

10 e inibir TNF-α e IL-6, além de atenuar as lesões hepáticas induzida por sepse aguda, 

evidenciando um papel protetor através da atividade anti-inflamatória e imunomoduladora da 

proteína. Entretanto, faz-se necessário novos ensaios pré-clínicos com doses contínuas, 

inclusive antes da CLP, para elucidar todos os efeitos da Hev b 13 na resposta inflamatória 

durante a sepse. 
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Figura 2. Efeitos da Hev b 13 na produção de citocinas no tecido hepático de ratos com sepse. Após 6 horas de ligação e 

perfuração do ceco (LPC), os animais foram tratados com Hev b 13 (doses: 0,5/2,0/3,0mg/Kg) e eutanasiados nos tempos de 1 

,6 e 24 horas para coleta do fígado e dosagem de TNF-α, IL-6, IL-10 e IL-4. Os dados são apresentados como médias ±DP e 

expressos em picogramas de citocinas/miligramas de tecido (n=8). *(p<0,05) indica os grupos significativos entre si analisados 

pelo teste Anova seguido de Tukey.  
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Figura 3. Efeitos da Hev b 13 na histologia hepática de ratos com sepse (H&E, 200/400x; barra de escala 100 µm). Tecido 

hepático normal (A). Tecido hepático do controle CLP com edema (asterisco) (B). Visualização detalhada do quadrado em maior 

aumento, demonstrando degeneração hidrópica (seta longa), hemorragia (seta curta) e infiltrado inflamatório (cabeça de seta) 

(C). Tecido hepático com alterações morfopatológicas atenuadas nos grupos tratados com a dose de 3,0mg de Hev b 13 nos 

tempos de 1 hora (D), 6 horas (E) e 24 horas (F). Análise semiquantitativa das lesões hepáticas pelo teste Kruscal-Wallis 

(*p<0,05; n=8) (a,b,c). Grupo normal apresentado apenas para imagem e valores de referência não participando da estatística. 
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7. CONCLUSÕES GERAIS 

 O tratamento com a Hev b 13 resultou em diminuição significativa de leucócitos 

totais e diferenciais nos animais com sepse. 

 O tratamento com a Hev b 13 diminuiu a produção de TNF-α e IL-6, associado 

ao aumento de IL-10 e IL-4 no plasma dos animais com sepse. 

 No tecido pulmonar, o tratamento com a Hev b 13 diminuiu a produção de TNF-

α e IL-6, associado ao aumento de IL-10 e IL-4, atenuando as alterações 

patológicas encontradas nos pulmões dos animais com sepse. 

 No tecido hepático, o tratamento com a Hev b 13 diminuiu a produção de TNF-

α e IL-6, associado ao aumento de IL-10, atenuando as alterações patológicas 

encontradas no fígado dos animais com sepse. 

 A Hev b 13 apresentou atividade anti-inflamatória e protetora na sepse aguda 

com potencialidades para aplicabilidade clínica. 
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