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RESUMO
Tese de doutorado

Claudia Valéria de Araudjo

A regulacdo deficiente da resposta inflamatoria do individuo aos produtos microbianos € crucial
para a mortalidade de paciente com SIRS (sindrome da resposta inflamatdria sistémica) e sepse.
Vérios mediadores inflamatérios sdo liberados e a regulacdo da expressdo destes mediadores €
critica para a defesa do hospedeiro, mas também pode resultar em dano tecidual, disfuncédo
organica multipla e morte. Estratégias anti-inflamatérias sdo investigadas no tratamento da sepse.
Estudos tém focado em fatores transcricionais que possuem um interesse terapéutico, como
receptor nuclear PPARY (receptor ativado por proliferador de peroxissomo do tipo gama). Nosso
objetivo principal foi caracterizar o papel do PPARy na sepse experimental. Foram feitas analises
de sobrevida e parametros inflamatdrios, como eliminagdo bacteriana, producdo de mediadores
inflamatdrios e migracdo celular, além da avaliacdo da microcirculacdo cerebral 24 horas apos a
ligadura e pungdo cecal (CLP) em animais tratados com agonista de PPARy (Rosiglitazona) 15
min apos a inducédo de sepse. Observamos um aumento da sobrevida de camundongos submetidos
a CLP e tratados com Rosiglitazona. Em animais submetidos & sepse grave, a Rosiglitazona foi
igualmente eficaz em aumentar a sobrevida dos animais e induzir uma melhora no quadro clinico.
Nos animais tratados com Rosiglitazona houve um aumento nos niveis plsmaticos de mediadores
anti-inflamatorios como a I1L-10 e CCL2 e decréscimo de mediadores pro-inflamatérios como
TNF-a, IL-6 e de corplsculos lipidicos, sem alteracdo da glicemia. Houve uma diminuicao
plasmética da quimiocina CXCL1 nos animais tratados com Rosiglitazona quando comparados ao
grupo controle. Além disso, observamos um aumento na migracdo de neutrofilos peritoneaisl de
animais submetidos a CLP e o pds-tratamento com Rosiglitazona foi capaz de reverter este efeito.
Observamos que a Rosiglitazona diminuiu o nimero de unidades formadoras de coldnias (UFC)
do lavado peritoneal, que se correlacionou com o aumento no metabolismo oxidativo de células
fagociticas com a diminuig&o da taxa de mortalidade. Em um estudo in vitro com E.coli incubadas
com ligantes de PPARy observamos que ndao houve alteracdo do crescimento bacteriano,
mostrando que a Rosiglitazona ndo parece ter um efeito direto sobre o patdégeno. Em outro
experimento in vitro com neutréfilos humanos incubados com LPS ou E. coli,a Rosiglitazona
aumentou a eliminacdo bacteriana por estas células e levou a um aumento na formacéo de redes
extracelulares de neutréfilos (NETS) por estas células. O antagonista do PPARy, o GW9662 foi
capaz de reverter este efeito. A Rosiglitazona também foi capaz de aumentar a liberacdo da
proteina histona em polimorfonucleares (PMNs), um importante marcador na formacéo de NETs e
0 GW9662 reverteu este efeito. Nos experimentos de microcirculacdo cerebral, a Rosiglitazona
diminuiu o rolamento, a aderéncia dos leucécitos no endotélio vascular, assim como a rarefagdo
capilar, aumentando a perfusdo tecidual cerebral. Estes efeitos foram independentes de alteragdes
na pressao arterial média e frequéncia cardiaca. Nossos estudos indicam que a Rosiglitazona atuou
em diversos parametros da fisiopatologia da sepse, modulando a resposta inflamatoria,
aumentando a eliminacdo bacteriana, melhorando o quadro clinico e diminuindo a mortalidade em
camundongos sépticos. E de extrema importancia o entendimento dos mecanismos moleculares
envolvidos na sepse, para que possa servir de potencial manobra ou intervencdo terapéutica no
futuro.
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ABSTRACT

Tese de doutorado

Claudia Valéria de Araudjo

The defective regulation of the inflammatory response to microbial products is crucial in mortality
rate of patients with SIRS (systemic inflammatory response syndrome) and sepsis. Several
inflammatory mediators are released and the regulation in expression of these mediators is critical
for host defense, but can also result in tissue damage, multiple organ failure, and death. Anti-
inflammatory strategies are investigated for sepsis treatment. Studies have been focusing on
transcription factors with a therapeutic interest, such as the nuclear receptor PPAR vy (Peroxisome
proliferator-activated receptors y). Our main objective was to characterize the role of PPAR vy in
experimental sepsis. Survival analyzes were performed, as well as the inflammatory parameters,
such as bacterial clearance, inflammatory mediators productions and cellular migration. We
assessed the brain microcirculation 24 hours after CLP in animals treated with Rosiglitazone. Our
results have shown an increase in survival rate with Rosiglitazone treatment. In a model of severe
sepsis Rosiglitazone was equally effective in increasing the survival rate accompanied by an
improvement in clinical status. The Rosiglitazone treatment increased the inflammatory mediators
levels, such as IL-10 and CCL2 with a decrease of pro-inflammatory mediators such as TNF-a,
IL-6, as well as a decrease in lipid bodies formation. A reduction in chemokine CXCL1 was also
observed in animals treated with Rosiglitazone compared to control groups. An increase of
neutrophils migration was seen in the peritoneal cavity 24 hours after CLP and the Rosiglitazone
post-treatment was effective into reversing this parameter. A reduced number of colony forming
units (CFU) of peritoneal fluid was also observed in rosiglitazone treatment which was directly
correlated with an increase in oxidative stress and survival rate. However, in our experiments we
did not observed any alteration of animals blood glucose levels. In an in vitro study with E. coli
incubated only with PPARY ligands, no changes on bacterial growth was seen, demonstrating that
Rosiglitazone by itself does not have an effect on the pathogen. In another experiment with human
neutrophils incubated with LPS or E. coli in the presence of Rosiglitazone, we observed an
increase in the extracellular bacterial clearance mediated by netosis. The PPAR y antagonist,
GW9662, was able to reverse this effect. Rosiglitazone also enhanced the release of histone
protein in PMNs, an important marker of NETs formation, and this effect was abolished by
GW09662. During the assessement of cerebral microcirculation, Rosiglitazone decreased leukocyte
rolling and adhesion to the vascular endothelium, as well as the capillary rarefaction, resulting
with an improvement of brain perfusion. It was supposed that these effects were independent of
haemodynamic changes. Finally, our studies suggested that Rosiglitazone acts on several
parameters in the pathophysiology of sepsis by modulating the inflammatory response, increasing
the bacterial clearance, improving clinical score, and reducing mortality rate in septic mice. In
addition, it is extremely important in the understanding of molecular mechanisms involved in
sepsis syndrome, thus it might serve as a potential therapeutic intervention or maneuver in the
future.
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EPM - Erro padrdo da média

ERK - Quinases ativadas por sinal extracelular (do Inglés, Extracellular Signal-regulated
Kinases)

ET- Redes extracelulares (do Inglés, Extracellular Traps)

EUA — Estados Unidos da América

G-CSF - Fator estimulador de colénia de granulécitos (do Inglés, Granulocyte Colony
Stimulating Factor)

GM-CSF - Fator estimulador de col6nia de macrofago-granulécito (do Inglés, Granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF)

h —hora

HBSS — Soluc¢éo salina balanceada de Hanks (do Inglés, Hank's balanced salt solution)
HDAC - Histona deacetilase (do Inglés, Histone Deacetilase)

ICAM - (do Inglés, Intercellular Adhesion Molecule)

IFN - Interferon

IL - Interleucina

iNOS - Oxido nitrico sintase induzida (do Inglés, inducible nitric oxide sintase)

i.p. — Intraperitoneal

I.v. - Intravenosa

IRA - Insuficiéncia renal aguda

IRAK-1 - Proteina quinase associada ao receptor da IL-1 (do Inglés, Interleukin 1 receptor-
associated kinase)

IkB - Subunidade inibitoria kappa B (do Inglés, Inhibitory kappa B)

IKK - IkB quinase

KC - Homdloga murina da quimiocina IL-8 humana

JNK - ¢c-Jun N-terminal quinase (do Inglés, c-Jun N-terminal kinase)

LBP - Proteina ligante de LPS (do Inglés, LPS-Binding Protein)

LDL - Lipoproteina de baixa densidade (do Inglés, Low-Density Lipoprotein)

LFA - do Inglés, Lymphocyte Function-Associated antigen

fLNP - formil-metionil-leucil-fenilalanina

HSP70 - Proteina do choque térmico 70 (do Inglés, Protein Heat shock 70)

LO - Lipoxigenase
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LL-37- Catelicidina (do Inglés, Cathelicidin 37)

LPS — Lipopolissacarideo (do Inglés, Lipopolyssacharide)

LT - Leucotrieno (do Inglés, Leucotriene)

MAPK - Proteina quinase ativada por mitdgeno (do Inglés, Mitogen-Activated Protein K)
CCL2- Proteina quimiotatica para mondcitos-1/ligante membro da familia CCL2 (do Inglés,
Monocyte Chemotactic Protein-1)

MHC - Complexo principal de histocompatibilidade

MIP - Proteina inflamatoria de macréfagos (do Inglés, Macrophage linflammatory Protein)
MIF - Fator inibidor da migracdo de macréfagos (do Inglés, Migration Inhibitory Factor

min - minutos

MPO- Mieloperoxidase

mRNA - Acido ribonucleico mensageiro (do Inglés, Ribonucleic acid messenger)

MyD88 - Fator de diferenciacdo mieldide 88 (do Inglés, Myeloid Differentiation Factor 88)
NADPH - Nicotinamida Adenina Dinucleotideo-Fosfato (do Inglés, Nicotinamide Adenine
Dinucleotide Phosphate)

NF-kB - Fator nuclear kappa-B

NK — do Inglés, Natural Killer

NETs - Redes extracelulares formadas por neutréfilos (do Inglés, Neutrophil Extracelular
Traps)

NO - Oxido nitrico (Nitric Oxide)

NcoR — Receptor nuclear co-repressor (do Inglés, Nuclear receptor co-repressor)

NOD - Dominio de Oligomerizacdo Nucleotideo (do Inglés, Nucleotide-oligomerization
domain)

PAF - Fator de ativacdo plaquetaria (do Inglés, Platelet Activating Factor)

PAF-AH - Fator de ativacdo plaquetaria acetil hidrolase (do Inglés, Platelet activating factor-
acetylhydrolase)

PAMP - PadrGes moleculares associados a patogenos (do Inglés, pathogen-associated
molecular patterns)

PAT - do Inglés, Phosphinothricin N-acetyltransferase

PBMC - Células mononucleares do sangue periférico (Peripheral Blood Mononuclear Cell)
PBS - Solucéo Salina Tamponada por Fosfato (Phosphate buffered Saline)

PCA - Piruvato Carboxilase (Pyruvate Carboxylase)

PKC - Proteina quinase C (Protein Kinase C)

PG - Prostaglandina (Prostaglandin)

15dPGJ; - 15 deoxi -2,14 prostaglandina J;,
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PLA, - Fosfolipase A, (Phospholipase A,)

PMA - Phorbol Merystate Acetate

PMNs — Leucdcitos Polimorfonucleares (do Inglés, Polymorphonuclear Leukocyte)

PPAR - Receptor proliferador de Peroxissomo (do Inglés, Peroxisome Proliferator-Activated
Receptor)

PPRE - Elemento responsivo proliferador de peroxissomo (do Inglés, peroxisome proliferator
response element)

PRR - Receptor de reconhecimento de padrdes (do Inglés, Pattern Recognition Receptor)
PRP - Plasma rico em plaquetas
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RNS - Espécies reativas de nitrogénio (do Inglés, Reactive Nitrogen Species)

ROS - Espécies reativas de oxigénio (do Inglés, Oxigen Species)

RIG - Gene do &cido retindico induzivel (do Inglés, Retinoic induced-gene)

RXR — Receptor X retindide (do Inglés, Retinoid X receptor)

SDOM - Sindrome da disfungdo organica multipla

SIRS - Sindrome da resposta inflamatoria sistémica (do Inglés, Systemic Inflammatory
Response Syndrome)

SDMM- Sindrome da disfung¢do mitocondrial e microcirculatéria

SRC-1 (do inglés, Steroid Receptor Co-activator 1)

STAT - Transdutor de Sinal e Ativador de Transcri¢do (do inglés, Signal Transducer and
Activator of Transcription )

TBS - Solugdo Salina Tamponada por Tris (do inglés, Tris Buffered Saline)

TGF-p - Fator transformador de crescimento  (do inglés, Transforming Growth Factor /)
TLB - Proteina transducina do tipo 3 (do Inglés, Transducine Protein 5)

LTh - Linfécito T auxiliar (do inglés, Linphocyte T helper)

TLR - Receptores do tipo toll (do inglés ,Toll like receptors)

TNF - Fator de necrose tumoral (do inglés ,Tumor Necrosis Factor)

TOG - Creatinina e transaminase oxalacética glutamica

TPG -Transaminase pirtvica glutamica

TRAM - Molécula adaptadora relacionada a TRIF (do Inglés, TRIF-related Adaptor
Molecule)

TRIF - do Inglés, TIR domain-containing adaptor-inducing interferon-4

TRAF - Fator associado com receptor do TNF (do Inglés, Receptor-associated factor de TNF)
TSA - do Inglés, Trypticase Soy Agar

TIP- Proteina de interacdo de porcao terminal (do Inglés, Terminal interaction protein)
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1 Introducéo
1.1 Sepse: definicdo e epidemiologia

A Sepse € uma sindrome clinica caracterizada por inflamacdo sistémica em resposta a
uma infeccdo (1). Ela é determinada por um conjunto de efeitos tais como a taquipnéia,
alteracOes de temperatura, taquicardia e alteracBes no nimero de leucocitos. Além disso, a
sepse pode ser resultado tanto de um processo infeccioso causado por bactéria, parasitas,
fungos e virus, quanto ndo infeccioso, causado por traumas, queimaduras, choque
hipovolémico e pancreatite. Quando o paciente septico apresenta um quadro clinico de
hipoperfusdo ou hipotensdo tecidual e disfuncdo organica (como por exemplo, a acidose
latica, oligiria ou confusdo mental) determina-se que evoluiu para uma sepse grave. Além
disso, o quadro pode evoluir para choque séptico caracterizado por um quadro de hipotenséao
arterial ndo revertida pela expansao volémica adequada e administracdo de vasoconstritores
(1, 2).

Dados epidemioldgicos apontam que a incidéncia de sepse grave nos Estados Unidos da
América gira em torno de 750.000 casos/ano, acometendo trés individuos em cada mil
habitantes, resultando em 215.000 mortes/ano. A incidéncia para pacientes internados é
estimada em 2,26 casos por 100 altas hospitalares. Dados europeus indicam uma incidéncia
em torno de um caso por mil habitantes. Estes dados sdo ainda mais preocupantes se
considerarmos que a sepse aumentou 91,3% nos ultimos 10 anos, que a taxa de mortalidade
associada se mantém inalterada neste periodo e que a tendéncia ao 6bito da populacdo que
desenvolveu sepse em algum momento da vida é maior ao longo dos anos (3, 4). No Brasil,
nas Ultimas décadas, aproximadamente 25% dos pacientes internados nas Unidades de
Terapia Intensiva (UTIs) apresentam critérios diagnosticos para sepse grave e choque séptico,
com taxas progressivas de mortalidade por sepse (34,7%), sepse grave (47,3%) e choque
séptico (52,2%) (5). Além do mais, o estudo BASES (Brazilian Epidemiologic Sepsis Study),
mostrou dados estatisticamente semelhantes aos da literatura mundial, levando em
consideracdo a realidade de cinco UTIs do Sul e Sudeste do Brasil. Atualmente esse estudo
estd atravessando uma segunda fase, no qual mais regiGes do pais sdo abrangidas, com o
objetivo de avaliar a realidade brasileira envolvendo areas onde teoricamente 0s recursos sao
mais escassos, como 0 Norte e o Nordeste do pais (5). De uma forma geral, do ponto de vista
econdmico, a sepse representa gastos volumosos para o sistema de saide bem como perdas
significativas de produtividade decorrentes de longos periodos de internacdo e de alta
mortalidade associada (5, 6). No Brasil, os gastos com pacientes de UTI somaram 17,34
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bilhGes de reais, 0 que representa cerca de 30 a 35% dos gastos globais com a area de saude

(7).

1.2 Fisiopatologia da sepse

1.2.1 Reconhecimento de produtos microbianos e resposta inflamatdria

Apesar da inflamacdo ser essencial a resposta do hospedeiro, a sepse envolve uma
desregulacdo de uma resposta inflamatéria normal, podendo se manifestar por hipotenséo,
coagulopatia e disfuncdo dos 6rgdos (1). Durante um quadro infeccioso, 0 organismo
responde inicialmente de forma ndo especifica, liberando mediadores inflamatérios na
tentativa de eliminar o agente agressor. O sistema imune inato é a primeira linha de defesa do
hospedeiro e esta envolvido na deteccdo de diversos microorganismos invasores. Os
receptores da resposta imune inata sdo ativados por componentes de parede celular das
bactérias, como o lipopolissacarideo (LPS), que € uma molécula que estd intimamente
envolvida na fisiopatologia da sepse (8). Caso a resposta inata local ndo elimine o agente
infeccioso, ocorre a proliferacdo e disseminacdo do agente patogénico com liberagédo
exacerbada de mediadores inflamatorios locais e sistémicos, atingindo 6rgédos distais podendo
culminar na faléncia de mdultiplos de 6rgdos e morte (9). Essencialmente, qualquer
microorganismo pode causar sepse ou choque séptico, porém as bactérias sdo 0s agentes
etioldgicos mais comuns (2, 10). A maioria dos casos de sepse € devido as bactérias Gram-
negativas (E. coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter sp, Pseudomonas aeruginosa e
outras). Staphylococcus aureus e Streptococcus pnemoniae e outras bactérias Gram-positivas
sdo responsaveis pelos casos remanescentes. Nos pacientes imunossuprimidos, os fungos,
bem como as bactérias, também podem causar sepse (6, 10).

Os componentes da parede bacteriana sdo os principais ativadores desta resposta do
hospedeiro: as endotoxinas (LPS) dos microorganismos Gram-negativos e o acido teicoico
dos microorganismos Gram-positivos (11). O LPS é um componente da membrana externa de
bactérias Gram-negativas que através da sua deteccdo pelas células do sistema imune inato €
essencial para a defesa do hospedeiro e apresenta papel fundamental na patogénese da sepse
Gram-negativa (11-13). O processo de reconhecimento € iniciado pela ligacdo do
lipopolissacarideo a proteina de ligacdo do LPS (LBP, do inglés, LPS Binding Protein), que
liga a endotoxina ao receptor de superficie celular (CD14 e MD-2) presentes na superficie de
macrofagos, mondcitos e neutrofilos (14). Durante a infeccdo, as células do sistema imune

inato reconhecem produtos microbianos, chamados de padrdes moleculares associados a
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patégenos (PAMPS, pathogen-associated molecular patterns), tais como LPS, flagelina,
zimosan e peptidoglicano (15-17). O inicio da resposta do hospedeiro pelo reconhecimento
dos PAMPs durante a sepse, envolve trés familias de receptores de reconhecimento padrdo
(Pattern Recognition Receptor - PRRs): 1) receptores do tipo Toll (Toll like receptors-
TLRs); receptores do tipo NOD (Dominio de oligomerizacdo de nucleotideo - NOD-like
receptors) e receptores do tipo RIG-I (Gene do &cido retindico induzivel - Retinoic Induced-
Gene). A interacdo entre essas familias de PRRs assegura a eficiente coordenacao da resposta
imune inata, quer através de sinalizacdo sinérgicas ou cooperativas) (15, 18, 19).

Os TLRs sdo muito importantes para a ativacdao do sistema imunoldgico e sdo expressos
em células que formam a primeira linha de defesa do sistema imunoldgico, tais como
neutrdfilos, células dendriticas, macrdéfagos e células natural-killer. Os TLRs induzem a
expressao de diversos genes inflamatorios, a partir dos quais os produtos formados tém o
objetivo de eliminar o patdgeno invasor (18). No genoma humano foram identificados 10
diferentes tipos de TLRs, sendo o receptor TLR4 responsdvel pelo reconhecimento de
moléculas da maioria de bactérias gram-negativas (11, 20).

Até o presente momento, esforco significativo tem focado na caracterizacdo do complexo
da cascata de transducéo de sinal que sdo ativados pelos TLRs. O fator de transcricdo NF-kB
(Nuclear factor kB) é o regulador central na expressdo da inducdo de mediadores pro-
inflamatorios que contribuem para a resposta imune. O NF-kB é um fator de transcricdo homo
ou heterodimérico o qual se liga a sitio promotores de amplo espectro para diferentes genes
alvos. Os dimeros de NF-kB sdo mantidos inativados no citoplasma pela ligacdo com
proteinas IxB, que impede a sua translocagdo nuclear (20). A cascata de sinalizacdo do TLR
levara a fosforilagdo de IxB, resultando na sua degradagdo e na consequente translocaciao do
NF-kB para o nucleo, que em seguida ird se ligar ao DNA e dando inicio a transcri¢do de
genes alvos (21). A expressdo de genes dependentes da indu¢do do NF-kB exerce um papel
central na forte resposta pro-inflamatdria. A expressédo do gene pré-inflamatorio pelo TLRs é
igualmente regulado pela ativacdo da proteina quinase ativado por mitogeno, liderando a
fosforilagdo de multiplas proteinas, incluindo vérios fatores de transcri¢do. TLRs contam com
o0 recrutamento e ativacdo de moléculas adaptadoras intracelulares e cinases para a transducao
de seus sinais (figura 1.2.1). Por exemplo, a molécula adaptadora MyD88 se associa todos 0s
tipos de TLRs e é requerida na maioria dos casos para a sinalizacdo do NF-KB ativado por
mitdgeno, como na via de sinalizacdo das proteinas quinases (MAPK - Mitogen-Activated
Protein K) (22). As MAPK consistem em 3 principais tipos: quinase extracelular regulada por

sinal, p38 e quinase c-jun- N-terminal (JNK). Cada uma dessas proteinas podem ser ativadas



pelo LPS atraves da fosforilacdo da treonina e de residuos de tirosina no citoplasma, liderando

desta forma, a producao de mediadores inflamatorios, como as citocinas e quimiocinas (23).
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Figura 1.2.1: Mecanismo de transduc&o de sinal do receptor Toll-4 decorrentes da interacdo da
endotoxina bacteriana, o LPS. O reconhecimento do LPS pela célula é mediado por 3 diferentes
produtos génicos: CD14, receptores TLR-4 e MD-2. A ligacéo do LPS ao CD14 lidera a formacao de
um complexo formado por TLR4-MD-2, que por sua vez induz a dimerizacdo do TLR4. Uma vez
ativado, ocorre o recrutamento da proteina mieldide 88 (MyD88) e a associagdo ao receptor de
interleucina-1 ligado a proteina quinase (IRAK). Em seguida, a IRAK é fosforilada e se associa a
proteina adaptadora fator de necrose tumoral associado ao fator 6 (TRAF-6). A oligomerizacdo de
TRAF-6 ativa um membro de proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK3) a qual ativa direta ou
indiretamente a IkB quinase (IKK1) e IkB quinase 2 (IKK2). Estas quinases fosforilam IkB, causando
a sua degradacdo e a liberacdo do fator de transcricdo NF-kB, o qual transloca para o nucleo e induz a
transcricdo de uma ampla variedade de genes inflamatérios e da resposta imune. Figura adaptada de
Medzhitov & Janeway (24).



1.2.2 Mediadores inflamatorios na sepse

A medida que reconhecem produtos bacterianos, como as endotoxinas, as células do
sistema imune inato como macrdfagos e neutrofilos liberam varios mediadores inflamatorios,
dentre as quais as citocinas. Elas atuam como efetoras ou moduladoras da resposta
inflamatoria, a qual por sua vez exerce um papel crucial no desenvolvimento da sepse. Apesar
de as citocinas serem importantes para as fungdes homeostaticas, a sua producao e liberacéo
excessiva leva ao dano tecidual e consequentemente, a disfuncao organica (9).

Mediadores como TNF-a, as interleucinas (IL-1pB, IL-6, IL-8), o fator inibitério de
migracdo de macrofagos (MIF), e mediadores lipidicos (PAF - Platelet activating factor,
leucotrienos e prostaglandinas), tem sido fortemente associadas com a sepse (2, 11, 23). Em
humanos com sepse e em animais submetidos a modelos experimentais de sepse, as citocinas
sdo liberadas de maneira sequencial denominada “cascata de citocinas”. Neste contexto, o
TNF-a é apontado como mediador primario da inflamagdo, e é implicado com um grande
nimero de doencas infecciosas e ndo infecciosas (25). Ele esta associado com as
anormalidades hemodinamicas, leucopenia e coagulopatia observados no curso da doenca (23,
25, 26). Em animais, ap6s a injecdo de endotoxina bacteriana, a producdo de TNF-a ¢ ativada
e pode ser rapidamente detectada no plasma, entre 60 e 90 minutos. E ainda, 0 TNF-a é um
potente indutor da liberacdo de outras citocinas como a IL-1p, IL-6 e IL-8 (11, 23). Tanto a
IL-1B assim como o TNF-qa, induzem febre, sendo que a IL-1p ainda induz a produgdo e
liberagdo de IL-6 (2, 27). A IL-6 além de ser um mediador inflamatério, também funciona
como um marcador da gravidade da sepse. Ja foi descrito que niveis elevados de IL-6 e IL-8
sdo preditores no prognéstico da sepse e estdo associados com a disfuncdo de multiplos
Orgdos e a mortalidade precoce e tardia (28-30).

Outra citocina tem sido descrita como um mediador no choque séptico, 0 MIF que foi
originalmente descrito em células T ativadas que produziam e inibiam a migracdo de
macrofagos (31). O MIF é expresso constitutivamente em diferentes tecidos e células e, como
cérebro, células da glandula hipdfise anterior, adrenal, pulmao, intestino, rim pancreas e
células do sistema imune como macréfagos/mondcitos, neutrofilos, eosinéfilos, mastocitos,
linfocitos B e T, células dendriticas, células endoteliais e fibroblastos. Diversos estimulos
podem gerar a sintese e secre¢do de MIF como bactérias, virus, parasitas, LPS, TNF-a, entre
outros. Entre os diferentes efeitos do MIF, podemos destacar a atividade pré-inflamatéria e os
efeitos sobre a proliferagdo celular (32). Em modelos experimentais de endotoxemia, o nivel
aumentado desta citocina também estd associada com a severidade da sepse (23).

Corroborando com estes dados, em um estudo do nosso grupo com pacientes sépticos,
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observou-se uma correlacdo entre niveis aumentados de MIF e o prognéstico de sepse,
funcionando desta forma, como um importante marcador de severidade na sepse (32). Ainda
neste contexto, ja foi descrito que contraria a outras citocinas, como o TNF-a, IL-1-p e IL-8,
que requer a ativacdo de fatores de transcricdo, uma grande quantidade de MIF é estocada em
vacuolos citoplasmaticos, sendo portanto, rapidamente disponiveis para o0 uso (33).

Além das citocinas, mediadores lipidicos como o PAF e eicosandides como as
prostaglandinas e leucotrienos também estdo envolvidos na fisiopatologia da sepse podendo
causar hipotensdo, coagulacdo intravascular disseminada e imunossupressao (34). O PAF é
um fosfolipidio biologicamente ativo, implicado em diversas patologias. Ele é responsavel
pela ativacdo/agregacdo de plaquetas, podendo causar coagulagédo intravascular disseminada,
trombose e dano vascular (35). O PAF também modula a liberagdo de histamina e serotonina
das plaquetas, e regula a expressao de moléculas de adesdo e quimiotaxia em neutrofilos (35).
O mecanismo de acdo envolve a sinalizacdo e a translocacdo do fator de transcricdo NF-kB
para o nucleo levando a expressao de genes especificos e sintese de mediadores inflamatérios
(36). Em trabalho prévio do nosso grupo foi demonstrado que a administracdo de enzima
recombinante PAF acetil hidrolase (rPAF-AH), enzima que inibe o PAF e fosfolipidios
estruturalmente semelhantes ao PAF (PAF like) protege animais de dano tecidual e morte
apos a injecdo de LPS ou apds a CLP. Ainda no mesmo estudo, foi demonstrado, que a
atividade da PAF-AH também se encontra diminuida em humanos com choque séptico (37).

As prostaglandinas tais como a PGIl, e PGE, sdo importantes vasodilatadores que
contribuem para a hipotensdo na sepse (11). Ja foi descrito em modelo de CLP, que a
administracdo de inibidores de cicloxigenase 2 (COX-2) é responsavel em atenuar a producao
de metabdlitos de PGE, e consequentemente diminuir o infiltrado de neutrofilos, o edema, a
producdo de quimiocinas, aumentando assim, a sobrevivéncia dos animais (38). Ja o
leucotrieno (LT) apesar de estar envolvido na regulacdo do tonus vascular, ele ndo parece
exercer um importante papel na hipotenséo durante a sepse (11). No entanto, o LTB,4 tem sido
descrito como um importante quimioatraente envolvido no recrutamento de neutréfilos para o
sitio de infecgdo (34).

Neste contexto, estudos relatam uma correlagdo positiva entre e 0 aumento da producéo
de eicosandides derivados das enzimas lipoxigenase (LO) e COX, LTB,4 e PGE; a formacéo
de corpusculos lipidicos (39-41). Ja foi observado que os corpusculos lipidicos de eosindfilos,
neutrofilos e macrofagos constituem sitios intracelulares de araquidonato esterificado tanto
em lipidios neutros quanto em diferentes classes de fosfolipidios (42-46). Em seguida, foi
descrita a presenca de enzimas envolvidas na liberacdo do acido araquiddnico (AA), incluindo

fosfolipase A2 citosolica (cCPLA2) e MAPK, em corpusculos lipidicos (42, 47, 48). Sendo
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assim, o araquidonato livre, poderia, entdo, ter acesso a enzimas formadoras de eicosanoides,
como a 5-LO e COX, que se encontraram colocalizadas nestes dominios citoplasméticos (39,
40). A evidéncia sobre o papel dos corpusculos lipidicos na compartimentalizacdo da sintese
de mediadores lipidicos foi fornecida pela técnica EicosaCell (49, 50), desenvolvida por
colaboradores do nosso grupo. Esta técnica permite a fixacdo destes mediadores como LTC,,
LTB,; e PGE,, tornando possivel localizar os corpusculos como locais de sintese de
eicosanoides (49, 51, 52).

Por muito tempo, estas organelas foram representadas como depositos inertes de gordura
e sitios de transporte de lipidios. Atualmente, dados indicam que os corpusculos lipidicos sdo
estruturas altamente dindmicas e funcionalmente ativas. Em leucocitos, estas estruturas
aumentam em numero e tamanho durante processos inflamatérios e infecciosos, além de
desempenhar funcGes como organelas especializadas, incluindo envolvimento na sinalizacédo e
ativacdo celular, na regulacdo do metabolismo e trafego lipidico, bem como no controle da
sintese e secrecdo de mediadores inflamatorios (53). Dentre as proteinas presentes nos
corpusculos lipidicos destacam-se as proteinas da familia PAT (Phosphinothricin N-
acetyltransferase), consideradas essenciais para o estoque e metabolismo de lipidios. Dentre
estas proteinas destacam a perilipina, a adipofilina ou proteina relacionada com a
diferenciacdo de adipdcitos (do Inglés, Adipose differentiation-related protein - ADRP) e a
proteina de interacdo de porcao terminal de 47 kDa (do Inglés, Terminal Interaction Protein -
TIP47) (54). Estas proteinas parecem estar diretamente envolvidas na organizacao estrutural e
biogénese destas organelas (54-57).

A visualizacdo dos corpusculos lipidicos pode ser feita através da coloracdo de com
tetroxido de ésmio, Oil Rred-O ou com a marcacdao com a sonda fluorescente BODIPY™
493/503. O aspecto dos corpusculos marcados por diferentes componentes coloracdes

encontram-se ilustrados na figura 1.2.2.



Figura 1.2.2: Corpusculos lipidicos em céelulas mononucleares fixadas e/ou coradas por
diferentes metodologias. Os corpusculos lipidicos foram visualizados por microscopia de luz
(A-C) ou fluorescéncia (D) ap6s coloragdo com May-Grunwald-Giemsa (A), 6smio (B), oil
red O (C) e BODIPY™ 493/503 (D). Adaptado de Bozza ¢ cols e D’Avila e cols (46, 58).

A resposta inflamatdria sistémica na sepse lideram alterac@es fisiologicas sistémicas com
consequéncias graves. Desta maneira, 0 organismo desenvolveu mecanismos
imunoreguladores para modular a amplitude da resposta imunoldgica e assim prevenir o dano
ao hospedeiro. Esta fase contra-regulatéria da sepse € denominada sindrome da resposta anti-
inflamatoria compensatdria (CARS). Ja foi descrito que moléculas liberadas durante a CARS
limitam a expressao de mediadores inflamatdrios e consequentemente, a inflamacéo sistémica
[(revisado por Reddy (59)]. Neste contexto, a IL-10 se mostrou uma importante molécula
imunomoduladora. Esta citocina € produzida por diferentes tipos celulares (celulas
dendriticas, linfocitos T, linfécitos B, monocitos/macrofagos e neutrdfilos) (60, 61). A
importancia da IL-10 na resposta imune inclui a regulacdo inibitoria dos receptores de
superficie celular como o CD40, CD80, CD86 e MHCII (62), inibe 0 estresse oxidativo dos
neutrofilos (63) e a producdo de IL-2, IL-6 e IFN-y em células T e células NK (natural killer)
(64). Ja foi demonstrado que o pré-tratamento com IL-10 é capaz de melhorar a sobrevida de
camundongos submetidos a CLP. Por outro lado, o tratamento em camundongos com anti-I1L-
10 levou a uma diminuicdo da sobrevida apos o CLP (26, 64). E ainda, neutrofilos de
camundongos deficientes I1L-10 apresentam reducdo da producdo de espécies reativas de

oxigénio (ROS) quando comparados com os neutrofilos obtidos de animais selvagens
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deficientes, mostrando a importancia da I1L-10 na regulacdo inibitoria na producdo de ROS
(63).

1.2.3 Quimiocinas

Uma subfamilia de citocinas igualmente importantes na resposta imune contra infecgdes
sdo as quimiocinas. As quimiocinas sdo moléculas envolvidas na migracdo leucocitéaria para
diferentes sitios no organismo. Elas pertencem a superfamilia das citocinas e sdo pequenas
moléculas proteicas de 8 a 15 kDa que possuem diversas atividades biologicas. A definicdo
das quimiocinas se deve a sua sequéncia de 4 residuos de sesteiam na por¢do amino-terminal.
Elas sdo subdividas em quatro subfamilias distintas de acordo com o posicionamento de
residuos de cisteina proximo ao N terminal e a presenca e/ou do nimero de aminoacidos entre
estes residuos: CXC, CC, C e CX3C, sendo X um aminoacido qualquer (65, 66). A familia
denominada CXC ou familia a possui um residuo de aminoacido ndo conservado, entre as
duas cisteinas na regido N-terminal conservada. Nas CC ou familia B, as duas cisteinas
encontram-se em justaposicdo. Ja a familia C ou vy, existe apenas um tnico residuo de cisteina
na regido conservada. A quarta familia, denominada CX3C possui 3 residuos néo
conservados, entre as duas cisteinas (67, 68). Existe uma relagdo promiscua entre esses
receptores e as quimiocinas. Uma Unica quimiocina pode se ligar a varios receptores, bem
como um unico receptor pode promover a sinalizacdo por diferentes quimiocinas. Além do
mais, também ocorre a interacdo entre quimiocinas e receptores de diferentes familias como
por exemplo, a CCL que se liga a CXCR (69).

As quimiocinas tambeém podem ser divididas em dois grupos: constitutivas ou induzidas,
dependendo da sua expressao. As quimiocinas constitutivas sdo expressas primariamente em
orgdos linfoides secundarios onde terdo papel importante para direcionar os leucdcitos aos
orgéos alvos. As quimiocinas induzidas ou inflamatorias tem um papel muito importante em
direcionar as células para o foco inflamatorio e estas sdo expressas em altas concentragdes
quando sdo induzidas atraves de estimulos inflamatorios como, por exemplo, TNF-a, IL-1
e/ou LPS (65, 70, 71). As quimiocinas e seus receptores ndo sdo simples moléculas
quimiotaticas. Com o0 avango das pesquisas foram descritos outros papéis alem da funcao
quimiotatica. As quimiocinas também estdo envolvidas no desenvolvimento, regulacdo e
ativacdo celular. As quimiocinas atuam em indmeros processos incluindo a
angiogénese/angiostase, diferenciacéo e ativacdo celular, injaria tecidual, crescimento tumoral
e metastase, na diferenciacdo e no balango da resposta imune Th1/Th2, sobre ativacdo e

migracdo de células T regulatorias (69, 72, 73). Alem disso, as quimiocinas participam da
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interacdo entre a resposta imune inata e adquirida, sendo esta interagdo fundamental para uma
resposta dindmica, duradoura e regulada da homeostase do organismo (74, 75).

As quimiocinas estdo envolvidas em varias doencas, como aterosclerose, asma, cancer,
dengue, AIDS, artrite reumatoide e sepse. Na sepse, algumas quimiocinas sdo produzidas, tais
como MIP-1a, CCL2 e IL-8 (76). A IL-8 ou CXCL8 é uma quimiocina produzida por
neutréfilos, macrofagos, células endoteliais e células T. Esta quimiocina ndo é produzida
constitutivamente, sendo induzida portanto, por citocinas pré-inflamatdrias como o TNF-a e
IL-1B (77). A proteina murina CXCL1 induz os mesmos efeitos bioldgicos da CXCLS8
humana, tais como quimiotaxia de neutrofilo e aumento da expressao de moléculas de adeséao
(CD11b/CD18) por estas células, sendo denominada proteina homoéloga funcional da CXCL8
humana (78). O recrutamento de leucdcitos para os tecidos € um fendmeno essencial em
resposta a infeccdo e para a eliminacdo de agentes infecciosos. As quimiocinas sdo envolvidas
na migracao de leucdcitos, mas efetam a biologia destas células de muitas maneiras (79). A
CCL2 é uma proteina da familia CC com atividade nos mondcitos, células T, células NK,
baséfilos e mastocitos (80-82). A CCL2 tem sido implicado em diversas patologias como
aterosclerose, artrite reumatoide e esclerose multipla (83, 84) e sepse (85). Em modelo agudo
de peritonite, a neutralizacdo da CCL2 diminui a producdo de IL-13 e IL-12 e em contraste,
aumenta a producdo de TNF-o e IL-10 (86). Ainda neste estudo, o pré-tratamento de
camundongos com CCL2 aumentou a taxa de letalidade e foi associada com o prejuizo na
eliminacdo bacteriana, assim como reduziu a migracao de leucdécitos ap6s CLP (86). Nakano e
colaboradores (87) mostrou que o tratamento com CCL2 recombinante é capaz de aumentar a
eliminacdo bacteriana protegendo camundongos infectados com Pseudomonas aeruginosa ou
Salmonella tyfimurium (87). Foi descrito pelo nosso grupo que o CCL2 regula positivamente
a IL-10, mas controla negativamente o MIF durante a sepse peritoneal, sugerindo assim, um
importante papel imunoregulador da CCL2 no controle do equilibrio entre a producdo de

citocinas pro e anti-inflamatdrias durante a sepse (88).

1.2.4 Oxido nitrico e espécies reativas de oxigénio (ROS) na sepse

O oxido nitrico (NO) é o principal fator na regulacdo na homeostase microvascular sob
condig¢Bes normais. Ele € um mediador sintetizado por uma familia de enzimas denominadas
NO sintase (NOS). Existem 3 isoformas conhecidas de NOS: a neuronal (nNOS ou tipo 1), a
induzivel (iNOS ou tipo Il) e a endotelial (eNOS ou tipo I11). Duas destas isoformas (nNOS e
eNOS) sdo calcio dependentes e constitutivamente expressas, enquanto que a iNOS ¢é calcio

independente e a sua expressao € induzida por LPS e citocinas (TNF-a, IL-1p e IFN-y). O NO
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é produzido pela maioria dos tipos celulares, tais como célula endoteliais, macréfagos e
neutrdfilos (89-92) e tem meia vida extremamente curta, sendo rapidamente degradado em
nitrito (NO,) e nitrato (NO3). A combinacdo do NO com a com anions superoxidos (O;), o
qual é derivado da NADPH oxidase, resulta na producdo de espécies reativas de nitrogénio,
como o peroxido nitrito (ONOQ?), um potente agente antioxidante que pode iniciar a
peroxidagdo de proteinas, lipideos e nitragdo de residuos de tirosina (90, 93).

Na sepse e choque séptico, 0 NO possui um papel controverso e ainda é motivo de grande
discussdo. Isso porque ele pode atuar tanto de maneira benéfica como deletéria para o
organismo do hospedeiro (90). Estimulos inflamatérios tais como, LPS, IL-1B, MIF ou IL-6
sdo conhecidos por alterar a homeostase microvascular devido a producdo de 6xido nitrico
pela INOS (94, 95). Ja foi descrito que o NO na sepse possui um importante modulador da
migracdo de neutrofilos, embora ainda existam dados conflitantes com relacdo aos efeitos
estimulatorios e inibitorios do NO na migracdo destas células (96).

Na fase inicial da sepse, a producdo de NO junto com o estresse oxidativo, exerce um
importante papel no clearance de bactérias (97, 98). O peroxido nitrito é um importante
elemento na resposta imune, principalmente por se um agente antimicrobiano potente. O
mecanismo proposto para as acdo microbicida do NO envolve a quebra da fita de DNA,
levando a inibicdo da replicacdo do DNA e inibicdo de fungBes mitocondriais dos
microrganismos (90).

Na fase tardia da sepse, a producdo de NO esta envolvido com as alteracdes vasculares
gue ocorrem no curso da doenca. Uma producdo exarcebada do mediador resulta em intensa
vasodilatacdo, hipotensdo, hiporreatividade vascular, aumento da permeabilidade vascular,
trombose da microcirculacdo e depressdao do miocardio (10, 99, 100) (ver tabela 1). Este
fendmeno é observado tanto na sepse experimental quanto humana (101). J& esta descrito que
0S mecanismos responsaveis pela hiporreatividade vascular, além da producdo aumentada de
NO, contam também com a ativagdo dos canais de potassio e deplecdo dos niveis de
vasopressina circulante (102). Todas estas alteracBes hemodinamicas podem contribuir para a
sindrome da disfuncdo organica multipla (SDOM) e morte do paciente séptico (95, 103). Os

efeitos deletérios do NO na fisiopatologia da sepse estdo descritos na figura 1.2.4.
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Figura 1.2.4: Papel do NO na fisiopatologia da sindrome da resposta inflamatdria
sistémica (Systemic Inflammatory Response Syndrome - SIRS). Sob condi¢cdes normais o
oxido nitrico regula a homeostase vascular. No entanto, sob a influéncia de estimulos
inflamatorios (LPS, IL-1B, IL-6, TNF-a, MIF) induzem 0 aumento na expressao da iNOS,
aumento na producdo/liberacdo de NO levando alteracdes na homeostase microvascular que
pode levar a um quadro de hipoxia tecidual, SDOM e eventualmente o choque séptico. Figura

adaptada de Fortin e cols. (91)
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1.2.5 Células efetoras na sepse

1.2.5.1 Macrdéfagos

Macrofagos e neutréfilos sdo células que participam ativamente do sistema imune inato
frente a infeccdo. Os macréfagos residentes nos tecidos sdo as primeiras células a
reconhecerem componentes microbianos através dos receptores expressos em suas
superficies. A ligacdo da bactéria a estes receptores estimula a fagocitose e a captura dos
patdgenos para as vesiculas intracelulares, onde sdo destruidos. A ativacdo de alguns destes
receptores, como por exemplo os TLR, causa a secre¢édo de diversas quimiocinas e citocinas,
como a IL-1B, TNF-a, IL-8 entre outras, que irdo contribuir para o recrutamento de
neutrofilos para o sitio de infeccéo (104).

Os macréfagos ativados também sdo potentes células efetoras na sepse. Esses
macrofagos produzem espécies reativas de oxigénio (ROS e NO), ambos dotados de potente
atividade antibacteriana, além de sintetizarem peptideos antibacterianos e proteases que
podem ser secretadas para eliminar patdgenos extracelulares. Modificacdes adicionais nos
macrofagos ativados ajudam a amplificar a resposta imune: o nimero de moléculas MHC de
classe 11, de moléculas CD40 e de receptores de TNF-a na superficie do macr6fago aumenta,
tornando a célula mais eficiente na apresentacdo do antigeno a células T e mais responsiva ao
ligante CD40 e a0 TNF-a. O TNF-a produzido pelo macrofago atua em sinergismo com o
IFN-y produzido por células Thl na inducdo de NO (91, 105). Desta forma, a ativacdo de
macréfagos durante um processo inflamatorio, ajuda na amplificacdo desta resposta, que se
for exacerbada, podera levar a consequéncias deletérias para o hospedeiro, causando dano

tecidual.

1.2.5.2 Neutréfilos

O recrutamento de neutréfilos para o sitio de infeccdo é um elemento crucial na resposta
do sistema imune inato. Estas células sdo recrutadas em resposta principalmente, as citocinas
como IL-1B, TNF-a, mediadores lipidicos e quimiocinas. Os neutréfilos migram para 0s
tecidos através de 4 processos: marginacdo, rolamento (do inglés rolling), aderéncia e
transmigracdo atraves da parede dos vasos em direcdo a gradientes quimiotaticos. Os
neutrdfilos originam-se da medula 6ssea e sdo liberados na circulagdo como células maduras,
onde circulam brevemente antes de serem eliminados no baco, figado ou na propria medula

0ssea (69). Sob condicdes homeostaticas, este processo € modulado pelo fator estimulador de
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colbnia de granulécitos (G-CSF) e em menor grau pelo fator estimulador de colonia de
macrofago-granuldcito (GM-CSF). No entanto, quando os neutrofilos alcancam o local da
infeccdo, estas células possuem a sua meia vida estendida por mediadores inflamatérios
(TNF-a ¢ IL-1pB), quimiocinas (CXCLS8) e igualmente pelo G-CSF (106).

A fase da marginacéo e rolamento dos neutrofilos envolve o movimento destas células na
superficie luminal dos vasos sanguineos. Os efetores primarios desta interacdo sdo as L-
selectinas, constitutivamente expressas nos leucocitos circulantes e E-selectinas, P-selectinas
cuja expressdo € aumentada nas células endoteliais ap0s a ativagdo por quimiocinas e
mediadores inflamatdrios tais como o TNF-a (70). A adesdo dos leucocitos nas células
endoteliais ¢ mediada por moléculas que aumentam a afinidade entre as células. As integrinas
possuem um papel relevante na adesdo firme dos neutréfilos. A integrina oy, também
conhecidas por CD11a/CD18, sdo expressas na maioria dos leucdcitos e sdo moduladas por
componentes microbianos, citocinas inflamatorias e quimiocinas. Estas integrinas interagem
com moléculas de adesdo na superficie das células endoteliais, tais como as ICAM (do ingés
intercelular adhesion molecule-1) e VCAM (do inglés vascular adhesion molecule) (107).

A transmigracdo (diapedese), o estagio final da migracdo dos neutrofilos, se caracteriza
pela passagem dos neutrofilos pelo endotélio através das juncbes estreitas das células
endoteliais e das células infectadas ou lesadas. Este processo é regulado por um amplo
espectro de moléculas quimiotraentes incluindo tanto componentes microbianos como o
formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP), LPS, quanto componentes derivados do
hospedeiro como citocinas (TNF-a, IL-1), componentes do complemento (C3a, Cb5a),
mediadores lipidicos (LTB4, PAF, PGs) e quimiocinas (CXCLB8), liberados pelas células
residentes e pelas células recrutadas ao foco infeccioso, como mostra a figura 1.2.5.2.
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Figura 1.2.5.2 Processo de migracdo de neutrofilos do sangue para o sitio infeccioso.
Consistem na marginacdo, rolamento, adesdo, diapedese até o foco infeccioso. Adaptado de
Mackay 2001 (108). LPS - lipopossacarideo; TNF-a. - Fator de necrose tumoral-a; IL-1B -

interleucina 1; ICAM — Intercellular Adhesion Molecule.

Embora o nimero de neutréfilos circulantes possa aumentar durante a sepse, essas células
apresentam alteracdes nas funcdes de quimiotaxia, fagocitose e na atividade microbicida
desencadeadas pela fagocitose, como por exemplo, a liberagdo de ROS (109). Fatores
liberados durante a sepse resultam em marcado aumento da rigidez da membrana celular de
neutréfilos. Como resultado desta deformabilidade, os neutréfilos sdo sequestrados nos leitos
capilares especialmente nos pulmdes. A oclusdo dos capilares por estas células limita o fluxo
sanguineo, resultando em isquemia, o que contribui para os efeitos microcirculatérios e para
faléncia multipla organica observados na sepse (110, 111). Ainda neste contexto, Benjamin e
colaboradores (96) demonstraram que na sepse grave induzida por CLP ocorre a faléncia de
migracdo neutrofilica para o foco infeccioso, 0 aumento no numero de bactérias no fluido
peritoneal e no sangue e, consequentemente, uma alta taxa de mortalidade. Embora o0s
mecanismos envolvidos na inibicdo da migracdo de neutréfilos na sepse grave ainda nao
estejam bem elucidados, evidéncias sugerem a participacdo de citocinas pré-inflamatorias

neste processo. Sabe-se que essas citocinas estimulam a inducéo sisttmica da enzima iNOS e
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producdo de NO, o qual participa na inibicdo da migracdo de neutréfilos. Em estudo do
mesmo grupo foi demonstrado que animais deficientes para iINOS submetidos a sepse grave
ndo apresentam inibicdo da migracdo de neutrofilos. Entretanto, esses animais deficientes
apresentaram alta mortalidade, reforcando que o NO participa da faléncia de neutréfilos e da

atividade microbicida dessas células (112).

1.25.2.1 Redes extracelulares formadas por neutréfilos (do inglés, Neutrophil

Extracelular Traps- NETS)

H& algum tempo atrds se pensava que 0s neutrofilos empregavam somente duas
estratégias antimicrobianas: 1) a fagocitose que envolve o englobamento e eliminacdo de
micrébios em compartimentos especializados chamados fagolisossomos e 2) a degranulacéo
que consiste na liberacdo do contetdo granular para o meio extracelular [revisado por (113,
114)]. No entanto, Brinkman e cols descreveram um novo mecanismo antimicrobiano
denominado netose (115). A netose também ocorre em meio extracelular, quando o DNA
associado a proteinas € projetado para fora dos neutrofilos formando as redes extracelulares
formadas (NETS), responsaveis por capturar e eliminar o patdgeno invasor de maneira
eficiente. A netose € um novo tipo descrito de morte celular, diferente de necrose ou apoptose
[revisado por Guimaraes-costa (114)]. Durante a netose, ndo ocorre fragmentacdo de DNA e
nem exposicao de fosfatidilserina na membrana externa da célula, caracteristica de apoptose e
necrose. E descrito que o envelope nuclear intacto diferencia a netose da necrose e da
apoptose. De fato, a associacdo de NET-DNA ndo foi detectado em sobrenadantes de cultura
de neutrofilos necréticos ou apoptoticos (116).

Dentre as proteinas que compdem as NETs estdo as defensinas, catelicidinas (LL-37),
mieloperoxidase (MPQO) (117), proteina de aumento da permeabilidade bacteriana (BPI),
elastases e catepsina G (118-120) e todas sdo associadas a cromatina descondensada e as
histonas. Trabalhos mostram que as NETs sdo efetivas contra varios tipos de patdgenos,
dentre os quais estdo as bactérias gram-negativas (Salmonella typhumurium, Shiggella
flexneri e E. coli) (121), bactérias gram-positivas (Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae) (122-125), assim como o fungo Candida. albicans (126) e protozoarios
(Leishmania amazonensis) (127). E ainda, estas estruturas podem ser induzidas quando
neutrofilos sdo estimulados por PMA, LPS e IL-8 (115). No entanto, o0 mecanismo pelo qual
estas estruturas sdo formadas ainda ndo esta completamente esclarecido. Na verdade, hd uma
discussdo se a formacdo das NETs € um processo ativo ou controlado, ou se € um evento

precoce de morte celular programada. Neste contexto, Brinkman e cols (115) forneceram
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evidéncias que as NETs sdo formadas ativamente, portanto ndo sdo consequéncia de um
mecanismo de desintegracéo celular.

Estudos sugerem 3 diferentes mecanismos para a formacdo das redes extracelulares: o
primeiro mecanismo descreve que a formacdo de NETSs ocorre devido a estimulagéo direta da
célula pelo patégeno (116). O segundo, aponta que a presenca de LPS das bactérias induz a
ativacdo de plaquetas via TLR4 expressos por estas células, modulando a formacdo de NETSs
pelos neutrdfilos (121, 128-132). O terceiro e ultimo mecanismo envolve DNA mitocondrial e
também descreve que a formacdo dessas redes extracelulares também pode ser atribuida a
outros tipos de granulécitos, como os eosinofilos, por exemplo. Os eosinéfilos estimulados
com LPS liberam estruturas tipo NET (NET-like) extravasando o DNA mitocondrial para o

espaco extracelular (133) (figura 1.2.5.2.1).
Ativacao direta do neutrofilo

NET

Ativacdo indireta do neutréfilo mediada por célula
Micrébio

Micrébio

C

Figura 1.2.5.2.1: Possiveis mecanismos de formacdo de redes extracelulares. (A)
neutrofilos estimulados com micrébios ou farmacologicamente com phorbol meristato acetato
(PMA) induzem a descondensacao nuclear e apoptose resultando em formacéo de NETSs. (B)
ativacdo indireta dos neutrofilos mediado por célula. O lipopolissacarideo (LPS) modula a
ativacdo de plaquetas (via TLR4) e consequentemente, a ativacdo de neutrofilos com a
liberacdo de NETSs. (C) os eosindfilos quando ativados por antigenos microbianos liberam o
DNA mitocondrial formando as redes extracelulares (extracelular traps-ET). Figura retirada

de Papayannopoulos e cols. (113).
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Existem algumas discussdes envolvendo a formacdo de redes extracelulares e o dano
tecidual. Alguns estudos apontam que as NETs ndo funcionam sé como armadilhas,
confinando o patégeno dentro do sitio de infec¢do inicial (126), como também minimizam o
dano ao tecido adjacente, modulando desta forma, a resposta inflamatoria [(revisado por
Papayannopulos (113)]. Em contrapartida, em estudo recente de Gupta e cols (134) mostraram
que durante a formacdo dessas redes extracelulares hd uma interacdo de células endoteliais
com neutrofilos; e que esta interacdo explica, em parte, o dano endotelial e a diminui¢do da
perfusdo tecidual observado na sepse. De maneira interessante, Tillak e cols. (135) mostra a
associacdo entre a resposta imune inata e adaptativa envolvendo as NETs. Neste estudo, foi
descrito que a formacdo de NETSs por neutréfilos humanos estimulados com PMA sdo capazes
de primar diretamente as células T por reduzir o seu limiar de ativacdo, aumentando assim a
resposta imune adaptativa, em um mecanismo que envolve a participacdo de TLR9.

Embora a formacdo das NETs sejam um mecanismo eficaz no combate a patdgenos
invasores, as bactérias dispensam de manobras para driblar a acdo das mesmas. Por exemplo,
o peroxido de hidrogénio (H20) é um dos produtos chaves do metabolismo oxidativo para o
disparo na formacdo destas redes extracelulares. No entanto, as bactérias produzem uma
catalase bacteriana que consomem todo H,O, produzido pelos neutrofilos, suprimindo desta
forma, a formacdo de NETSs. Outra estratégia é a producdo de nucleases bacteriana (DNAse)
que digere as NETs e liberam as bactérias associadas a elas. E ainda, a parede celular
bacteriana funciona como uma cépsula protetora que pode reduzir a afinidade de ligacdo das

NETSs ao micrdbio [(revisado por Papayannopoulos (113)].

1.2.5.3 Células endoteliais

As células endoteliais possuem um importante papel na homeostasia, regulando o ténus
vascular, o controle da circulacdo de nutrientes entre o0 espaco intra e extravascular e a
preservacdo do fluxo sanguineo pela regulacdo da coagulacdo (136). Quando ativadas pelo
LPS ou pelas citocinas durante a sepse, adquirem uma funcdo pro-coagulante e pro-
trombdtica; com a liberagcdo de tromboplastina, do inibidor do ativador do plasminogénio e do
PAF. E ainda, ocorre a diminui¢do da producgédo de trombomodulina, uma proteina que possui
a funcdo de modular este efeito pré-coagulante (136). Neste contexto, as células endoteliais
guando ativadas, produzem mediadores inflamatdrios, tais como as interleucinas (IL-1, IL-6 e
CXCL2), PAF, PGI,, endotelina (peptideo vasoconstritor, capaz de aumentar e o ténus
vascular) e NO [(revisado por (137, 138)]. Como descrito anteriormente, a producédo

exarcebada de NO é a causa da hipotenséo resistente a vasopressores caracteristica do choque
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séptico. Além do mais, a resposta do hospedeiro a sepse pode promover um aumento
recrutamento de leucdcitos para o foco infeccioso, causando leséo endotelial, que por sua vez
contribui para a ampliacdo da reacdo inflamatoria, com formacdo de edema, disfungdo

microcirculatéria e organica (137, 138).

1.2.6 Microcirculacéo na sepse

Na sepse, 0 monitoramento do fluxo sanguineo microcirculatorio tem ganhado relevancia,
ndo somente como um parametro de prognoéstico, mas também como a possibilidade de ser
utilizado como orientagdo terapéutica. Atualmente, a disfuncdo microcirculatéria tem sido
chamada de “motor da sepse” (139, 140). Uma matriz complexa de fatores patogénicos
observados na sepse afetam os componentes da circulacdo sistémica; tais como as células
endoteliais, leucdcitos, plaquetas, a cascata de coagulacdo, as células musculares lisas e ainda,
o0s controles neurais e enddcrinos, 0 que torna a compreensdo da fisiopatologia da sepse um
grande desafio (141, 142). Dentre as caracteristicas da disfuncdo na microcirculacdo na sepse
se encontra a irregularidade e heterogeneicidade na distribuicdo do fluxo sanguineo. Ja foi
mostrado que em certos leitos vasculares, ou unidades microcirculatérias tornam-se
hipoperfundidas, enquanto que outras do mesmo tecido se mostram normais ou ainda, de
maneira anormal, hiperperfundidas, sugerindo que o dano na microcirculacdo possa ocorrer
de maneira difusa, o que torna complicado delimitar as fases clinicas da sepse (103, 143-145).
Este fendmeno é explicado pela disfuncdo na expressdo da iNOS. Como o NO nao é expresso
de forma homogénea no sistema organico, areas com pouca iNOS apresentam uma menor
vasodilatacéo e se tornam pouco perfundidas (145).

Vaérios outros fatores exercem um papel no controle da microcirculacdo na sepse. As
células musculares lisas que circundam as arteriolas e regulam a perfusdo local perdem a sua
sensibilidade adrenérgica e, consequentemente, o ténus vasomotor (146). Ocorre também, a
diminuicdo da capacidade das hemécias de se ajustarem ao diametro dos vasos, que por serem
maiores do que o didmetro dos capilares aumentam a chance de formagdo de tromboses
microvasculares. Além do mais, os leucdcitos ativados pela resposta inflamatéria geram
especies reativas de oxigénio que podem prejudicar a funcdo do glicocalix e a coagulagéo,
levando adiminuicdo da perfusdo tecidual (147). Ainda neste contexto, a camada interna que
circunda as vénulas se tornam extremamente tortuosas, com uma acentuada redugdo do
didmetro do vaso e diminui¢do do fluxo sanguineo. Este estreitamento no didmetro do vaso
foi possivelmente causado em consequéncia da adesdo dos leucdcitos as células endoteliais.

Este evento é chamado de estenose da adesdo de leucdcitos (Leukocyte Adhesion Stenosis), ou
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shunting funcional que comeca em uma fase muito precoce da sepse, cerca de 30 minutos a
uma hora (144). Como descrito anteriormente, a ativacdo dos leucocitos e das células
endoteliais é a resposta imune primaria do hospedeiro contra a invasdo bacteriana (144). No
entanto, estes fatores impedem a perfusdo tecidual normal, levando a hipoxia e um quadro
denominado recentemente por sindrome da disfuncdo mitocondrial e microcirculatoria
(SDMM). Em um momento tardio, as condi¢fes hemodindmicas deficientes somadas a
ativacdo do processo inflamatdrio podem levar a um quadro de faléncia organica maltipla e
morte (figural.2.6) (103, 140, 148, 149).

Trauma, infecgéo, Inicio da terapia
choque mmmm) | Correcdo de variaveis
sistémicas

4

Choque circulatério + inflamacéo
Ressucitacdo baseada na correcdo do sistema
hemodinamico e variaveis
derivadas do oxigénio

1 | !

Orientagéo
terapéutica

Endotélio Hemécias Leucdcitos Cels. Musc Lisas Coagulagéo
Transducdo de Agregacdo e Adesdo Sinalizacdo Trombose
sinal e regulacéo transporte Citocina adrenérgica microvascular

da coagulacédo de oxigénio ROS NO
. Shuntlng . - Dano celular N Faléncia
Microcirculatorio Disfungéo Ani
PN , . organica
hipdxia mitochondrial
(SDMM)

Figura 1.2.6: A microcirculacdo é o motor da sepse. A faléncia microcirculatdria pode ser
iniciada por vérios estimulos nocivos como trauma, infeccdo e choque. Neste momento se
inicia o tratamento que é baseado na correcdo de variaveis sistémicas, como a volemia. No
entanto, a disfuncdo microcirculatoria pode persistir e permanecer indetectada, levando a uma
condicdo denominada sindrome da angustia mitocondrial e microcirculatoria (SDMM). O
tempo e a terapia contribuem para a sua definicdo e natureza. Sem correcdo, diferentes
componentes celulares e inflamatérios de uma microcirculagcdo desregulada interagem e
aumentam a severidade, contribuindo para a disfuncéo respiratoria das células do parénquima,

resultando em dano celular e faléncia orgénica. Figura modificada de Ince (140).
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1.2.7 Microcirculacao cerebral na sepse

A microcirculacdo cerebral é altamente regulada pela barreira hematoencefélica (BHE).
Trata-se de uma barreira fisica e metabdlica (150) localizada na interface entre o tecido
cerebral e 0 sangue (151) impedindo a passagem e a troca de ions e moléculas organicas entre
0 plasma sanguineo e o tecido nervoso e desempenhando um papel vital na protecdo do
cérebro (152). O endotélio capilar cerebral que forma a BHE é continuo, ao contrario do
endotélio presente em outros tecidos corporais que possui a caracteristica de permeabilidade
(153). Portanto, o dano endotelial acarretado por mediadores inflamatdrios tém sido implicado
como uma causa provavel da disfuncéo da integridade da BHE (154).

Durante a sepse, 0 cérebro é um dos primeiros érgdos afetados, mas 0s mecanismos
associados com a encefalopatia séptica ainda ndo estdo completamente esclarecidos (155). A
encefalopatia séptica € uma severa e frequente complicagdo associada com 0 aumento na
mortalidade e morbidade na sepse. Ela ndo esta associada somente com a disfuncéo cerebral
aguda, mas também com déficits cognitivos a longo prazo (156-158).

Um dos cenarios fisiopatoldgicos é um processo inflamatério que comeca com ativacao
endotelial cerebral (143, 159), que devido as alteracdes na barreira hematoencefalica, facilita
a migracao de leucdcitos e mediadores inflamatérios (tais como, citocinas e quimiocinas) no
parénquima cerebral. O aumento da permeabilidade na BHE tem sido extensivamente
documentado, em diversos modelos experimentais de sepse utilizando animais, como também
em pacientes, utilizando imagens de ressonancia magnética (160). Mediadores inflamatorios
sdo capazes de alterar o metabolismo celular, induzindo o estresse oxidativo e disfungéo
mitocondrial (161), resultando em alteracbes na neurotransmissdo (adrenérgica,
serotoninérgica e gabaérgica) e apoptose (162). Além disso, as lesGes cerebrais também
podem aumentar a liberagdo de citocinas. E descrito que 0 TNF-a ¢ um mediador chave
produzido pelo cérebro durante a infeccédo, que esta diretamente relacionado com o edema
cerebral observado na sepse, por regular a proteina aquaporina 4 (APQ4) e interferir com
entrada de agua para dentro do cérebro (163). E ainda, em modelos de animais foi mostrado
que o LPS pode levar a alteracbes nos niveis de heme oxigenase-1, bem como a
superregulacao de IL-1p, IL-6 e iNOS no hipotdlamo e hipocampo (164). Neste contexto, foi
relatado que fatores adicionais contribuem para este processo neuroinflamatorio, tais como a
liberacdo de aminoacidos excitatorios, hiperglicemia, exposi¢cdo a agentes farmacologicos
neurotoxicos, alteracdes na hemodinamica e hipoxemia (157). De fato, um trabalho publicado
por Comim e cols (165) mostraram que na sepse induzida por CLP em ratos, a producéo de

citocinas e quimiocinas € um evento precoce e isto parece participar tanto da disfuncdo do
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sistema nervoso central quanto das alteracdes na permeabilidade cerebral, reforcando o

envolvimento da resposta inflamatoria cerebral no dano cognitivo associado a sepse.

1.2.8 Tratamento na sepse

Segundo Dellinger e cols. (166), o objetivo fundamental do tratamento do paciente
séptico é a manutencdo de um suporte cardiorrespiratorio e metabdlico, que permita manter o
paciente vivo até a sua recuperacdo integral. O controle definitivo do agente infeccioso é
imperativo no tratamento, sendo a primeira prioridade. Sendo assim, as principais terapias
aplicadas para o tratamento da sepse e choque séptico incluem: a) controle do agente
infeccioso b) reversdo do choque (reposicdo da volemia e aminas vasoativas), suporte
(ventilacdo mecénica, nutricdo precoce), c) medidas adicionais (proteina C ativada,
corticéides, controle da glicemia) e d) avaliacdo hemodinamica da perfuséo tecidual.

A reposicdo volémica deve ser feita em pacientes com sepse grave que possuem
hipotenséo e hipoperfusdo tecidual. Recomenda-se a administragdo precoce de cristaldide
(soro fisiolégico ou solucdo de Ringer). Em caso de hipotensdo arterial persistente apos
reposicdo volémica adequada, deve-se administrar uma amina vasopressora. Se o0 débito
cardiaco estiver reduzido apds a reposicdo volémica, sugere-se a utilizacdo de uma amina
inotrépica, como por exemplo a dopamina ou adrenalina (166). No entanto, a terapia com
estas classes de drogas devem ser utilizadas com cautela e sob condi¢cbes de monitoramento
da microcirculacdo. Isto porque o seu efeito na microcirculacdo ainda é bastante controverso.
Alguns estudos experimentais mostram que administracdo de vasopressina, por exemplo,
pode melhorar a microcirculacdo renal (167), enquanto outros estudos mostram que a
administracdo deste vasopressor pode causar colapso na microcirculacdo intestinal (168).
Levando em consideracdo que a microcirculacdo pode ser afetada por diversas causas na
sepse, drogas com multiplo sitios de acdo podem fornecer uma eficiente estratégia terapéutica
na monitoracdo da microcirculacdo na sepse. Neste contexto, a terapia com a proteina C
ativada (PCA) se mostra bastante eficiente. O uso da PCA reduz a mortalidade em 6% nos
pacientes com sepse grave e choque séptico com alto risco de morte (escore APACHE 11 > 25
pontos). Deve ser utilizada precocemente, mas estd contraindicada em pacientes com
trombocitopenia grave ou sangramentos ativos (169). Além disso, a PCA inibe a expressédo da
INOS, inibindo a hipotenséo causada pela endotoxina (170), assim como reduz a ativagéo dos
leucocitos e consequentemente a liberacdo de espécies reativas de oxigénio por estas células
(171).
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Com relacdo ao diagndstico, somente é recomendada a obtencdo das culturas bacterianas
antes do inicio da antibioticoterapia, se essas culturas ndo forem causar um atraso
significativo no inicio da administracdo do antibidtico (166). Em pacientes com sepse grave
ou choque séptico, caso tenha que se iniciar a antibioticoterapia antes da conclusdo do
diagnostico, recomenda-se que a escolha inicial seja de um antibidtico de amplo espectro (que
possa cobrir todos os possiveis patdgenos), j& que esses pacientes sdo de alto risco (166).
Trabalhos mostram que a falha para iniciar a antibioticoterapia apropriada esta relacionada
com o aumento de morbidade e mortalidade (172). Atualmente, existem outras abordagens
terapéuticas aplicadas a sepse, dentre as quais podem-se destacar o uso de hemoderivados
(manutencdo da concentracdo de hemoglobina) (166), a utilizagdo de hemodialise (173) e
ainda, o tratamento com anti-inflamatorios corticosteroides. Os corticosteroides exercem seu
mecanismo de acao inibindo o fator de transcricdo NFkB, e consequentemente, a expressao de

genes pré inflamatorios.

1.2.9 Receptores ativados por proliferador de peroxissomo y (PPARY)

Os PPAR (Peroxisome Proliferator-Activated Receptors) sdo membros de uma
superfamilia de fatores transcricionais que, ap6s ativacdo por seus ligantes, regulam o
metabolismo de lipidios e lipoproteinas, controle de glicemia e participacdo nos processos
inflamatdrios, estando também implicados na fisiopatologia da aterosclerose, inflamacéo,
obesidade, diabetes e resposta imune (174-176). Inicialmente os PPARs foram descritos em
virtude de seu papel central na proliferacdo de peroxissomos (organelas plasmaticas
responsaveis pelo metabolismo de H,0,). Atualmente, diversas outras funcdes tém sido
atribuidas a esses receptores, tais como regulacdo do metabolismo de lipidios e lipoproteinas,
controle de glicemia e participacdo nos processos inflamatorios (174, 177). Ja foram descritos
3 isotipos de PPAR em mamiferos: o PPARa, PPARB/6 e o PPARy (178). O PPARa ¢
encontrado no figado, musculo, coracdo, endotélio e rins. Tem como principais ligantes
enddgenos os acido graxos livres, e exdgenos os fibratos, farmaco utilizado para tratamento
no controle da hiperlipidemia . Os receptores PPARa sdo envolvidos na oxidagdo de acidos
graxos livres, na transcricdo de fatores com atividade anti-inflamatoria e no metabolismo de
lipoproteinas. O PPARP/S é expresso em figado, intestino, musculo e tecido adiposo e esta
envolvido na regulacdo do metabolismo de colesterol (179). O receptor PPARYy é expresso
principalmente no tecido adiposo, mas também é expresso pelo endotélio vascular, por
macrofagos, monocitos e plaquetas. Existem ainda 3 isoformas do PPARy, o PPARylque é

expresso na maioria dos tecidos (178); o PPARy2 que é expresso no tecido adiposo (180) e
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PPARYy 3 que ¢ encontrado no adiposo, codlon, nos macrofagos e células T (181). O PPARy é
capaz de regular a transcricdo génica atraves de diferentes mecanismos. A regulacédo direta da
transcricdo génica mediada por PPARy se inicia com sua ativacdo atraves de ligantes
lipidicos, o que causa alteragcbes conformacionais na molécula e permite que a mesma se
dimerize com outro receptor nuclear, o receptor de &cido 9-cis-retindico (receptor X de
retindides; RXR). Este complexo recruta outras moléculas co-ativadoras e se torna capaz de
se ligar a regido promotora de genes responsivos, chamada PPRE (PPARy Responsive
Element), promovendo a transcricdo de genes que codificam proteinas envolvidas no processo
inflamatorio (figura 1.2.9). O PPARy também é capaz de transreprimir certos genes de modo
independente de sua ligacdo direta com o DNA. Este efeito € particularmente importante na
inibicdo de genes pré inflamatorios, havendo cinco possiveis mecanismos implicados. O
primeiro deles se da através da ligacao direta do complexo PPARY/RXR com outros fatores de
transcricao; este fendmeno de interacdo direta é observado entre PPARY e as subunidades p50
e p65 de NF-kB em macréfagos de camundongos (182). O segundo mecanismo envolve a
ligacdo do heterodimero ativado PPARy/RXR com moléculas co-ativadoras necessarias para a
acao de fatores de transcricdo responsaveis pela expressao de proteinas pré-inflamatorias, tais
como CBP (CREB-binding protein) e/ou p-300, necessarios para a atividade de AP-1
(Activator Protein-1), STAT-1 (Signal Transducer and Activator of Transcription 1), e NF-xB
(183). O terceiro mecanismo foi demonstrado por Pascual e cols (184), o qual descreve um
fendomeno chamado sumoilacio do PPARy. O PPARy pode transreprimir os genes pro-
inflamatdrios dependentes de NF-kB pela inibicdo da degradacdo de um complexo
proteosssomal formado pelo receptor nuclear co-repressor (Nco-R)+histona deacetilase3
(HDAC3)+proteina transduscina do tipo f1 (TLB1/TLBRL1), todos responsavel pela ativacdo
do NF-kB no sitio promotor. O quarto mecanismo pelo qual o PPARYy é capaz de transreprimir
genes se da através da inibicdo de MAP quinases. Este mecanismo foi postulado uma vez que
animais heterozigotos deficientes em PPARy apresentam uma diminui¢do nos niveis de
fosforilacdo de JNK e p-38 quando expostos a estimulos especificos (181). O quinto e ultimo
mecanismo 0 PPARY inibe a transloca¢do da proteina quinase Co (PKCa) atenuando a
ativacdo da NADPH oxidase e consequentemente a producéo de ROS pelos macréfagos (185)
(para maiores detalhes ver figura 1.2.9). Diversos ligantes de PPARYy ja foram caracterizados.
Dentre os ligantes enddgenos conhecidos estdo uma fragdo da LDL (Low Density
Lipoprotein) oxidada chamada Hexadecil azeloil fosfatidilcolina (AzPC) (186), o é&cido
lisofosfatidico, liberado por plaquetas ativadas (187) e durante o processo de oxidagdo da
LDL (188), e a 15deoxi-2,14 prostaglandina J2 (15dPGJ;), metabdlito derivado da PGD,
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sintetizada pela enzima COX-2. Ligantes exdgenos incluem a classe de drogas

hipoglicemiantes Tiazolidinedionas (Glitazonas) e o antagonista sintético GW9662.
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Figura 1.2.9: Mecanismos da inibicdo da expressao de genes pro-inflamatdrios dependentes
de PPARy. Em presenca do agonista, o PPARy (A) se associa diretamente com fatores de
transcrigdo pro-inflamatdrios (FT), tais como o NF-kB, STAT, e AP-1 e inibe a expressao de
genes pro-inflamatorios; (B) sequestra fatores transcricionais co-ativadores, tais como o CBP
(CREB binding protein) e SRC-1 (Steroid Receptor Co-activator 1) inibindo a sua ligacdo com
FT pré-inflamatérios, diminuindo a expressdo de genes pro-inflamatorios; (C) em reposta a
sumoilag@o (Su), o PPARY inibe a degradagdo do complexo (NcoR)+(HDAC3)+(TLB1/TLBR1),
0 qual por sua vez, permitiria a expressao dos genes pro-inflamatdrios regulados pelo o NF-kB.
(D) além desses 3 mecanismos de transrepressao, o PPARy inibe a MAPK (Mitogen-Activated
Protein K) a qual é necessaria para a inducdo da expressao de genes pro-inflamatérios. (E)
Finalmente, a expressdo do PPARy inibe a translocagdo da PKCa (Ca Protein Kinase),
consequentemente inibindo a ativacio da NADPH oxidase. Em C e E, a formagdo do
heterodimero RXR (Retinoid X receptor) ndo é necesséria. Figura adptada de Schmidt e cols.
(177).
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1.2.10 Ligantes de PPARYy
1.2.10.1 Tiazolidinedionas: estrutura quimica

As Tiazolidinedionas ou glitazonas incluem a Pioglitazona, Rosiglitazona, Troglitazona e
Ciglitazona. Estas drogas que tem sido descritas como agonistas de PPARy e sédo
sensibilizadoras da acdo da insulina. Elas representam 21% das prescrigdes médicas para
pacientes com Diabetes Mellitus tipo 2 nos Estados Unidos e 5% na Europa (189).
Apresentam, como caracteristica de sua estrutura quimica, um anel diona, que confere
atividade anti-hiperglicémica que, entretanto, depende da presenca da insulina. O restante da
molécula difere entre drogas do grupo e é responsavel pela especificidade farmacodinamica e
farmacocinética (190). Atualmente, os farmacos do grupo disponiveis no mercado sdo a

Pioglitazona e a Rosiglitazona (figura 1.2.10.1).
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Figura 1.2.10.1: Estrutura quimica da Pioglitazona e Rosiglitazona. Figura modificada de
Gomes M. (191).

1.2.11 Papel do PPARY na sepse

Tem sido proposto que o PPARy exerce um papel crucial no controle da resposta
inflamatdria, sendo portanto um alvo terapéutico promissor para o tratamento da sepse (181).
O PPARY inibe a expressao do fator de transcrigdo NF-KkB, inibindo portanto a expresséo de
citocinas inflamatérias como o TNF-a, IL-12 (182), a expressdo de moléculas de adesdo
(VCAM-1 e ICAM-1) (192), a expressdo da COX-2 induzivel, assim como a iNOS (193-195).

Levando em consideracdo as propriedades anti-inflamatorias do PPARy, Collin (196)
demonstrou pela primeira vez em modelo de endotoxemia em ratos, que o agonista endégeno
do PPARy reduziu o dano hepatico pela diminui¢do das transaminases plasmaticas. Desde
entdo, uma série de outros trabalhos vem mostrando os efeitos dos ligantes de PPARy em

diferentes modelos de sepse. Estudos in vivo tem mostrado que a administracdo de agonistas
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de PPARy, como a Rosiglitazona apds a injecdo de LPS sdo capazes de inibir a injaria
pulmonar assim como o infiltrado de neutréfilos para o pulméo e intestino, resultando em
aumento na sobrevida de 55% desses animais (197). Neste estudo, os efeitos observados
foram atribuidos a reducdo da atividade do fator de transcricdo NF-kB e do aumento da
expressao da proteina citoprotetora, a proteina de choque térmico 70 (Heat shock protein —
HSP70). Ainda neste contexto, foi descrito que a duracdo e extensdo da ativacdo do NFK-B
estd associado diretamente com a severidade da resposta inflamatoria na sepse, e
consequentemente com o0 aumento na taxa de mortalidade dos animais (197). De maneira
interessante, em um modelo sepse polimicrobiana induzido pelo CLP, em que camundongos
tratados com agonistas de PPARY, como Ciglitazona e 15d-PGJ,, a hipotensdo induzida pela
sepse foi revertida, assim como a producdo e liberacdo de citocinas pré-inflamatérias, e o
aumento do infiltrado de neutréfilos no pulmao, coldn e figado. E ainda, estes efeitos anti-
inflamatorios dos agonistas de PPARy estavam relacionados mais um vez com a regulacdo da
via do NFK-B e proteina AP-1 (198). Em outro modelo de peritonite causado pela
administracdo de carragenina, Napimoga e cols (199), mostraram que o efeito anti-
inflamatério do 15DPGJ, em reduzir a migracdo e adesdo de neutrofilos no sitio da
inflamacéo, era dependente da producdo de NO no mesentério e que 0 antagonista especifico
do PPARY, GW9662 foi capaz de reverter este efeito protetor.

Em trabalho recente de Kaplan e cols (200), em um modelo de sepse polimicrobiana em
ratos foi reforgada a relevancia do PPARy em regular determinados fatores de transcricao e,
consequentemente, modular a resposta inflamatéria durante a sepse. De maneira interessante,
0 estudo mostrou que o tratamento com um inibidor de MAPK, o PD98059 foi capaz de
restaurar a expressdo e ativacdo do PPARYy, perdidas durante a sepse, efeito este que foi
atribuido pelo menos em parte pela inibi¢do da fosforilagdo do PPARY pela ERK-1/2, levando
a uma melhora no dano pulmonar dos animais sépticos.

De uma forma geral, embora existam trabalhos que descrevam algumas propriedades
anti-inflamatorias dos agonistas do PPARy em modelos experimentais, até o presente
momento ndo ha nenhum trabalho que elucide o mecanismo de acdo molecular pelo qual o
PPAR esteja envolvido no controle da infeccdo e aumento da sobrevida. A partir disso, o
objetivo geral do nosso trabalho é estudar o mecanismo de acdo do PPARy na sepse
experimental em um modelo de CLP contribuindo para o maior entendimento dos aspectos

moleculares envolvidos e propor novas estratégias terapéuticas.
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2.1 Objetivo geral

O presente estudo tem como objetivo caracterizar o papel do receptor PPARy em modelos

de sepse experimental.

2.2 Objetivos especificos

1. Investigar os efeitos da Rosiglitazona na sobrevida, na resposta inflamatoria e no escore

clinico de animais submetidos a modelos de sepse experimental;

2. Estudar os efeitos da Rosiglitazona na microcirculagdo cerebral de animais sépticos;

3. Estudar o envolvimento da Rosiglitazona na eliminagdo bacteriana, na producdo de NO e ROS

em animais submetidos a CLP;

4. Verificar se a Rosiglitazona e o antagonista de PPARy GW9662 possuem efeitos diretos no

crescimento bacteriano;

5. Analisar o envolvimento da Rosiglitazona na eliminagdo bacteriana em experimento in vitro

com culturas de neutréfilos humanos estimulados com E. coli;
6. Caracterizar o efeito da Rosiglitazona e GW9662 na inducdo da formacdo de redes

extracelulares formadas por neutréfilos humanos (NETS) estimulada por LPS ou E. coli e na

eliminagéo bacteriana mediada por NETS.
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3 Materiais e métodos

3.1 Experimentos in vivo
3.1.1 Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss Webster machos pesando entre 20 e 40
gramas fornecidos pelo Centro de Criacdo de Animais de Laboratério (CECAL) da
FIOCRUZ. Os animais foram mantidos em isoladores ventilados (Gabinete Biotério mod.
EB-273, Insight, Brasil) no biotério do Pavilhdo Ozorio de Almeida até o momento do
experimento, com livre acesso a dgua e racdo, sendo submetidos a um ciclo de 12 h de
claro/escuro. Os animais receberam uma dose de vermifugo (Vetbrands) por via oral
(gavagem) e foram utilizados uma semana apds o tratamento. Os protocolos utilizados nesta
tese foram aprovados pelo comité de Etica no Uso de animais da Fundagdo Oswaldo Cruz
(CEUA-FIOCRUZ, licenca n® 0260-05 e n® L-034/08).

3.1.2 Inducéo de sepse polimicrobiana pelo modelo CLP

Os animais foram anestesiados através de injecdo i.p. de cloridrato de cetamina (100
mg/kg, Cristalia) e xilazina (10 mg/kg, Syntec) 5 minutos antes da cirurgia. Ap6s 0
procedimento anestésico, a tosa e a assepsia local, o ceco dos animais foi externado e ligado
com linha de algoddo (3.0) abaixo da valvula ileocecal, de maneira a ndo obstruir o transito
intestinal. A ligadura cecal foi seguida de uma Unica perfuracdo local com uma agulha de 18G
(BD). Uma pequena guantidade de material fecal foi extravasada pelo orificio da puncéo antes
da recolocacdo do ceco na cavidade abdominal. O abdémen foi suturado com agulha de nylon
(3.0) e apds o procedimento cirargico, 0s animais receberam uma reposicdo volémica com 1
mL de solucdo salina esteril por via subcutanea. O controle negativo deste modelo foi
constituido por animais sham (falsos) operados, nos quais o abdémen foi apenas aberto e
suturando em seguida, para descartar a influéncia do procedimento anestésico e cirtrgico na

analise dos resultados.

3.1.3 Modelo de sepse por injecdo de macerado fecal

Animais foram eutanasiados em camara de CO, e suas cavidades peritoneais foram
abertas para a retirada de fezes do intestino grosso (incluindo o ceco). Em seguida, as fezes

foram coletadas com auxilio de um rodo apropriado para cultura de células e pesadas. O
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modelo foi padronizado retirando-se 5 mg de fezes para cada 1g de peso corporal. Apos a
pesagem, foi adicionado ao material fecal 0,5 mL de salina e em seguida foi centrifugado a
800 g por 10 minutos. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi recolhido e injetado um
volume de 0,5 mL na cavidade abdominal de cada animal. Apos 15 minutos desse
procedimento, os animais foram tratados com Rosiglitazona (0,5 mg/kg, i.v.) ou DMSO
(controle). Apos 6 h da inducdo de sepse severa, 0s animais foram tratados com antibidtico
Imipenem (10 mg/kg) por cavidade, em um volume de injecdo de 0,2 mL. O grupo controle

foi injetado 0,5 mL de salina estéril na cavidade de cada animal.

3.1.4 Tratamento com ligantes de PPARYy

Os animais foram tratados com o agonista de PPARy, Rosiglitazona (0,5mg/kg, i.v. ou
i.p.) e/ou com antagonista GW9662 (1mg/kg, i.v. ou i.p.) 15 minutos apdés CLP. Em
experimento de andlise de sobrevida a Rosiglitazona também foi administrada 6 h ap6s a
cirurgia. Os animais submetidos a CLP receberam injecéo i.v ou i.p. de veiculo DMSO como

controle do tratamento. Todas as analises foram feitas 24 h apés o CLP.

3.1.5 Curva de sobrevida ap6s a inducdo do CLP ou ap6s o modelo de injecdo de

macerado fecal

Apbs a inducdo do CLP ou o modelo de sepse induzido por injecdo de macerado fecal
(descritos nos itens 3.1.2 e 3.1.3, respectivamente), foi feito o tratamento com ligantes de
PPARy descrito no item anterior e as andlises de mortalidade dos animais foram efetuadas

durante o periodo de 0 a 144 h.

3.1.6 Analise do grau da severidade da sepse - escore clinico

Os animais foram submetidos a CLP e tratados de acordo com item 3.1.4. Apds 24 h, os
animais tiveram o escore clinico avaliado. Para fazer o escore, foram analisados o0s seguintes
parametros: piloerecdo, taxa de respiracdo, alteracdo nas fezes, lacrimacao/alteragdo nas
palpebras, abdémen contraido, for¢a ao agarrar um objeto, alteracdo de temperatura corporal,
alerta (escape ao toque), exploracdo do ambiente e atividade locomotora. Para cada parametro
apresentado, o animal recebia um ponto e na auséncia do parametro ele ndo pontuava. Em
seguida, os pontos eram somados para a classificacdo clinica do animal, sendo de escore de 0

significa que o animal ndo apresenta nenhuma alteracao clinica, e 0 escore menor ou igual a 3
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significa uma sepse leve, entre 4 e 7 significa uma sepse moderada e entre 8 e 11 significa

uma sepse grave (Reis PA, dados ndo publicados).

3.1.7 Determinacdo de parametros celulares (leucometria) apés CLP

Apos a inducéo de sepse, os animais foram eutanasiados em camara de CO,. A cavidade
peritoneal foi aberta e lavada com 3 mL de PBS (1x), de onde foram obtidas aliquotas do
lavado peritoneal para a contagem total e diferencial de células. O sobrenadante livre de
células foi armazenado em freezer -80°C para posterior dosagem de citocinas pelo método de
ELISA.

3.1.8 Contagem total e diferencial das células do lavado peritoneal

A contagem total de células do lavado peritoneal foi efetuada em cameras de Neubauer
em microscopio éptico (Olympus, aumento de 10x), apés a diluicdo de 40X das mesmas em
solucdo de Turk. A analise diferencial de leucdcitos foi realizada sob objetiva de imersdo em
citoesfregacos preparados em citocentrifuga (Cytospin-Shandon-450 rpm por 5 minutos),
corados pelo método Pandtico Rapido (Laborclin). Foram contadas 100 células consecutivas
por citoesfregaco em microscépio de luz, com objetiva (aumento de 100x) de imersdo em
6leo. A guantidade de cada tipo celular foi calculada a partir da porcentagem encontrada com
relacdo ao numero total de células. Para obtencdo dos sobrenadantes, os lavados peritoneais

foram centrifugados a 900 g durante 10 minutos e armazenados a -80°C para anélises futuras.

3.1.9 Avaliacdo da carga bacteriana - contagem de unidades formadoras de col6nias

Os animais foram submetidos a CLP e 15 minutos apo6s tratados com Rosiglitazona e/ou
GW 9662 ou respectivos veiculos. Apds 24 h, as cavidades peritoneais dos animais foram
lavadas com 3 mL de salina estéril em fluxo laminar. Em seguida foram coletadas aliquotas
do lavado peritoneal e feitas diluicdes de 1:100 e 1:1000 em PBS e 20 uL dos lavados foram
plagueados em placa de TSA (Trypticase Soy Agar) e incubadas na estufa a 37°C por 24 h
para posterior contagem manual de unidades formadoras de coldnias (UFC). Os resultados

foram expressos em nimero de unidades formadoras de col6nia por mL.
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3.1.10 Avaliacao da glicemia dos animais submetidos a CLP

Os niveis de glicose dos animais foram medidos 24 h ap6s o CLP na auséncia e na
presenca do tratamento com Rosiglitazona. Para tanto, foi retirada uma gota de sangue venoso
da veia caudal dos animais e a glicemia foi medida por um monitor (One Touch Ultra2,
Johnson & Johnson Medical S.A.). As medidas normais de glicose em camundongos Swiss

sadios é em torno de 120 mg/dL.
3.1.11 Microscopia intravital cerebral por epi-iluminacéo e fluorescéncia

Ap6s 24 h do procedimento CLP descrito no item 3.1.2., foram realizados o0s
experimentos de microscopia intravital. Os animais foram mantidos sob anestesia com doses
suplementares de 1 mg/kg, i.v., através de catéter na veia jugular direita. A visualizacdo da
microcirculacdo cerebral foi realizada através de uma craniotomia no osso parietal direito com
0 auxilio de uma broca, permitindo a exposi¢cdo da membrana pia mater. Esta janela craniana
permite a observacdo dos vasos sanguineos desta rede vascular que é mantida sob o feixe de
luz (201).

Foi realizada a administracdo i.v. de fluoresceina dextran (FITC-dextran 150, Sigma®), e
as imagens da microcirculacdo foram feitas através do software Archimed 3.7.0 (Microvision,
Franca). A contagem de capilares foram feitas com o auxilio do software Saisam 5.1.3
(Microvision, Franca). Serdo feitas imagens seriadas com oculares de 10x e objetivas de 10x
(Olympus BX150WI, EUA) com duragdo de 1 minuto para cada campo e calculadas por
nimero de capilares por mm?® Somente foram computados os capilares perfundidos
continuamente, representando a densidade capilar média funcional.

Para marcacdo dos leucdcitos circulantes, foi feita a administracdo i.v. de 0,3 mg/kg de
rodamina 6G (Sigma®) e os leucdcitos com a fluorescéncia associada foram visualizados
através da microscopia descrita acima. A interacdo leucocito-endotélio foi avaliada através da
determinacdo do numero de leucdcitos aderidos a parede venular por um periodo de 30
segundos. O rolamento de leucdcitos foi definido quando sua velocidade dentro do vaso era
inferior a dos eritrocitos circulantes. Foram analisados vasos da membrana pia mater com
didmetros variando de 50 a 120 um e, devido a grande variabilidade de didmetros dos vasos

deste leito vascular, a adesdo leucocitaria foi expressa em numero de celulas/min.
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3.1.12 Medidas hemodinamicas de pressao arterial e frequéncia cardiaca

A presséo arterial e a frequéncia cardiaca foram monitoradas continuamente nos animais
submetidos a CLP tratados ou néo, através de cateter colocado na artéria carotida esquerda,
conectado a um transdutor de quartzo, por sua vez conectado a um sistema de aquisicdo

automatica de dados hemodinamicos Biopac (MP 150, Biopac Systems, EUA).

3.2 Experimentos in vitro

3.2.1 Dosagem de citocinas e quimiocinas

Os sobrenadantes de lavado peritoneal foram estocados a -80°C para dosagens de
citocinas tais como TNF-a, IL-6, IL-10, e da quimiocina CCL2 e CXCL1, pelo método
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Foram utilizados anticorpos monoclonais
especificos (Duo set kit — R&D Systems). Para essas analises foi utilizado o protocolo da
Pharmingen, no qual placas de 96 pocos (Nunc) foram revestidas com anticorpos de captura.
As placas foram cobertas com papel aluminio e incubadas overnight a 4°C. No dia seguinte,
apos 3 lavagens com PBS/Tween, os sitios inespecificos foram bloqueados pela adi¢do de
PBS/BSA 1%. Apo6s 1 h as placas foram lavadas por 4 vezes com PBS/Tween novamente e,
em seguida, foram adicionadas proteinas recombinantes em diferentes concentragdes (curvas-
padrdo), bem como as amostras de lavado peritoneal. Novamente as plcas foram incubadas
overnight a 4°C. No ultimo dia ap6s a rinsagem, o anticorpo de deteccdo foi adicionado
também diluido em PBS/BSA 1% +Tween 20 a 0,05 %. Apos 1 h de incubacdo a temperatura
ambiente, adicionou-se avidina-peroxidase (diluicdo 1:200, R&D). Apdés 30 minutos, as
placas foram lavadas com solucdo de lavagem e em seguida, adicionou-se a solucdo de TMB
(3,3',5,5'-Tetrametilbenzidina, Sigma). A reacdo foi paralisada com a adi¢éo solucdo de acido
sulfarico (Proguimios) 0,4 N (50 pL/pocgo) e a leitura foi feita no comprimento de onda de

405 nm em espectrofotdmetro (Spectra Max, Molecular Devices®).
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o Anticorpo Curva de citocina Anticorpo
Citocina . «
de captura recombinante de deteccao
IL-6 (R&D, dual set) 2 ng/mL (1000 pg/mL) 0,2 png/mL
IL-10 (R&D, dual set) 2 ng/mL (2000 pg/mL) 0,2 ug/mL
TNF (R&D, dual set) I pg/mL (2000 pg/mL) 0,25 pg/mL
CXCL1 (R&D, dual set) 2pg/mL (1000 pg/mL- 15,6pg/mL) | 0,2ug/mL
CCL2 (R&D, dual set) 0,2pug/mL (500 pg/mL- 7,8pg/mL) 0,05ug/mL

3.2.2 Analise de corpusculos lipidicos

Citoesfregacos de lavado peritoneal de animais submetidos & CLP tratados com ligantes
de PPARY, Rosiglitazona e/ou GW9662, ou veiculo foram fixados em 3,7% de formaldeido
em HBSS sem Ca™ e Mg®* (pH 7,4). Em seguida, os citoesfregacos foram enxaguados com
agua destilada para remocéo do excesso de formaldeido. A marcacdo de corpusculos lipidicos
foi feita com solucdo de cacodilato 0,1M (pH 7,4) e corados em 1,5% de 6smio por 30
minutos. Logo apds 24 h, os citoesfregacos foram enxaguados novamente em agua, imersos
em 1,0% de tiocarbohidrazida por 5 minutos, enxaguados, novamente em 0,1mL de solucédo
de solucéo de cacodilato e repousando em 1,5% de dsmio por 3 minutos. Seguido novamente
de enxague em agua, as laminas foram secas para visualizacdo. A morfologia das células
fixadas foi observada e os corpusculos lipidicos foram contados por microscopia de luz, com
objetiva de imersdo de 6leo (aumento de 100x), contando 50 leucdcitos consecutivos em cada

lamina.

3.2.3 Andlise de 6xido nitrico

A producdo de NO foi estimada pelo acimulo de nitrito (NO,), um produto estavel da
oxidacdo do NO, usando o reagente de Griess. A reacdo de Griess quantifica a presenca de
nitrito por espectrofotometria, pois ocorre a formacdo de um composto de coloracdo rosada
guando o nitrito é tratado com o reagente de Griess. As amostras foram entdo colocadas em
placa com 96 pogos e em seguida foram adicionados 100 pL do reagente de Griess (Sigma).
O reagente foi também adicionado a curva padréo. Foram utilizados 100 pL da diluicdo em
cada poco. A leitura da absorbancia foi realizada em leitor de microplacas, com comprimento
de onda de 540nm (Spectramax 190 — molecular Devices — EUA). A producdo do NO foi

quantificada através da comparacdo a curva-padrao.
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3.2.4 Ensaio de estresse oxidativo

A atividade de peroxido de hidrodrogénio no sangue foi medida apés 15 minutos de
incubacéo a 37° C com PMA (Phorbol Myristate Acetate), em seguida, mais 15 minutos de
incubagdo com dihidrorodamina 123 (DHR) a 37°C, na auséncia e na presenca de catalase
bovina. Em seguida, foi adicionada uma solucéo de lise de hemécias comercial. O sangue foi
centrifugado e o sobrenadante descartado. As células foram lavadas duas vezes para remover
0 excesso de fluorescéncia e ressuspensas em solucdo tampao (PBS). Todas as amostras
foram analisadas por citometria de fluxo no FACScalibur®. E os dados foram analisados no

programa FCS Express 3.0.

3.2.5 Cultura de E. coli e ligantes de PPARYy

Colonias isoladas de E. coli foram colocadas para crescer por 16 h em 3 mL de meio
Luria Bertani naestufa a 37°C. A densidade de bactérias no meio apo6s incubacdo foi
determinada através de leitura espectrofotométrica a 660 nm. Triplicatas de amostras
contendo 10° bactérias suspensas em 1 mL de PBS estéril foram incubadas com Rosiglitazona
(0,1-10 uM) ou GW9662 (0,1-10 uM) por 1 h na estufa a 37°C. Apds a incubacdo, aliquotas
de 20 uL de amostras 100x diluidas foram plaqueadas em agar Luria Bertani e novamente

incubadas na estufa a 37°C por 24 h. A contagem de UFC foi realizada manualmente.

3.2.6 Purificacdo de Polimorfonucleares por gradiente de Ficoll

Os polimorfonucleares (PMNs) foram isolados de sangue venoso de pacientes sadios com
anticoagulante citrato ou EDTA. O sangue total foi centrifugado a 150 g por 20 minutos a
20°C para se obter o plasma rico em plaquetas (PRP). Em seguida foi descartado o PRP e
adicionados as células situadas no fundo do tubo (pellet) contendo células da linhagem branca
e vermelho uma mistura de NaCl (0,9%) e Dextran 70 (6%) (Sigma®), para se obter o plasma
rico em leucdécitos (PRL). Em seguida, a suspensdo celular foi centrifugada em gradientes
Ficoll (AmerSham Pharmacia) a 1200 g por 30 minutos a 4° C. Apés a centrifugacéo, foi
possivel observar 3 bandas deste gradiente: a primeira banda correspondeu as células
mononucleares, a segunda as celulas da linhagem vermelhas e a terceira correspondeu ao

gradiente Ficoll. O pellet de células correspondeu aos PMNs. A pureza dos PMNs encontrada
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foi de 90 a 95% que foi determinada por contagem diferencial em cito esfregaco, observados

em microscopia optica.

3.2.7 Purificacdo de polimorfonucleares humanos por coluna magnética

O protocolo de purificagdo de PMNs humanos foi aprovado segundo a comissao de ética
da Universidade de Utah e de acordo com a declaragdo de Helsinki, na qual descreve os
principios éticos para a pesquisa médica envolvendo seres humanos. Os PMNs foram isolados
de sangue venoso de pacientes sadios com anticoagulante citrato ou EDTA a 20 mM. Em
seguida, as células foram purificadas por imunoselecdo positiva, utilizando micro particulas
revestidas (beads - Miltenyi Biotec, EUA) com anticorpo anti-CD15 e deixadas em repouso
por 15 minutos a 4°C. Apds o tempo de incubacéo, as células foram separadas por coluna
magnética por um separador de células (auto-MACS sorter -Miltenyi Biotec) e ressuspensos

em meio 199. A pureza de PMNs obtida com este sistema é cerca de 95%.

3.2.8 Cultura polimorfonucleares humanos incubados com E. coli

Os PMNs foram purificados por gradiente de Ficoll como descrito no item 3.2.6, e em
seguida foram colocadas em placa de 26 pocos, contendo meio de cultura M199 (Lonza
Biologics®, Suica). Foram plaqueadas aproximadamente 10° células por poco. Em seguida as
células foram tratadas com Rosiglitazona nas concentracdes (0,5-50 uM) e incubadas por 1 h
a 37°C. Apbs o tempo de incubagdo, as células foram estimuladas com E. coli por 1 h.
Seguido o tempo de estimulacdo, o sobrenadante foi recolhido e o nimero de UFC foi

analisado.
3.2.9 Indugéo da formagéo de NETs

Apos a purificacdo dos PMNs humanos, 2x10°%/mL células foram colocadas em diferentes
tubos com meio 199 e em seguida receberam dois diferentes estimulos para cada grupo
separadamente: LPS sorotipo 0111:134 (Sigma®) na concentragdo de 0,1 - 100 ng/mL ou E.
coli (10° bactérias/mL). Como controle as células foram tratadas com veiculos DMSO ou
etanol, ou tratadas com Rosiglitazona (0,5 M) na presenga e na auséncia do antagonista
GW9662 (0,5 uM) ou apenas com GW9662 separadamente. Em seguida, as células foram
colocadas em laminas previamente revestidas com Poli-L-lisina (Img/mL, Sigma®) e

incubadas por 1 h a 37° C em estufa com 5% CO, Decorrido tempo de incubacio e
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estimulacdo, as celulas foram retiradas da estufa e lavadas com PBS 1X para retirar 0 excesso
de meio. Para a visualizagdo da formagdo das NETSs, as preparacfes das laminas foram
incubadas com uma mistura corantes de DNA fluorescentes: o Syntox orange que é um
corante impermeavel que marca em vermelho o DNA extracelular, e um corante permeavel, o
Syto green que marca em verde o DNA nuclear (Molecular Probes, EUA). A visualizacdo das
imagens foi feita em microscopia confocal (FV 300 1x81 - Olympus, Center Valley, EUA)
com objetivas de 20x e 60x. A captura das imagens foi realizada no programa FluoView
software (Olympus, Center Valley, EUA).

3.2.9.1 Western blotting para proteina histona H3

Apbs a visualizacdo e captura de imagens das NETS, as preparacdes das laminas foram
lavadas com PBS 1X para a retirada dos corantes fluorescentes de DNA. Em seguida, as
mesmas foram tratadas com DNAse (2,5 U/mL) por 15 minutos para degradar o material
nuclear extracelular, e em seguida foram tratadas com EDTA para interromper a rea¢do. Apos
5 minutos de tratamento, os sobrenadantes das I[aminas foram removidos e colocados em tubo
1,5 mL e centrifugados a 300 g por 2 minutos. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi
recolhido, colocado em tubo estéril, adicionado tampdo de amostra (lamelli buffer) e
congelados a -80 C para posterior ensaio de Western blotting.

No dia do ensaio de Western blotting foi utilizado o protocolo segundo o manual
fabricante Odyssey system™ (Li-Cor, Biociences, EUA), em qual consiste o uso de membrana
de nitrocelulose especial para fluorescéncia, anticorpos policlonais e marcadores de peso
molecular igualmente fluorescentes. Um volume de sobrenadante diluido em tampéo de
amostra correspondente a 10 pg de proteinas totais foi aplicado em cada poco. Aplicou-se o
padrdo de peso molecular (Odyssey system™ - Li-Cor, Biociences). Em seguida, as amostras
foram submetidas a eletroforese (em gel de acrilamida 4-20%, Mini-Protean TGX precast
Gels®- BioRad) com a aplicacdo de 25 V por uma h e meia e em seguida, transferidas para
membrana de nitrocelulose (Odyssey system™ - Lij-Cor, Biociences, EUA) previamente
permeabilizadas em metanol 100%, utilizando tampdo de transferéncia. A transferéncia foi
realizada a 100V por 90 minutos em sistema semi-seco (Amersham Biosciences). Apés a
transferéncia, a membrana foi incubada por 1 h com solugéo bloqueadora (Odyssey system™ -
Li-Cor, Biociences, EUA) a 4°C. Posteriormente, a mesma foi incubada overnight, protegida
da luz, com anticorpo policlonal anti histona H3 de coelho (Cell signaling Techonology®),
diluido em solucdo blogueadora na proporcéo de 1:1000. Apoés este tempo, a membrana foi

lavada com solucdo TBS/T. As proteinas de interesse foram identificadas pela incubacéo por
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uma hora da membrana com anticorpos secundarios anti-coelho conjugados com fluoréforo e
diluidos em solucdo blogueadora na proporcao de 1:10000, protegendo da luz. A deteccdo das
bandas foi feita através de escaneamento das membranas e captura de imagens com software

Odyssey Infrared Imaging system®.

3.2.10 Quantificagdo da eliminagdo de bactérias associada a netose

Os PMNs humanos foram incubados por 30 minutos a 37°C na presenca ou na auséncia
de inibidores de fagocitose, como a citocalasina B e D (Sigma) na concentracdo de 10 puM
para cada tratamento. Seguida a incubagdo e tratamento, as células foram estimuladas com
LPS (0,1pg/mL) de sorotipo 0111:134 (Sigma®) e colocadas em placa de 24 pocos pré-
revestidas com Poli-L-lisina (Img/mL, Sigma®). Em seguida, as placas foram incubadas a
37° C por 1 h para permitir a formacdo de NETs. Apos o tempo de incubagéo, as culturas
foram tratadas ou ndo com DNAse (2,5 U/mL- Promega, Madison, WI) por 15 minutos e em
sequida estimuladas com bactérias E. coli (2x10° celulas/mL) na presenca dos seguintes
tratamentos: DMSO (0,01%) ou etanol (0,001%), ou Rosiglitazona (0,5 uM) e/ou GW 9662
(0,5 M) a 37°C por 1 h. Apbs o tempo de incubagdo, as células aderidas em cada pogo foram
soltas do fundo com um rodo apropriado para culturas de células. Foram feitas 5 diluicdes
seguidas de 1:10 para cada estagio e as culturas foram colocadas em placas de agar com 5%
de sangue de ovelha e deixadas em estufa overnight. Apés 24 h de incubacdo, o numero de
UFC da eliminacdo bacteriana total (mediada por fagocitose e netose), da eliminacédo
bacteriana pela induzida pela fagocitose e finalmente, por netose foram contadas e
comparadas com as culturas de bactérias na auséncia de PMNs.

3.2.11 Coleta de cérebro para ensaios de mieloperoxidase (MPO)

Animais submetidos a CLP e tratados com ou Rosiglitazona ou veiculo na presencga ou
auséncia de GW9662 foram submetidos & inalagdo com isoflurano 6 h ap6s o estimulo. Apos
parada respiratdria total, a cavidade toracica dos animais foi aberta e a auricula esquerda foi
seccionada. Um sistema de perfusdo contendo um escalpe acoplado a um frasco de solugéo
salina com gotejador pendurado em local elevado foi posicionado no ventriculo esquerdo.
Apos perfusdo com aproximadamente 50 mL de solucdo salina, foram coletadas amostras
cérebro para ensaio de atividade de MPO. As amostras de tecido foram imersas em nitrogénio

liquido e em seguida foram armazenadas a -80° C até 0 momento do ensaio.
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3.2.12 Ensaio de atividade mieloperoxidase

Apo6s descongelado, o cérebro foi pesado e homogeneizado em solugdo de
homogeneizacdo (Sigma® - 100 pL de solucdo para cada 5 mg de tecido) no gelo. O
homogenato foi centrifugado a 4000 RPM por 15 minutos a 4°C e em seguida o sobrenadante
foi coletado e novamente centrifugado a 12000 RPM por 15 minutos a 4°C. Em placas de
fundo chato (Falcon) foram adicionados 50 pL de solugdo de homogeneizagdo + 50 uL de
sobrenadante do homogenato + 50 pL de solucdo de o-dianisidina (0,68 mg/mL), sendo
realizada a duplicata de cada amostra. A placa foi entdo incubada a 37°C por 15 minutos e em
seguida foram adicionados 50 pL de solucéo de peroxido de hidrogénio (0,006%). Ap6s mais
10 minutos de incubacdo a 37°C determinou-se a densidade 6tica no comprimento de onda de

460 nm espectrofotdmetro (Spectra Max, Molecular Devices®).

3.2.13 Dosagem de proteinas pelo método do &cido bicinconico

As proteinas do tecido cerebral foram quantificadas utilizando-se a técnica de BCA
(bicinchonic acid, Thermo Scientific). As amostras de homogenato do tecido foi aplicadas
(10 pL/pogo) em uma placa de 96 pocos de fundo em U (Nunc). Em seguida, diluiu-se a
curva padrédo (de 2 a 0,01562 mg/mL), que foi construida através de dilui¢cBes seriadas a partir
da albumina de soro bovino (BSA) fornecida pelo fabricante. Adicionou-se o reagente de
trabalho (70 pL/poco), que foi preparado misturando-se 50 partes do reagente A e uma parte
do reagente B. A placa de fundo em U foi incubada na estufa a 37°C por 30 minutos. Ap6s 0
término da reacdo, o resultado foi lido em espectrofotdmetro a 562 nm.

3.3 Drogas e solucdes
Preparo de Rosiglitazona (Cayman Chemical)

As aliquotas de Rosiglitazona foram preparadas em DMSO (0,01%) e em alguns
experimentos etanol (0,01%) e armazenadas a 20°C. Para o preparo das doses de tratamento,
as aliquotas de Rosiglitazona foram descongeladas e diluidas em salina estéril e utilizadas

imediatamente apds este procedimento. A manipulacdo da droga foi realizada dentro da

cabine de biosseguranca para manutencédo de sua esterilidade.
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Preparo do GW9662 (Cayman Chemical)

As aliquotas de GW9662 foram preparadas em etanol estéril a 0,01%, e em cabine de
seguranca para manutencdo da sua esterilidade e ap0s a evaporacao do etanol, as aliquotas
foram armazenadas a -20° C. No momento do experimento, as aliquotas foram ressuspensas

em mesma concentragdo de etanol e utilizadas imediatamente ap06s este procedimento.

Preparo de solucéo salina tamponada por fosfato (PBS) pH=7,4

PBS 10x:

. Na;HPO, (Sigma Aldrich) 169

. NaCl (Merck) 80¢

. KH,PO,4 (Sigma Aldrich) 29

. KCI (Merck) 29

. Agua MilliQ (Millipore) g.s.p. 1L

Os sais foram dissolvidos em agua MilliQ num volume de aproximadamente 800 mL. Em
sequida, o pH foi corrigido no pHmétro (Jenway) até alcancar 7,4 e o volume restante foi

completado com agua MilliQ.

PBS 1x:
° PBS 10x 100 mL
° Agua MilliQ 900 mL

Solucgéo de Turk

. Acido acético glacial (Quimica) 10 mL
o Cristal violeta (Sigma®) 50 mg
. Agua MilliQ g.s.p. 500 mL

Conjunto Pandtico Rapido (Laborclin)

Constituido por Panético rapido n®1 (solucéo de triarilmetano a 0,1%), Panético rapido n®

2 (solucéo de xantenos a 0,1%) e Pandtico rapido n®3 (solucéo de tiazinas a 0,1%).

40



Preparo de solucdes para Western Blotting

Tampéao de amostra 4 x/LaemmLli Buffer (0,25%0):

o Solucdo de Tris base (Merck) 1 M pH 6,8 25 mL
. Agua MilliQ 15 mL
. SDS 8% 8¢

o Glicerol 100% (Invitrogen) 40 mL
o B- mercaptoetanol (Sigma®) 20 mL
o Azul de Bromofenol (Sigma®) 250 mg

Tampao de corrida 10x:

. Tris base (Merck) 309

. Glicina (ICN Biomedicals) 144 g

. SDS (Sigma®) 109

. Agua MilliQ gsp.1L

Tampao de corrida 1x:
. Tampao de corrida 10x 100 mL
. Agua MilliQ 900 mL

Tampao de transferéncia 10x:

. Tris base (Merck) 30,3¢g
J Glicina (ICN Biomedicals) 144 ¢
. Agua MilliQ g.s.p. 1L

Tampao de transferéncia 1x :

o Tampao de transferéncia 10x 100 mL
o Metanol (Merck) 200 mL
. Agua MilliQ 700 mL

Solucéo salina tamponada por Tris (TBS) pH=7,4

TBS 10x
o Tris HCI (Merck) 289
o Tris base (Merck) 250
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o NaCl (Merck) 87,69

. Agua MilliQ g.s.p.1L
TBS 1x

J TBS 10x 100 mL
. Agua MilliQ 900 mL
TBS/ Tween®

J TBS 1X 1000 mL
o Tween® 20 (Sigma®) 500 pL

Preparo de solucGes para o ensaio de mieloperoxidase

Solucéo de homogeneizagéo:

. PBS EDTA 5 uM 100 mL
. Brometo de cetildimetil amonio (Sigma®) 059

Solugéo de o-dianisidina (0,68 mg/mL):
. o-dianisidina (Sigma®) 1 tablete de 10 mg

. Agua MilliQ 14,7mL
A solucdo foi preparada imediatamente antes do uso.

Solucéo de peroxido de hidrogénio (0,006%):

. Peroxido de hidrogénio 30% (Merck) 1puL

. Agua MilliQ 5mL

A solucdo foi preparada imediatamente antes do uso.

Solucgbes para ELISA

Tampéao de lavagem:
o PBS 1x 1L
o Tween® 20 500uL
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Tampao de bloqueio:
. PBS 1x 100mL
o BSA (Sigma®) 19

Tampéo de bloqueio + Tween® 20 :

o PBS 1x 100 mL
J BSA 1g
. Tween® 20 50 uL

Streptavidina-peroxidase:
. Streptavidina-peroxidase (R&D) 25 ul

. Tampao de blogueio+ Tween® 20 5mL

A solugéo foi preparada imediatamente antes de seu uso.

Solucéo de parada (H,SO,40,4N):

) H.SO,4 (Merck) 10,65 mL
. Agua MilliQ q.s.p. 1L

3.4 Analise Estatistica

Os resultados foram representados como média e erro padrdo da média (EPM) e
avaliados estatisticamente através da andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste t de
Student-Neuman-Keuls (SNK) no software GraphPad Instat. Os valores de p<0,05 foram
considerados significativos. As curvas de sobrevida foram expressas como percentagem de
camundongos vivos, observados num periodo de 0-144 h. Para a curva de sobrevida foi
utilizado e teste estatistico Mantel-Cox-logrank, no qual P<0,05 foram consideradas

significativas.
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4. Resultados

4.1. Efeito protetor do agonista PPARy na sobrevida de camundongos Swiss submetidos a
CLP em diferentes vias de administracéo

Para analisarmos papel do agonista do PPARy em um modelo de sepse clinicamente
relevante, os animais foram submetidos ao modelo de CLP e tratados com o agonista de
PPARy, a Rosiglitazona. Para verificar se existem diferencas na eficdcia do tratamento
causadas pela via de administracdo, tratamos os animais com Rosiglitazona na dose de 0,5
mg/kg por via i.v. ou i.p. 15 minutos apds o procedimento cirargico. No grupo controle, foi
injetado veiculo por via i.v. A curva de mortalidade foi observada por um periodo de 144 h.
Apds uma semana de acompanhamento, registrou-se uma sobrevida de 30% para 0 grupo
controle, em contraste com uma sobrevida de cerca de 50% dos animais tratados com
Rosiglitazona i.p. e de 80% dos animais tratados por via i.v. O grupo de animais sham tiveram
100% de sobrevivéncia (figura 4.1).
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Figura 4.1: Curva de sobrevida de animais submetidos ao modelo de CLP e tratados com
Rosiglitazona em diferentes vias de administracdo. Camundongos Swiss foram submetidos a
CLP e 15 minutos depois tratados com Rosiglitazona (Rosi; 0,5 mg/kg, i.v. ou i.p.) ou veiculo
(controle) por via i.v. . A curva de sobrevida foi analisada por um periodo de 7 dias. Os dados
representam 3 experimentos com um n=10 animais por grupo. (*) representa a significancia

estatistica quando comparados ao grupo controle (CLP+veiculo) (p<0,05).
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4.2 Efeito do pos-tratamento com Rosiglitazona na sobrevida de camundongos Swiss 6 horas
apo6s o modelo CLP

Para analisarmos se o tratamento com Rosiglitazona seria capaz de melhorar a sobrevida dos
animais em um modelo de sepse clinicamente relevante, animais foram tratados om Rosiglitazona
(0,5 mg/kg) por via i.v. ou i.p. 6 h apds o procedimento CLP. A sobrevida foi avaliada em um
periodo de 7 dias.

Os camundongos tratados com salina e submetidos a CLP tiveram uma taxa de sobrevida de
20%. Porém, o pds-tratamento com Rosiglitazona por ambas as vias de administracdo, em animais
sépticos foi capaz de melhorar a sobrevida dos animais de forma relevante, com taxa de sobrevida

de 70% em ambas as vias de administracdo. Os animais sham operados foram usados como
controle (figura 4.2).
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Figura 4.2: Efeito do pés-tratamento com Rosiglitazona na sobrevida de animais 6 h apés
0 modelo CLP. Camundongos Swiss foram submetidos a CLP e 6 h depois tratados com
Rosiglitazona (Rosi; 0,5 mg/kg, i.v. ou i.p.) ou veiculo (controle). A curva de sobrevida foi
analisada por um periodo de 7 dias. Os dados representam 3 experimentos com um n=10

animais por grupo. (*) representa a significancia estatistica quando comparados ao grupo
controle (CLP + veiculo) (p<0,05).
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4.3 Efeito da Rosiglitazona na sobrevida de animais submetidos ao modelo de macerado
fecal

Nesta parte do estudo avaliamos se o tratamento com Rosiglitazona seria capaz de
melhorar a sobrevida dos animais em um modelo de sepse severa. Para tanto utilizamos um
modelo de injecdo de fezes. Animais foram tratados com Rosiglitazona (0,5 mg/kg) ou veiculo
por via i.v. 15 minutos ap6s o procedimento. A sobrevida foi avaliada em um periodo de 0 a
144 h. Os camundongos Swiss tratados com salina e submetidos ao modelo de injecédo de fezes
tiveram uma taxa de sobrevida de 5%. Porém, o tratamento com Rosiglitazona em animais
sépticos foi capaz de melhorar a sobrevida dos animais, com taxa de sobrevida de 50%. Os

animais controles observou-se uma sobrevivéncia de 100% foram usados como controle (figura
4.3).
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Figura 4.3: Efeito do tratamento com Rosiglitazona na sobrevida de animais em modelo
de sepse severa. Camundongos Swiss foram submetidos ao modelo de macerado fecal e 15
minutos depois foram tratados com Rosiglitazona (Rosi; 0,5 mg/kg, i.v.) ou veiculo (controle).
A curva de sobrevida foi analisada por um periodo de 0 a 144 h. Os dados representam 3
experimentos com um n=10 animais por grupo. (*) representa a significancia estatistica quando
comparados ao grupo (CLP + veiculo) (p<0,05).
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4.4 Efeito da Rosiglitazona no escore clinico de severidade de sepse em camundongos

Swiss submetidos a CLP

Para avaliar a gravidade da sepse nos animais, fizemos um escore ou pontuacao dos sinais
clinicos 24 h apés o CLP. Quanto maior o escore, mais doente o animal se encontra e maior a
gravidade da sepse. Os animais sham e os sham tratados com Rosiglitazona ou GW9662,
tiveram um escore clinico de zero, mostrando que a manipulagdo cirdrgica dos animais, 0
anestésico e o tratamento com agonista e antagonista de PPARy por si s0, ndo afetaram o
quadro clinico dos animais. No entanto, 24 h apés o CLP, os animais que receberam veiculo ja
apresentavam um escore que indicava sepse moderada, assim como o grupo CLP tratados com
GW9662. Todavia, o tratamento com Rosiglitazona foi capaz de reduzir significativamente
esse escore. Nos animais submetidos a CLP e tratados com GW9662 e Rosiglitazona,

observamos uma reversdo da protecdo conferida pela Rosiglitazona (Figura 4.4).

Sepse severa

Score

sepse moderada

sepse leve

Figura 4.4: Efeito da Rosiglitazona sobre o escore clinico de gravidade de camundongos
Swiss submetidos a CLP. Camundongos Swiss foram submetidos a CLP tratados os ndo com
Rosiglitazona ou GW9662 e 24 h depois foi feita a andlise do escore clinico. Dados
representados como media (n= 10/grupo). (*) representa diferenca estatistica em relacdo aos
grupos sham, sham+Rosi e sham+GW9662. (#) representa a significancia em rela¢do ao grupo
CLP e (+) com relagdo ao grupo CLP+Rosi (p<0,05).
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4.5 Analise da celularidade do lavado peritoneal e sangue de animais Swiss submetidos a
CLP

Os neutrofilos sdo células possuem um papel crucial na defesa contra infeccbes
bacterianas, incluindo a sepse. Estas células envolvidas na eliminacdo de microorganismos por
causa do seu amplo estoque de enzimas proteoliticas e sua rapida producdo de espécies reativas
de oxigénio (109).

Fomos investigar o papel da Rosiglitazona na resposta inflamatoria induzida pela infec¢éo
microbiana induzida pelo CLP e analisamos o perfil de leucocitario de amostras de lavados
peritoneais e sangue periférico dos animais. Para tal, camundongos Swiss foram operados e
tratados com Rosiglitazona (0,5 mg/kg) por via i.v. 15 minutos ap6s o procedimento cirurgico,
enguanto o grupo controle recebeu veiculo. Apds 24 h, os animais tiveram amostras de sangue
e lavado peritoneal recolhidas para contagem de leucdcitos totais e determinagdo da contagem
diferencial. As analises da celularidade do lavado peritoneal mostrado na figura 4.5A,
demonstraram um aumento significativo no numero de leucécitos totais nos animais
submetidos a CLP tratados com veiculo quando comparados com o grupo sham. Este aumento
correspondeu ao aumento do niamero de neutrofilos, ndo havendo diferenca significativa nas
células mononucleares entre os grupos. O tratamento com Rosiglitazona foi eficaz em reduzir o
namero de leucdcitos totais, assim como o nimero de neutréfilos no lavado peritoneal quando
comparados com o grupo CLP+veiculo. A figura 4.5B mostra que houve um aumento no
namero de leucdcitos circulantes no sangue periférico dos animais submetidos a CLP+veiculo
comparados ao grupo sham. No entanto, o tratamento com Rosiglitazona ndo alterou o perfil do

namero destas células de forma significativa quando comparados com o grupo sham.
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Figura 4.5A: Andlise da celularidade de amostras do lavado peritoneal de camundongos
tratados com Rosiglitazona. Camundongos Swiss submetidos a CLP receberam tratamento
com Rosiglitazona (Rosi; 0,5 mg/kg i.v.) ou veiculo no controle, 15 minutos apds a operagéo.
24 h ap6s o procedimento, o lavado peritoneal recolhido para a anélise da celularidade. Os
dados representam a média = E.P.M. (n=10/grupo). (*) p<0,05 em relac¢do ao grupo sham e (+)

representa a diferenca estatistica quando em relagdo ao grupo CLP+veiculo.
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Figura 4.5B: Andlise da celularidade de amostras do sangue de camundongos tratados
com Rosiglitazona. Camundongos Swiss submetidos a CLP receberam tratamento com
Rosiglitazona (Rosi; 0,5 mg/kg i.v.) ou veiculo no controle, 15 minutos apos a operagéo. Vinte
e quatro horas apds o procedimento, amostras de sangue foram recolhidas para a analise da
celularidade. Os dados representam a média = E.P.M. (n=10/grupo). (*) p<0,05 em relagdo ao

grupo sham.
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4.6 Efeito da Rosiglitazona sobre a producéo de citocinas do lavado peritoneal

Estudos prévios tem demonstrado um relevante papel de quimiocinas e citocinas pro- e
anti-inflamatorias na patogénese da sepse. Macrofagos, neutréfilos e outras células da resposta
imune inata quando reconhecem produtos bacterianos atraves de receptores expressos em suas
superficies, liberam vérios mediadores inflamatdrios, entre esses as citocinas e quimiocinas.
Estes mediadores atuam promovendo ativacdo celular e maior recrutamento de leucdcitos para
o0 tecido (9). Desta forma, resolvemos investigar se o tratamento com Rosiglitazona poderia
alterar o padrdo de producdo de algumas citocinas importantes na sepse. Os animais foram
submetidos a CLP tratados com Rosiglitazona ou veiculo (grupo controle) 15 minutos ap6s o
procedimento cirargico. Apo6s 24 h, o lavado peritoneal coletado, centrifugado para a retirada
do lavado livre de células, e quimiocinas como CCL2, CXCL1 e citocinas como IL-10, IL-6 e
TNF-a foram dosadas através do método ELISA.

Os animais que receberam veiculo e foram submetidos a CLP tiveram, como esperado,
produziram mais TNF-a, IL-6, e IL-10. O tratamento com Rosiglitazona foi capaz de reduzir a
producdo de TNF-a e de IL-6 e aumentou os niveis de IL-10, quando comparado com animais
que receberam veiculo e foram submetidos a CLP (figura 4.6 A, B e C, respectivamente). Além
disso, ap6s o CLP observamos um aumento na secre¢cdo da quimiocina CCL2, mas ndo na
producdo de CXCL1 quando comparados com o grupo sham e sham+Rosiglitazona. O
tratamento com Rosiglitazona nos animais submetidos a CLP foi capaz de induzir um aumento

na secrecdo destas quimiocinas quando comparado ao grupo CLP+veiculo (figura 4.6 D e E).
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Figura 4.6: Efeito da Rosiglitazona na producao de citocinas no periténio de animais submetidos a
CLP. Camundongos Swiss foram submetidos a CLP e foram tratados com Rosiglitazona (Rosi; 0,5
mg/kg , i.v.) ou veiculo, no grupo controle, 15 minutos ap6s a operagdo. Vinte e quatro horas ap6s o
procedimento, o lavado peritoneal foi recolhido. Nos lavados livres de células foram determinados a
producéo de TNF-a (A), IL-6 (B), IL-10 (C) CCL2 (D) e CXCL1 (E). Os dados representam 3
experimentos com lavados de 10 animais em cada grupo. Os resultados representam a média + E.P.M
(n=10/por grupo). (*) p<0,05 em relagdo ao grupo sham e sham+Rosi, enquanto que o (+) representa a

diferenca estatistica quando comparados ao grupo CLP+veiculo.
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4.7 Quantificacdo de UFC no lavado peritoneal de animais Swiss submetidos a CLP

Nestes experimentos, investigamos o efeito do tratamento com Rosiglitazona na carga
bacteriana presente na cavidade peritoneal de animais submetidos a CLP. Para isso,
camundongos Swiss operados e tratados com Rosiglitazona (0,5 mg/kg, i.v.) ou veiculo nos
animais controles, 15 minutos ap6s o procedimento cirargico. Vinte e quatro horas apos,
tiveram amostras de lavado peritoneal recolhidas determinacdo das UFC. Como podemos
observar na figura 4.7 A e B, o tratamento Rosiglitazona levou a reducédo na carga bacteriana

presente no lavado peritoneal, quando comparadas ao grupo de animais CLP+ veiculo.
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Figura 4.7 - Efeito do agonista de PPARy Rosiglitazona sobre a carga bacteriana presente na
cavidade peritoneal de animais submetidos & CLP. Camundongos Swiss submetidos a CLP e tratados
com Rosiglitazona (Rosi; 0,5 mg/kg, i.v.) ou veiculo no controle, 15 minutos apds a cirurgia. Vinte e
quatro horas apés a inducdo de sepse, aliquotas do lavado peritoneal foram plaqueadas para anélise de
UFC. (A) Contagem manual de UFC (B) Foto representativa do grafico exposto, de pelo menos, 4
animais por grupo. Os dados representam 3 experimentos com um n=10 animais para cada grupo. (*) p<

0,05 em relagédo ao grupo sham; (+) p< 0,05 em relacdo ao grupo CLP + veiculo.
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4.8 Avaliacéo da biogénese de corpusculo lipidicos em leucdcitos de animais submetidos a
CLP

Os corpusculos lipidicos sdo inclusdes citoplasmaticas ricas em lipideos presentes na
maioria de células eucariGticas e sdo considerados marcadores estruturais de células
inflamatorias em varias patologias, e estdo presentes na maioria das células eucaridticas (202).
Nos leucdcitos, a sua produgdo se mostra regulada durante processos inflamatorios, e por
componentes microbianos, como o LPS (39).

Investigamos a biogénese de corpusculos nos leucocitos de animais 24 h apés o CLP,
tratados ou ndo com Rosiglitazona (0,5mg/kg, i.v.) 15 min ap6s o procedimento cirdrgico. Foi
observado um aumento do numero de corpusculos lipidicos de células recolhidas do lavado
peritoneal apos o CLP quando comparados com o grupo sham. O tratamento com Rosiglitazona
foi eficaz em reduzir efetivamente os nimeros destas organelas quando comparados com o
grupo CLP+veiculo, mostrando uma importante atividade anti-inflamatdria da Rosiglitazona
(figura 4.8).
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Figura 4.8: Efeitos da Rosiglitazona sobre a biogénese de corpusculos lipidicos no
peritdnio de camundongos Swiss submetidos a CLP. Camundongos Swiss submetidos a CLP
forma tratados com Rosiglitazona (Rosi; 5 mg/kg) ou veiculo 15 min apds CLP. Apos 24 h, a
biogénese dos corpusculos lipideos foi analisada de células peritoneais destes animais. Dados
de 3xperimentos distintos representados como meédia = E.P.M. (n=10/grupo). (*) p<0,05 em

relacdo ao grupo sham e (+) com relagdo ao grupo CLP+veiculo.
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4.9 Efeito da Rosiglitazona na glicemia em animais submetidos a CLP

As Tiazolidinedionas (TZD), popularmente conhecidas como glitazonas, sdo drogas
amplamente utilizadas no tratamento do diabetes tipo 2 (DM tipo 2), resultando em melhora de
parametros glicémicos e metabdlicos dos pacientes (191). Desta forma, foi avaliado em nosso
estudo, se a Rosiglitazona poderia interferir nas glicemia de animais submetidos a CLP. Para
tanto, animais foram submetidos a CLP e 24 h ap0s a sua glicemia foi avaliada dos mesmaos.
No grupo CLP tratados com veiculo observamos uma reducéo da glicemia quando comparados
com os animais sham e sham+Rosigligitazona. No entanto, o tratamento com Rosiglitazona em
animais submetidos a CLP+veiculo ndo observamos alteragdo da hipoglicemia induzida pelo
CLP (figura 4.9).
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Figura 4.9: Efeito da Rosiglitazona na glicemia de animais submetidos a CLP. Os animais
foram submetidos a CLP e receberam tratamento com Rosiglitazona (Rosi; 0,5mg/kg) ou
veiculo (grupo controle) por via i.v., 15 minutos apds a cirurgia. Vinte e quatro horas apos o
procedimento, amostras de sangue caudal foram recolhidos para a dosagem glicose. (*) p<0,05

com relacédo ao grupo sham e sham+Rosi e (+) p<0,05 com relacdo ao grupo CLP+veiculo.
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4.10 Efeito da Rosiglitazona na microcirculagdo cerebral de camundongos Swiss
submetidos a CLP

4.10.1 Efeito da Rosiglitazona na interacdo leucdcito-endotélio na microcirculacéo
cerebral

A microcirculagdo regula o balanco entre a demanda de oxigénio e o suprimento deste para
as células do parénguima, além de ter um importante papel na regulacdo da hemodindmica
corporal. Alteracdes microcirculatorias podem exercer um papel crucial na patogénese da sepse
relacionada com a disfuncdo organica (203). Ja foi demonstrado em modelo experimental com
animais, que em infeccdo cerebral causada por Staphylococcus aureus e o tratamento com
agonistas de PPARYy atenuam a inflamagéo e limitam a disseminacéo bacteriana (204).

Tendo base nestas informac6es resolvemos investigar se a Rosiglitazona reduz a resposta
inflamatdria em animais submetidos a CLP, tanto modulando a interacdo celular leucdcito-
endotélio, assim como a densidade capilar funcional, melhorando desta forma, a
microcirculacdo cerebral.

Nesta parte do estudo, foram analisados tanto o rolamento (rolling), quanto a aderéncia de
leucdcitos no endotélio vascular, da microcirculacdo cerebral de animais apds CLP. Para isto,
animais foram submetidos a CLP e 24 h ap6s a sua microcirculagdo cerebral foi acessada por
microscopia intravital e a interagdo leucdcito-endotélio analizada por 30 segundos. Como
observado, o grupo de animais submetidos a CLP houve um aumento nesses dois parametros
guando comparados com o grupo sham tratados com veiculo ou com Rosiglitazona (figuras
4.10.1A e 4.10.1B). O tratamento com Rosiglitazona diminuiu tanto o rolling quanto a adesé&o
na microcirculagcdo cerebral (figuras 4.10.1A e 4.10.1B). No entanto, o tratamento com

GW09662 aboliu o efeito protetor da Rosiglitazona como mostra nas figuras 4.10.1A e 4.10.1B.
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Figura 4.10.1A: Envolvimento da Rosiglitazona na interagio leucocito-endotélio na
microcirculacéo cerebral de animais sépticos. Camundongos Swiss foram submetidos a CLP
e 24 h apos foi observada a interagdo leucdcito-endotélio por 30 segundos em microscopia
intravital. Os dados foram expressos como média + EPM (n=8/grupo). * p<0,05 vs. sham +
veiculo e sham+Rosi; # p<0,05 vs. CLP + veiculo; 8 p<0,05 vs. CLP + Rosi.
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Figura 4.10.1B: Fotomicrografias da microcirculagdo cerebral em camundongos Swiss
submetidos a CLP. As imagens representam os leucdcitos aderidos e em rolamento marcados
com rodamina (como indicado pela seta) do grupo sham tratados com Rosiglitazona (1), grupo
CLP tratados com veiculo (2), grupo CLP tratados com Rosiglitazona (3) e do grupo CLP
tratados com GW9662 + Rosiglitazona (4). A interacdo leucocito-endotélio foi observada
durante 30s em 4 campos distintos. Ampliagcéo de 200x. As imagens sdo representativas de 3

experimentos diferentes (n=8/grupo).
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4.11 Efeito do tratamento com Rosiglitazona sobre a atividade de mieloperoxidase no

tecido cerebral de animais apés CLP

Para avaliar os efeitos da sepse na microvasculatura cerebral e no infiltrado de leucdcitos
no tecido, foi feita a medida da atividade da mieloperoxidase (MPQO), um importante marcador
de ativacdo de neutrofilos. Observamos que houve um aumento na atividade da MPO 24 h ap6s
CLP. O tratamento com Rosiglitazona (0,5 mg/kg) diminuiu este efeito quando comparados
com o grupo CLP+veiculo, correlacionando com o dado anterior referente a diminuicdo do

rolling e da adeséao de leucécitos no endotelio vascular cerebral (figura 4.11).
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Figura 4.11: Efeito do tratamento com Rosiglitazona sobre a atividade de mieloperoxidase
(MPO) cerebral de camundongos Swiss submetidos a CLP. Camundongos Swiss foram
submetidos a CLP e 15 min apds tratados com Rosiglitazona (Rosi; 5 mg/kg, i.v.) ou veiculo.
Vinte e quatro horas depois do procedimento cirargico foram coletadas amostras de tecido
cerebral perfundido, para o ensaio de MPO. Dados representados como média + E.P.M. (n= 8).

* p<0,05 vs. Sham + veiculo; # p<0,05 vs. CLP + veiculo.
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4.12 Efeito da Rosiglitazona na densidade capilar funcional na microcirculacdo cerebral

durante a sepse

Um fluxo sanguineo adequado nos capilares € um pré requisito para a perfusdo normal de
um 6rgdo e sua funcdo. A principal funcdo dos capilares é permitir a troca de nutrientes entre 0s
tecidos e o sangue. A densidade capilar funcional (DCF) é definida como o nimero de capilares
perfundindos espontaneamente e que sdo responsivos a vasodilatacdo (203).

Nesta parte do trabalho resolvemos investigar se a Rosiglitazona poderia interferir com um
aumento na DCF, levando portanto a melhora na perfusdo tecidual cerebral. Para isto, animais
foram submetidos a CLP e 24 h apds a sua microcirculacdo cerebral foi acessada por
microscopia intravital e o nimero de capilares perfundidos foram contados por 1 min cada
campo (4 campos diferentes), totalizando um periodo de 4 min. Os animais submetidos a CLP
tiveram uma diminuicdo significativa no namero de capilares perfundidos (rarefacdo capilar)
quando comparados com o grupos controles (sham+veiculo e sham+Rosi), respectivamente. O
tratamento com Rosiglitazona apds CLP reverteu a rarefacdo capilar quando comparado com o
grupo CLP que recebeu o veiculo. O efeito protetor da Rosiglitazona foi completamente
abolido na presenca do antagonista GW9662, enquanto que o GW9662 por si s6 ndo teve

nenhum impacto na densidade capilar cerebral de animais septicos (figuras 4.12A e 4.12B).
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Figure 4.12A: Efeito da Rosiglitazona na densidade capilar funcional na microcirculagio
cerebral. Camundongos Swiss foram submetidos a CLP e 24 h apos foi observada a
microcirculacdo cerebral por microscopia intravital. Os dados foram expressos como media *
E.P.M. (n=8/grupo). * P<0.05 vs. Sham + veiculo e sham+Rosi; # P<0.05 vs. CLP + veiculo; 8§
p<0,05 vs. CLP + Rosiglitazona.
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Figura 4.12B: Efeito da Rosiglitazona na microcirculagdo cerebral em camundongos
Swiss submetidos a CLP. Camundongos Swiss foram submetidos a CLP e 24 h ap0s tiveram a
microcirculacdo cerebral analisada por microscopia intravital. As imagens representam a
densidade capilar funcional de capilares marcados FICT-dextran. Os capilares perfundidos
(indicado nas setas) foram observados por 1 min para cada campo (4 campos diferentes). O
grupo sham tratados com veiculo (A), grupo sham+Rosiglitazona (B), grupo CLP+veiculo (C),
grupo CLP+Rosiglitazona (D) e o grupo CLP+GW9662+Rosiglitazona (E). Ampliacdo de

100x. As imagens sdo representativas de 3 experimentos diferentes (n=8/grupo).
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4.13 O efeito da Rosiglitazona na microcirculacao cerebral ndo depende das alteracdes na

pressao arterial e frequéncia cardiaca de animais septicos

De maneira a investigar se o efeito protetor da Rosiglitazona na rarefacdo capilar em
animais submetidos a CLP era um mecanismo dependente das alteracbes das medidas
hemodindmicas, analizamos a presséao arterial e a frequéncia cardiaca de animais sépticos. Para
isto, animais foram submetidos & CLP e 24 h apds tiveram a microcirculagdo acessada por
microscopia intravital e a pressdo arterial e frequéncia cardiaca foram monitoradas através de
cateter na artéria carotida.

A tabela 1 mostra que ndo houve alteracdes significativas nos parametros hemodinamicos

no grupo que recebeu veiculo, no grupo CLP ou no grupo tratado com Rosiglitazona.
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Tabela 1: Efeito da Rosiglitazona e GW9662 na pressao arterial media e frequéncia cardiaca 24 h ap6s CLP

Tratamentos
Parametros Sham Sham CLP CLP CLP CLP
+ veiculo + Roglitazona + veiculo + Rosiglitazona  + GW9662 + GW9662
+ Rosiglitazona
Pressdo arterial média 86+5 98+8 68+ 8 74 + 10 89+3 91+7
Frequéncia cardiaca 400 + 19 437+ 15 338+ 22 453 + 20 437 + 13 409 + 14

Cada valor representa a média £ E.P.M. de oito animais para cada grupo (p>0.05). Camundongos Swiss submetidos a CLP foram tratados
com veiculo (DMSO) ou Rosiglitazona (0,5 mg/kg) ou GW9662 (1 mg/kg) por injecdo i.v. Os animais sham receberam veiculo como
grupo controle.
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4.14 Efeitos diretos dos ligantes de PPAR y no crescimento bacteriano

O intestino € o maior e mais complexo ambiente num hospedeiro mamifero. O trato
gastrointestinal abriga uma grande quantidade e variedade de bactérias, sendo que a maior
parte da flora habita o célon (10*-10™ bactérias/mL) (205). A peritonite que se Segue &
introdugdo da flora entérica na cavidade peritoneal se da geralmente como uma infecgédo
polimicrobiana sinérgica. Uma flora mista de organismos pode ser recuperada apds a ruptura
do apéndice, na qual as bactérias predominantes séo E. coli, Enterococcus faecalis, Klebsiella
spp. e Enterobacter spp. (206).

No nosso estudo resolvemos investigar a acdo direta de ligantes de PPARy no
crescimento de E.coli in vitro. Para isso, bactérias foram incubadas durante 2 h na presenca do
agonista de PPARy Rosiglitazona ou de seu antagonista GW9662 nas concentragdes de 10,
1,0 ou 0,1 uM. No grupo controle, as bactérias foram incubadas com veiculo (DMSO 0,01%).

Como podemos observar na figura 4.14, apesar da tendéncia, 0 aumento de crescimento
bacteriano representado UFC causado pela presenga de Rosiglitazona, ndo foi considerado
estatisticamente significativo, indicando que o mecanismo envolvido na protecdo pelo
tratamento com Rosiglitazona ap0s a inducédo de sepse, ndo € um efeito direto da droga sobre

a bactéria E. coli.
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Figura 4.14 : Efeito direto de ligantes de PPARYy no crescimento de E. coli. Bactérias E.
coli (10°/mL) foram incubadas durante 2 h na presenca do agonista de PPARy, a
Rosiglitazona ou do antagonista, 0 GW9662 nas concentra¢cdes de 10, 1 ou 0,1 uM. N&o
houve diferenca estatistica entre as contagens de UFC entre os grupos analisados (p>0,05 pelo
teste Neuwman-Keuls-Student).
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4.15 Efeito da Rosiglitazona na liberacdo de éxido nitrico na cavidade peritoneal de

animais submetidos a CLP

O 6xido nitrico (NO) € um importante elemento da resposta imune, principalmente por
ser um potente mediador na eliminacdo contra diversos patdgenos, desempenhando portanto,
um importante papel durante a sepse (91).

Como descrito previamente em nossos resultados, o tratamento com Rosiglitazona foi
capaz de reduzir significativamente a carga bacteriana da cavidade peritoneal em animais
submetidos a CLP. A partir deste dado, resolvemos investigar se o tratamento com
Rosiglitazona é capaz de interferir na producdo de NO nesta cavidade. Para tanto, foi utilizado
o lavado peritoneal livre de células de animais submetidos a CLP tratados com veiculo ou
Rosiglitazona. Observou-se que animais tratados com veiculo e submetidos a CLP tiveram
um aumento na producdo de NO quando comparados com os animais sham. No entanto, o
tratamento com Rosiglitazona, nos animais submetidos & CLP, ndo alterou significativamente

a producéo deste mediador no nosso modelo (figura 4.15).

201

Figura 4.15: Niveis do 6xido nitrico (NO) no lavado peritoneal de animais tratados com
Rosiglitazona submetidos a CLP. Os animais foram submetidos a CLP e receberam tratamento
com Rosiglitazona (Rosi; 0,5mg/kg, i.v.) ou veiculo (grupo controle) por via i.v., 15 minutos ap6s
a cirurgia. Vinte e quatro horas apés o procedimento, o lavado peritoneal foi recolhido para a
dosagem de 6xido nitrico. Os dados representam um experimento com sobrenadante de n=6 para
cada grupo. Os resultados representam a média + E.P.M. O asteristico (*) representa diferenca

significativa quando comparadas ao grupo sham, com um p<0,05
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4.16 O tratamento com Rosiglitazona aumenta a producao de espécie reativa de oxigénio

em células de animais submetidos a CLP:

Durante a sepse, algumas células da resposta imune, como por exemplo, os neutréfilos
produzem grandes quantidades de espécies reativas de oxigénio (ROS) que funcionam como
um potente agente antimicrobiano (109). A partir disto, analisamos o papel da Rosiglitazona
na producdo de espécies reativas de oxigénio em experimento in vitro. Foram recolhidas
amostras de sangue de cada animal 4 horas apds a cirurgia. As amostras foram entdo
incubadas na presenca ou auséncia de Rosiglitazona (5M) durante 1 h antes do ensaio do
estresse oxidativo. Para a medida intracelular de ROS foi utilizada dihidrorodamina 123
(DHR). A DHR é um corante fluorogénico que se difunde passivamente através da membrana
celular, e que apds a interacdo com radicais livres (metabolitos toxicos do oxigénio como o
anion superdxido ou o peroxido de hidrogénio - H,0,) se transforma em rodamina 123 (R123)
que é fluorescente, permitindo desta forma, o estudo do metabolismo oxidativo. A
quantificacdo de H,0,. nos leucécitos foi medida 15 minutos na auséncia ou na presenca de
PMA 37°C, que causa uma acentuada estimulacdo em todos os aspectos do metabolismo
oxidativo associada a fagocitose. Em seguida, o sangue foi incubado por mais 15 minutos
com DHR a 37°C, na presenca de catalase bovina. A catalase, formalmente denominada
hidroxiperoxidase, é uma enzima intracelular que decompde o H,O,. Como podemos observar
na figura 4.16, as células obtidas dos animais submetidos a CLP na presenca de PMA
obtiveram um aumento na producdo de H,O,. intracelular quando comparados com as células
obtidas dos animais sham. De forma interessante, o tratamento com Rosiglitazona nas células
de animais submetidos a CLP aumentou a producdo de H,O, tanto na auséncia quanto na
presenca de PMA quando comparados as células do grupo CLP+veiculo ou CLP+PMA. A
Rosiglitazona nas células dos animais sépticos é capaz de aumentar o efeito pro-oxidativo de

forma mais acentuada do que o proprio PMA.
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Figura 4.16: Efeito in vitro da Rosiglitazona na producédo de peréxido de hidrogénio em
células de animais submetido a CLP. Quatro horas ap6s a cirurgia foram recolhidas
amostras de sangue de animais sham e CLP. As células totais foram incubadas durante 1h
com Rosiglitazona (Rosi; 5 uM) a 37°C e em seguida estimuladas com PMA na presenca de
catalase e da sonda DHR. p<0,05 (*) representa a diferenca significativa do grupo CLP vs

sham. (#) representa a diferenca estatistica entre CLP+Rosi vs CLP+veiculo+PMA.
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417 O tratamento com Rosiglitazona aumenta a eliminacdo bacteriana por

polimorfonucleares humanos apds estimulacdo com E. coli

Apds observar o efeito da Rosiglitazona na eliminacdo bacteriana em animais submetidos
a CLP, decidimos analisar o papel da Rosiglitazona na eliminacdo bacteriana em
experimentos in vitro de cultura de PMNs humanos estimulados com E. coli. PMNs humanos
(2x10°%) de individuos sadios foram purificados (ver item 3.2.8) e plaqueados em placa de 24
pOcos na presenca ou na auséncia de diferentes concentracdes de Rosiglitazona (0,5-50 uM)
por 1h. Apés este periodo, as células foram estimuladas com E. coli (10° bactérias/mL) e ap6s
1h de estimulo, o sobrenadante das células dos diferentes pocos foi recolhido e plagueado em
placas contendo TSA. ApGs 24 h, os numeros de bactérias foram contados e analisados.
Observamos na figura 4.17, que o numero de UFC foi menor nos grupos tratados com
diferentes concentracdes de Rosiglitazona, tendo um efeito pronunciado na concentracao de
50 uM quando comparados com o grupo tratado com PBS (controle). Quando a Rosiglitazona
foi incubada com PMNs na auséncia de E. coli, ndo se observou um efeito direto da droga nas

culturas.
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Figura 4.17: Efeito da Rosiglitazona na eliminacdo bacteriana em cultura de PMNs
humanos. PMNs foram tratados com diferentes concentracfes de Rosiglitazona (Rosi; 0,5 -
50 uM) ou PBS e ap6s 1 h, estimulados com E. coli (10%/mL). Triplicatas de diferentes pocos
foram plaqueadas em placa contendo TSA e o UFC foi analisado em 24 h. p<0,05 (*)

representa a diferenca significativa com relagéo ao grupo controle.
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4.18 O tratamento com Rosiglitazona aumenta a formacdo das NETs em celulas

previamente estimuladas com LPS

Na luta contra infeccdo os PMNs utilizam de varias manobras para conter e proteger o
organismo infeccdo. Dentre elas estdo as redes extracelulares de neutrofilos, ou NETs que
confinam e matam patdgenos de maneira bastante eficaz (114).

Apos o protocolo de purificacdo de neutrofilos descrito no item (3.2.9), foi feita uma
curva concentracdo-resposta de LPS (0,1-100 ng/mL) na presenca e na auséncia de
Rosiglitazona (0,5uM). O veiculo DMSO foi utilizado como grupo controle. A curva
concentracdo-resposta de LPS foi realizada com o objetivo de avaliar qual a concentragao
eficaz do estimulo inflamatdrio seria capaz de evidenciar um possivel aumento da formacéo
de NETs em presenca da Rosiglitazona. Os resultados sdo mostrados nas figuras 4.18.1A
4.18.1B.

Como observado na figura 4.18.1A, a concentracdo de 0,1 ng/mL de LPS+veiculo foi
eficaz em induzir a formacdo de NETs e o tratamento das células com Rosiglitazona pré-
estimuladas com LPS na mesma concentracdo observou-se um aumento desta resposta (B).
Um efeito semelhante foi observado na concentracdo de 1 ng/mL de LPS tratadas com
veiculo, que permitiu a visualizacdo da formacdo destas estruturas (C). Da mesma forma, o
tratamento com a Rosiglitazona em células pré estimuladas LPS (1 ng/mL) se mostrou eficaz
em evidenciar o aumento deste efeito (D).

A figura 4.18.2A observa-se que em células pré estimuladas com a concentracdo maior
de LPS foram igualmente eficazes em induzir a formagcdo de NETs. Na concentracdo de
10ng/mL ainda foi possivel observar a formacdo de NETs. No entanto, o tratamento das
células com Rosiglitazona em células pré-estimuladas com LPS na mesma concentragdo, ndo
foi possivel detectar o aumento na formacdo destas estruturas (4.18.2.B). Efeito semelhante se
observou na maior concentracdo de LPS (100 ng/mL). Embora tenhamos visto que esta
concentracdo também tenha induzido a mesma resposta (4.18.2.C), o tratamento com
Rosiglitazona nestas células ndo permitiu evidenciar uma diferenga na formacao destas redes
extracelulares (4.18.2 D).
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LPS 0,1ng/mL+ LPS 0,1ng/mL+ LPS 0,1ng/mL+ LPS 0,1ng/mL+
DMSO DMSO Rosiglitazona Rosiglitazona
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Figura 4.18.1: Efeito da Rosiglitazona na formagdo de NETSs e estimuladas por LPS.
PMNs humanos foram purificados, colocados em laminas pré revestidas com poli-L-lisina e
em seguida estimulados com LPS (0,1-1 ng/mL) na presenca e na auséncia de Rosiglitazona
(0,5 uM) por 1 h. O DNA extracelular foi marcado em laranja pelo corante de DNA, syntox
orange e 0 DNA nuclear foi marcado em verde pelo syto green. (A) LPS 0,1 ng/mL+DMSO.
(B) LPS (0,Ang/mL)+Rosiglitazona. (C) LPS (1ng/mL)+DMSO e (D) LPS (1
ng/mL)+Rosiglitazona. As imagens sdo representativas de 3 experimentos distintos, com
PMNs de diferentes doadores. Foram analisados 3 campos distintos para cada imagem e a
quantificacdo da coloracdo é qualitativa. As imagens foram observadas por microscopia

confocal e observadas em objetivas de 20x e 60X.
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Figura 4.18.2: Efeito da Rosiglitazona na formacédo de NETs induzidas neutrofilos e
estimuladas por LPS. PMNs humanos foram purificados, colocados em laminas pre
revestidas com poli-L-Isina e em seguida estimulados com LPS (0,1-1 ng/mL) na presenca e
na auséncia de Rosiglitazona (0,5uM) por 1 h. O DNA extracelular (indicado pela seta) foi
marcado em laranja pelo corante de DNA, syntox orange e o DNA nuclear foi marcado em
verde pelo syto green. (A) LPS 10 ng/mL+DMSO, (B) LPS (10 ng/mL)+Rosiglitazona. (C)
LPS (100 ng/mL)+DMSO e (D) LPS (100 ng/mL)+Rosiglitazona. As imagens s&o
representativas de 3 experimentos distintos, com PMNs de diferentes doadores. Foram
analisados 3 campos distintos para cada imagem e a quantificacdo da coloracdo é qualitativa.
As imagens foram observadas por microscopia confocal e observadas em objetivas de 20x e

60X.
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4.19 Curso temporal dos efeitos da Rosiglitazona na formacédo de NETSs estimuladas por
LPS

Uma vez determinada a concentracdo efetiva de LPS em induzir NETs e verificar o
significativo efeito da Rosiglitazona em aumentar esta resposta, decidimos analisar se este
efeito mostrado pela Rosiglitazona era dependente do tempo de incubagdo. Para isso,
neutréfilos foram purificados e incubados com LPS (0,1 ng/mL) na auséncia e presenca de
Rosiglitazona (0,5uM) em diferentes intervalos de tempo (30 a 120 minutos).

Como mostra na figura 4.19.1A, em 30 minutos o estimulo com LPS+veiculo foi capaz
de induzir a formacdo de NETs. O tratamento das células com Rosiglitazona em células
estimuladas com LPS induziu o aumento da formacdo das mesmas (figura 4.19.1B). Ja no
tempo de 60 minutos observamos um efeito ainda maior na formacdo dessas redes
extracelulares em células estimuladas com LPS+veiculo (figura 4.19C) e o tratamento com
Rosiglitazona foi igualmente eficaz em aumentar este efeito (figura 4.19.1D). Nos tempos de
90 e 120 minutos os efeitos na formacdo de NETs ndo foram diferentes quando comparados
com os tempos mais precoces. A figura 4.19.2E mostra que apds 90 minutos as células
estimuladas apenas com LPS+veiculo ainda observou-se a formacdo de NETS e no grupo
estimulado com LPS+Rosiglitazona também foi possivel observar um aumento deste efeito
(figura 4.19.2F). Em 120 minutos, as células estimuladas com LPS+veiculo ou
LPS+Rosiglitazona obtiveram o mesmo padrdo de resposta em induzir a formacdo de NETS
(figura 4.19.2 G-H).
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B
LPS 0,1ng/mL+ LPS 0,1ng/mL+ LPS 0,1 ng/mL+ LPS 0,1 ng/mL+
DMSO DMSO Rosiglitazona Rosiglitazona
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D
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Figura 4.19.1: Curso temporal dos efeitos da Rosiglitazona na formacdo de redes
extracelulares induzidas neutrdfilos e estimuladas por LPS. PMNs humanos foram
purificados e em seguida estimulados com LPS (0,1 ng/mL) na presenca e na auséncia de
Rosiglitazona (0,5uM). Em seguida foram colocadas em laminas pré revestidas com poli-L-
lisina por 1 h. O DNA extracelular (indicado pela seta) foi marcado em laranja pelo corante de
DNA, syntox orange e 0 DNA nuclear foi marcado em verde pelo syto green. 30min (A) LPS
(0,1 ng/mL) + DMSO, (B) LPS (0,1 ng/mL)+Rosiglitazona. 60min (C) LPS (0,1
ng/mL)+DMSO ou (D) LPS(0,1 ng/mL)+Rosiglitazona. As imagens sdo representativas de 3
experimentos distintos, com PMNs de diferentes doadores. Foram analisados 3 campos
distintos para cada imagem e a quantificacdo da coloracdo é qualitativa. As imagens foram

observadas por microscopia confocal e observadas em objetivas de 20x e 60x.
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Figura 4.19.2: Efeito da Rosiglitazona na formacao de redes extracelulares induzidas
neutrofilos e estimuladas por LPS. PMNs humanos foram purificados e em seguida
estimulados com LPS (0,1 ng/mL) na presenca e na auséncia de Rosiglitazona (0,5uM). Em
seguida, foram colocadas em laminas pré revestidas com poli-L-lisina e incubados por 1 h. O
DNA extracelular (indicado pela seta) foi marcado em laranja pelo corante de DNA, syntox
orange e 0 DNA nuclear foi marcado em verde pelo syto green. 90 min (E) LPS (0,1
ng/mL)+DMSO, (F) LPS(10 ng/mL)+Rosiglitazona. 120min (G) LPS (0,1 ng/mL)+DMSO
ou (H) LPS(0,1 ng/mL)+Rosiglitazona. As imagens sdo representativas de 3 experimentos

distintos, com PMNs de diferentes doadores. Foram analisados 3 campos distintos para cada
imagem e a quantificacdo da coloragdo € qualitativa. As imagens foram observadas por

microscopia confocal e observadas em objetivas de 20x e 60x.

76



4.20 Efeito direto dos ligantes de PPAR y na formacio de NET's

Como a Rosiglitazona demonstrou um importante efeito no aumento da formacdo de
NETs em células previamente estimuladas com LPS, resolvemos investigar se os efeitos
observados seriam devido a um efeito direto da droga sobre as células. Para isto, PMNs
humanos foram purificados como descrito no item 3.2.9, colocados em laminas pré-revestidas
com poli-L-lisina, tratadas ou ndo com Rosiglitazona (0,5 puM) ou GW9662 (0,5 uM) e
incubadas por 1 h. Foram utilizados DMSO (0,01%) ou etanol (0,01%), como grupos
controles. Apds o tempo de incubacdo, as células foram marcadas com corantes de DNA
syntox orange e syto green que marcam o DNA extracelular em laranja/vermelho e
intracelular em verde, respectivamente. As imagens foram analisadas por microscopia
confocal.

Como foi possivel observar na figura 4.20 A e B, os tratamentos com os veiculos DMSO
ou etanol ndo induziram a formacdo das NETS, respectivamente. Igualmente foi observado
nos tratamentos com ligantes de PPARYy. Tanto a Rosiglitazona (4.20B) quanto o GW9662
(4.20 C) ndo induziu a formacédo de NETSs, mostrando portanto, que a resposta observada pela
Rosiglitazona no aumento na formacdo das NETs nas células pré estimuladas com LPS, ndo

parece ser um efeito direto da droga sobre as células.
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Figura 4.20: Efeito direto dos ligantes de PPARy na formagio de redes extracelulares
induzidas neutrofilos. PMNs humanos foram purificados, estimulados com LPS (0,1 ng/mL)
na presenca e na auséncia de Rosiglitazona (0,5 pM) e/fou GW9662 (0,5 uM). Foram
utlilizado DMSO ou etanol como controles. Em seguida, foram colocados em laminas pré
revestidas com poli-L-lisina e incubadas por 1 h. O DNA extracelular foi marcado em
laranja/vermelho pelo corante de DNA, syntox orange e 0 DNA nuclear foi marcado em verde
pelo syto green. As imagens sdo representativas de 3 experimentos distintos, com PMNs de
diferentes doadores. Foram analisados 3 campos distintos para cada imagem e a quantificagao
da coloragdo € qualitativa. As imagens foram observadas por microscopia confocal e

observadas em objetivas de 20x e 60x.
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4.21. Efeito da Rosiglitazona na formagdo de NETs é mediado pelo receptor PPARYy

4.21.1 Efeito da Rosiglitazona formacédo de NETs em células estimuladas com LPS

Visto que a concentracédo de 0,5 uM de Rosiglitazona em presenca de LPS (0,1 ng/mL) se
mostrou eficaz em aumentar a formacdo das NETS, resolvemos investigar se esta resposta
observada nas células era mediada pelo receptor PPARy. Para isto células foram purificadas
estimuladas com LPS+DMSO ou LPS+Rosiglitazona na presenca ou auséncia do antagonista
GW09662. Foram utilizados DMSO (0,01%) ou etanol (0,01%), como grupos controles. Como
era esperado, o estimulo das células LPS+veiculo observamos a formacdo das NETs (figura
4.21.1A) e quando as células foram estimuladas com LPS+Rosiglitazona observamos um
aumento na formacdo das NETs quando comparados com o grupo controle. (4.21.1B). No
entanto, quando as células foram tratadas com Rosiglitazona na presenca de GW9662 foi
possivel observar a reversdo deste efeito (4.21.1C). Para verificar se o antagonista poderia
induzir algum efeito na formacdo de NETS, as células foram igualmente estimuladas com LPS
e tratadas com o GW9662. O tratamento com 0 antagonista ndo aumentou a formacéo das
mesmas quando estimuladas com LPS (4.21.1D).
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A LPS0,1ng/mL+ LPS 0,1ng/mL+ B  LPSO1ng/mL+ LPS0,1 ng/mL+
DMSO DMSO Rosiglitazona Rosiglitazona

C LPS+ Rosiglitazona LPS+ Rosiglitazona D
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Figura 4.21.1: Efeito na formacdo de redes extracelulares induzidas neutrofilos em
células estimuladas com LPS. PMNs humanos foram purificados, e em seguida estimulados
com LPS (0,1 ng/mL) na presenca e na auséncia de Rosiglitazona (0,5uM). Em seguida foram
colocadas em laminas pré revestidas com poli-L-lisina e incubadas por 1 h. O DNA
extracelular (indicado pela seta) foi marcado em laranja/vermelho pelo corante de DNA
syntox orange e 0 DNA nuclear foi marcado em verde pelo syto green. (A) LPS +DMSO, (B)
LPS+Rosiglitazona. (C) LPS+Rosiglitazona+GW9662, (D) LPS+GW9662. As imagens séo
representativas de 3 experimentos distintos, com PMNs de diferentes doadores. Foram
analisados 3 campos distintos para cada imagem e a quantificacdo da coloracdo é qualitativa.
As imagens foram observadas por microscopia confocal e observadas em objetivas de 20x e
60X.
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4.21.2 Efeito da Rosiglitazona na formacgdo de NETs em neutrdéfilos estimulados com E.

coli

Como observado anteriormente, a Rosiglitazona foi capaz de aumentar a formacgédo de
NETs em células estimuladas com LPS. A partir disto resolvemos estimular as células ndo
somente com um componente de parede microbiana, como o LPS, mas com um estimulo
clinicamente mais relevante como a bactéria E. coli.

Nossos resultados mostram que as células estimuladas com E. coli e DMSO tiveram um
aumento do DNA extracelular (marcada em laranja) e a formacdo de NETs, como mostra na
figura 4.21.2A. O tratamento com Rosiglitazona foi capaz de aumentar a formagéo das redes
extracelulares quando comparadas com as células estimuladas apenas com E. coli e veiculo
(figura 4.21.2B). No entanto, quando as células foram estimuladas com E. coli, tratadas com
Rosiglitazona na presenca do antagonista GW9662, observamos uma inibicdo deste efeito
(figura 4.21.2C). Nas células estimuladas com E. coli e tratadas com GW9662 néo se obervou
alteracdo na formacao das mesmas quando comparados com o grupo E. coli + veiculo (Figura
4.21.2D).
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Figura 4.21.2: Efeito do PPARy na formacio de redes extracelulares induzidas neutrofilos
em células estimuladas com E.coli. PMNs humanos foram purificados, e em seguida
estimulados com E. coli (2x10%/mL) na presenca e na auséncia de Rosiglitazona (0,5 uM) e/ou
GW09662 (0,5 uM). Em seguida, foram colocadas em laminas pré revestidas com poli-L-lisina e
incubadas por 1 h. O DNA extracelular (indicado pela seta) foi marcado em laranja/vermelho
pelo corante de DNA syntox orange e o DNA nuclear foi marcado em verde pelo syto green. (A)
E. coli+DMSO, (B) E. coli+Rosiglitazona (C) E. coli+Rosiglitazona+GW9662, (D) E.
coli+GW9662. As imagens sdo representativas de 3 experimentos distintos, com PMNs de
diferentes doadores. Foram analisados 3 campos distintos para cada imagem e a quantificacdo da
coloracgéo é qualitativa. As imagens foram observadas por microscopia confocal e observadas em

objetivas de 20x e 60x.
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4.22 FEfeito do receptor PPARy na liberacdo da proteina histona H3 em

polimorfonucleares estimulados com LPs ou E. coli

Visto que as células estimuladas com LPS ou E. coli e tratadas com Rosiglitazona
tiveram um aumento na formacdo de NETs e que a presenca do antagonista GW9662 foi
capaz de reverter este efeito, resolvemos investigar se haveria também uma modulacdo da
liberacdo da proteina H3 mediada pelo PPARy, uma vez que esta proteina € um importante
marcador na formacéo dessas redes extracelulares formadas por neutrofilos.

Apbs a visualizagdo das NETs por microscopia confocal os sobrenadantes das celulas
foram tratados com DNAse (2,5 U/mL), para permitir a degradacdo das mesmas e o material
foi analisado por Western Blotting. Como mostra a figura 4.22A, as células estimuladas LPS
(0,1 ng/mL)+veiculo e tiveram um aumento da liberacdo da proteina H3 quando comparados
com o tratamento dos veiculos DMSO ou etanol. Ja o tratamento com Rosiglitazona (0,5 uM)
foi capaz de aumentar significativamente a liberacdo da proteina nestas células. No entanto,
quando as células foram tratadas com Rosiglitazona na presenca de GW9662 (0,5 uM) se
observou uma marcante reducdo deste efeito.

Um padrdo de resposta bastante semelhante foi observado quando as células foram
estimuladas com E. coli (2x10° cel/mL)+veiculo. Nestas células observamos igualmente um
aumento da liberacdo da proteina H3. O tratamento das células com LPS+Rosiglitazona
também foi capaz de aumentar a liberacdo desta proteina e a presenca do antagonista GW
9662 nas células tratadas com Rosiglitazona e estimuladas com LPS observou-se uma inibicéo

desta resposta (figura 4.22B).
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Figura 4.22: Efeito do receptor PPARy na liberacdo de proteinas histonas H3 em células
estimuladas com LPS ou E. coli. PMNs humanos foram purificados e estimulados com LPS (0,1
ng/mL) (A) ou E coli (2x10°cel/mL) (B) e tratados com Rosiglitazona (0,5 pM) e/ou GW9662
(0,5 uM). Foram utlilizado DMSO ou etanol como controles. Em seguida, as células foram
colocadas em laminas pré revestidas com poli-L-lisina e incubadas por 1 h. Apos a incubacéo, as
células foram visualizadas em microscopia confocal, as imagens foram capturadas e em seguida,
tratadas com DNAse (2,5 U/mL). No sobrenadante das células foi determinado a liberacdo da
proteina histona H3 por Western Blotting. Resultado representativo de 3 experimentos

independentes.
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4.23 O Aumento da eliminacdo bacteriana induzida por Rosiglitazona é mediada por

netose

Para acessar o componente da eliminacdo bacteriana que ocorre em meio extracelular e
excluir a eliminacdo bacteriana intracelular, culturas de PMNs foram pré-tratados com
inibidor de fagocitose a citocalasina B e D (10 puM). Em seguida, as mesmas foram
estimuladas com LPS, para permitir a formacdo das NETs, em presenca e na auséncia de
Rosiglitazona e/ ou GW9662. Em seguida, as culturas foram incubadas por 1 h com E. coli.

Para avaliar a eliminacéo bacteriana intracelular, as culturas de células foram igualmente
estimuladas com LPS, com ou sem Rosiglitazona ou GW9662. Em seguida as NETs foram
digeridas com DNAse e incubadas com E. coli. O tratamento com DNAse foi utilizado para
bloquear a eliminacdo bacteriana associada com as NETS.

A eliminacdo bacteriana total foi representada pela soma da eliminacdo bateriana por
fagocitose e por NETs. Os dados foram calculados pela contagem manual de UFC e
representados em porcentagem de eliminacdo bacteriana.

Como mostram as figuras 4.23.1A e 4.23.2, houve um aumento na eliminacdo bacteriana
total nas células estimuladas com LPS+Rosiglitazona e incubadas com E. coli, quando
comparadas com o grupo estimulado apenas com a E. coli+meio. No entanto, quando as
células foram estimuladas com LPS e tratadas com Rosiglitazona+GW9662, observou-se uma
reversao deste feito.

Na eliminacdo bacteriana extracelular, o tratamento com Rosiglitazona em células pré-
tratadas com citocalasina B e D se observou um aumento na eliminacdo bacteriana mediada
por NETs quando comparadas com o grupo estimulado apenas com a E. coli+meio. De
maneira interessante, o tratamento com GW9662 na presenca de Rosiglitazona foi capaz de
reverter este efeito (figura 4.23.1B e figura 4.23.2). No ensaio de eliminacdo bacteriana por
fagocitose vimos que o pré-tratamento das células com DNAse e em seguida o tratamento
com Rosiglitazona ndo levou a nenhuma alteracdo na eliminacdo bacteriana quando
comparados com o grupo E. coli+meio, assim como ndo se observou diferenca significativa

guando comparados com os outros tratamentos (figura 4.23.1C e figura 4.23.2).
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Figura 4.23.1. Efeito da Rosiglitazona na eliminagdo bacteriana associada com a formacéao de
NETSs. Estas imagens representam (A) Eliminacéo bacteriana total mediada por fagocitose e netose -
culturas de PMNs foram estimulados com LPS (0,1 ng/mL), tratados ou ndo com Rosiglitazona (Rosi)
e/ou GW9662 (GW) e em seguida incubados com E. coli. (B) Eliminagdo bacteriana extracelular
associada a netose - a fagocitose foi bloqueada por um pré-tratamento com citocalasina B e D (10 pM)
e em seguida as culturas de células foram estimuladas com LPS (0,1 ng/mL) na presenca ou na
auséncia de Rosiglitazona (Rosi; 0,5 uM) e/ou Gw9662 (0,5 uM) por 1 h. (C) Eliminagdo bacteriana
intracelular por fagocitose - o tratamento com DNAse foi utilizado para bloquear a eliminagédo
bacteriana associada & netose. Dados representados como média + EPM de 3 experimentos diferentes.
(*) p< 0,05 em relagdo ao grupo E. coli+meio. (+) p< 0,05 em relacdo ao grupo PMN+E.

coli+RosiouPMN+E. coli+cito+Rosi.
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Figura 4.23.2. Efeito da Rosiglitazona na eliminacdo bacteriana associada com a formacéo de
NETSs. Culturas de PMNs foram pré-tratadas com citocalasina B e D (10 uM ) em seguida estimuladas
com LPS (0,1 ng/mL) na presenca ou auséncia de tratamento com Rosiglitazona (0,5 uM) ou
Rosiglitazona+GW9662 por 1 h. Foram utilizados veiculos (DMSO ou etanol) como controles. Apos 0
tratamento, as culturas foram incubadas por 1 h com E. coli (2x10° cel/mL). Seguido o tempo de
incubacdo, aliquotas do sobrenadante da cultura foram plaqueadas para analise de UFC. (A)
PMN-+citocalasina+LPS+E.coli+DMSO (B) PMN-+citocalasina+LPS+E.coli+etanol ©
PMN-+citocalasina+LPS+E. coli+Rosi (D) PMN-+citocalasina+LPS+E.coli+Rosi+GW9662. (E) E.
coli+meio (F) E. coli+Rosi (G) E. coli+GW9662. Foto representativa de 3 experimentos
independentes.
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5 Discussao

Atualmente a sepse vem sendo considerada como conseqiiéncia da regulacdo deficiente
da resposta imune inata do individuo aos produtos microbianos, e muitos trabalhos
classificam como pecas essenciais para a deficiéncia nesta regulacdo, o desequilibrio entre a
producdo de mediadores pro e anti-inflamatérios. De fato, estudos pré-clinicos demonstraram
que este desbalango de mediadores impede a manutencdo da homeostasia do individuo (183,
207) e esta amplamente aceito que a consequéncia da sepse é mais fatal do que a invasao do
patdgeno propriamente dita.

Muitos modelos de animais tém sido usados para estudar a fisiopatologia da sepse (208),
com o objetivo de reproduzir as alterages observadas na sepse humana. O modelo utilizado
em nosso estudo, consiste no modelo de ligadura e puncdo cecal (CLP). Este modelo em
roedores vem sendo usado extensivamente na investigacdo de parametros experimentais da
sepse e do choque séptico durante as Ultimas décadas (209). Ele satisfaz diversos critérios
essenciais para um bom modelo de sepse: € um modelo polimicrobiano, possui uma fonte
local de infeccdo, induz septicemia e libera produtos microbianos na periferia do sitio de
injaria, sendo também capaz de apresentar uma grande versatilidade em se adaptar a
diferentes graus de severidade e objetivos experimentais. Portanto, € um modelo valioso para
a investigacdo de diversos aspectos da sepse, tais como, metabolismo, antibioticoterapia,
presenca de componentes microbianos, respostas cardiovasculares, funcdo imunoldgica e
secrecdo de mediadores inflamatérios (209). No nosso estudo, 0s animais submetidos a este
modelo desenvolveram manisfestacGes da sindrome séptica, tais como resposta inflamatéria
exarcebada, alteracdes na contagem de leucdcitos e nos niveis glicémicos, elevada bacteremia
e alto indice de mortalidade.

Drogas pertencentes ao grupo das Tiazolidinedionas (TZD), como por exemplo a
Ciglitazona e Rosiglitazona sdo drogas utilizadas pra tratamento de diabetes do tipo 2 e séo
conhecidas como agonistas especificos do PPARy (181). No nosso trabalho escolhemos a
Rosiglitazona (Avandia®) apenas como ferramenta para estudar os aspectos moleculares
envolvendo o receptor PPARy em diferentes modelos de sepse experimental. No entanto nao
foi proposto em nosso estudo o uso de agonistas de PPARy para fins terapéuticos em
pacientes com sepse. Dados da literatura mostram que alguns agonistas de PPARy, como por
exemplo, a Rosiglitazona possuem alguns efeitos colaterais que compromenteram a utilizagédo
da droga para tratamento, assim como a sua circulagdo no mercado farmacéutico. A dose
utilizada em nosso estudo foram baseadas em trabalhos descritos na literatura, embora em
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nosso trabalhos utilizamos doses dez vezes menor. As propriedades dos agonistas de PPARy
tem sido descrita em diversos modelos experimentais de sepse e choque séptico (183, 210).
No nosso trabablho escolhemos a Rosiglitazona como ferramenta para estudar os aspectos
moleculares envolvendo o receptor PPARy em diferentes modelos de sepse experimental. O
tratamento in vivo com estes ligantes tem mostrado uma diminuicdo na injdria organica
associada ao chogque hemorrégico, endotoxico e isquemia-reperfusdo em roedores (198). Um
estudo recente mostra que a apoptose de células do figado e pulmé&o induzida pelo choque
hemorragico pode ser diminuida pelo tratamento com Ciglitazona (211). Também foi descrito
que a sua acao anti-inflamatoria deve-se a inibicdo da ativacdo do fator de transcricdo NF-kB.
Estudos ja relataram que tal atividade deve-se a inibicdo da expressdo de moléculas de adesdo
(ICAM-1), VCAM-1, TNF-a, metaloproteinase 9 e IL-6 (191). Ainda, o tratamento com um
ligante endégeno de PPARy, o 15-dPGJ2 protegeu camundongos Swiss em um modelo de
endotoxemia. Esses animais tiveram uma reducdo na migracao de neutréfilos para o pulméo e
intestino, uma diminuigdo na expressao de moléculas de adesao (E-selectina e ICAM-1) e uma
reducdo na ligacdo do NF-kB ao DNA (197). Mais recentemente, Wu e cols (212) também
mostraram a inibicdo de biomarcadores de dano hepético e renal, tais como transaminase
pirGvica glutdmica (TGP), creatinina e transaminase oxalacética glutdmica (TGO); e
diminuigdo da producgdo de citocinas como o TNF-a e IL-6, e inibicdo do aumento da
frequéncia cardiaca quando agonistas de PPARy foram administrados antes da indugdo do
choque endotoxico.

Nosso grupo havia demonstrado anteriormente que o tratamento com Rosiglitazona foi
capaz de aumentar em 50% a sobrevida de camundongos C57BL/6 submetidos a CLP. Apesar
de significativo, este resultado ainda se mostrava um pouco distante da realidade clinica, uma
vez que os camundongos C57BL/6 sdo isogénicos e ndo representam verdadeiramente as
variacdes idiotipicas encontradas nos pacientes sépticos. Preocupados com a aplicabilidade de
nossas pesquisas, decidimos retomar nossos experimentos em uma linhagem de camundongos
geneticamente variavel. Para isso, camundongos Swiss foram submetidos a CLP e tratados
com Rosiglitazona (0,5 mg/kg) 15 minutos ap6s o procedimento. O tratamento com
Rosiglitazona se mostrou capaz de proteger animais ndo isogénicos submetidos a CLP,
conferindo aos nossos resultados anteriores uma maior relevéncia clinica. Neste experimento
foram utilizadas duas vias de administracdo para o tratamento com Rosiglitazona nos
experimentos de mortalidade. A utilizacdo de duas vias de administragdo nos levou a
descoberta de diferencas na eficacia da protecdo conferida pela droga, uma vez que esta
protecdo se mostrou mais proeminente nos animais tratados por via i.v. que nos animais

tratados por via i.p. A administracdo i.v. se mostrou a via mais eficaz para o tratamento com
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Rosiglitazona na prevencdo da mortalidade por sepse aguda. Além disso, verificamos que o
tratamento com Rosiglitazona 6 h apds o CLP por via i.v e i.p. melhorou igualmente a
sobrevida dos animais nas primeiras 24 h e permanecendo assim por todo a cinética de
analise. O tratamento dos animais com Rosiglitazona em 6 h tem grande relevancia clinica,
uma vez que apos esta intensidade de tempo, 0s animais ja se encontravam com a Ssepse
estabelecida.

Em outra parte do nosso estudo avaliamos a gravidade da sepse, para isso fizemos um
escore clinico o qual foram atribuidos pontuacdes de acordo com a evolucdo da doenca nos
animais. NGs vimos que o modelo de sepse adotado em nosso estudo foi classificado como
sepse moderada e que o tratamento com Rosigitazona melhorou a condicdo clinica destes
animais. E ainda, o antagonista de PPARy, GW9662 reverteu este efeito protetor. Isto sugere
que a resposta da Rosiglitazona é mediada pelo receptor PPARY.

Mediante aos efeitos protetores da Rosiglitazona na sobrevivéncia e no escore clinico
observados em nosso modelo, resolvemos investigar se era possivel reproduzir os mesmos
efeitos protetores da Rosiglitazona em modelo de sepse grave. Para tanto utilizamos um
modelo padronizado previamente pelo nosso laboratério (dados ndo publicados), como
injecdo de macerado de fezes. Neste estudo, o pds-tratamento com a Rosiglitazona foi
igualmente eficaz em aumentar a sobrevida dos animais com sepse grave em 50%
corroborando com os dados anteriores. Os efeitos protetores de agonistas de PPARy na
mortalidade também foi mostrado por Zingarelli e cols (198). Estes autores demonstraram que
o tratamento com ligante endégeno 15d-PGJ, e com a Ciglitazona foi capaz de aumentar o
tempo de sobrevida e reduzir a resposta inflamatéria de ratos submetidos a sepse
experimental.

Em nosso estudo também analisamos a celularidade de amostras de lavado peritoneal dos
animais submetidos CLP. Para tal, camundongos Swiss foram operados e tratados com
Rosiglitazona (0,5 mg/kg, i.v.) Os parametros celulares das amostras de lavado peritoneal
demonstraram que o tratamento com Rosiglitazona foi capaz de reduzir a migracdo de
neutrofilos para este sitio, 0 que caracteriza esta droga como um potente anti-inflamatorio
neste modelo. Estes resultados corroboraram com o estudo mostrado por Zingarelli e cols
(198) em que outra glitazona, a Ciglitazona foi capaz de diminuir o infiltrado de leucocitos no
pulméo, figado e colon em um modelo sepse polimicrobiana em ratos, que foi relacionada
com uma evidente reducdo da mortalidade nos animais septicos. Porém, no presente estudo,
ao analisarmos amostras de sangue periférico, obtivemos evidéncias indicando que a
Rosiglitazona teve uma tendéncia em reduzir o numero de leucécitos circulantes, no entanto

ndo foram observadas diferencas significativas em nossas analises.
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Além do recrutamento celular, resolvemos caracterizar o perfil de mediadores envolvidos
na resposta inflamatéria no nosso modelo. Para isto foram analisados os niveis de IL-6, TNF-
a, IL-10 no lavado peritoneal 24 h apds o CLP. Na sepse a excessiva e prolongada producéo
de citocinas na resposta inflamatoria, € ainda mais deletéria do que a infeccdo propriamente
dita. Esta teoria é especialmente notavel na sepse severa, na qual a excessiva producdo de
citocinas pro-inflamatérias causa aumento na permeabilidade capilar, injaria tecidual e
multipla faléncia orgénica [(revisado por Matsuda (19)]. Trabalhos in vitro tem sugerido que
as vias de NF-kB e da AP-1 controlam varios genes inflamatdrios, tais como os de iNOS,
moléculas de adesdo e citocinas (198, 213). Um dos mediadores cruciais pela inducdo da
resposta inflamatoria sistémica € o TNF-a. Ja foi descrito que a administracdo de TNF-o em
animais de experimentacdo é capaz de reproduzir 0s mesmos sinais observados durante a
sepse ou endotoxemia (revisado por Jean-Baptiste (11). A IL-6 € um importante biomarcador
de severidade de sepse, enquanto que a IL-10 serve como um imumodulador para
contrabalancear a resposta inflamatdria intensa que ocorre durante esta sindrome. E descrito
que guando h& uma falha na liberagdo destes mediadores inflamatorios, aumentam as chances
de ocorrer o Obito rapidamente, que por sua vez esta relacionado com a faléncia organica,
principalmente hepatica e renal [(revisado por Jean-Baptiste (11)]. As nossas analises
demonstraram que o tratamento com Rosiglitazona diminuiu a producdo de citocinas pro-
inflamatorias, tais como TNF-o e IL-6, sugerindo uma modulacdo negativa, envolvendo o
NF-kB na producdo citocinas. Neste contexto, Zingarelli e cols (198) demonstraram 0 mesmo
perfil de citocinas pré-inflamatérias em plasma de ratos sépticos tratados com agonistas de
PPARy. Neste trabalho foi sugerindo a modulacéo negativa de IkB quinase, proteina AP-1 e
NF-kB pela Ciglitazona. Continuando com as nossas analises no perfil das citocinas, os
nossos resultados mostraram um aumento da producdo de citocina anti-inflamatoria a 1L-10.
Uma importante acdo anti-inflamatoria exercida pelo PPARy também foi descrita. Kim e
cols. (214) demonstraram que o tratamento com agonistas sintéticos de PPARY, pioglitazona e
Rosiglitazona foram capazes de aumentar a expressdo de IL-10 em tecido pulmonar de
camundongos asmaticos, melhorando a condi¢do ou escore clinico destes animais. Estes
estudos reforcam os dados encontrados em nosso trabalho.

O processo de migracao celular representa um importante mecanismo de resposta imune
contra a infecgdo. Em mamiferos, existe um grupo de citocinas quimiotaticas, denominado
quimiocinas, que sdo importantes indutores da migracdo leucocitaria. As quimiocinas Sao
produzidas por e atuam em diversos tipos celulares, incluindo mondcitos/macréfagos,
neutrofilos, eosindfilos, mastocitos, células T e B, células endoteliais na presenca de diversos

estimulos, como LPS, IL-1, TNF-a, LTB, e INFs, através da interagdo com seus receptores
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(65, 70). Na verdade, existe uma relacdo promiscua entre esses receptores e as quimiocinas.
Uma Unica quimiocina pode ligar-se a varios receptores, bem como um unico receptor pode
promover a sinalizagdo por diferentes quimiocinas. As quimiocinas estdo implicadas em
varias patologias, como esclerose multipla, AIDS, aterosclerose e sepse. Em nosso trabalho
focamos na andlise das quimiocinas proteina quimiotatica de mondcitos CCL2 e na proteina
murina CXCL1. O nosso grupo tem estudado ativamente o papel da quimiocina proteina
quimiotética de mondcitos CCL2 na fisiopatologia da sepse. Foi mostrado previamente que
animais deficientes de CCL2 (CCL2") foram mais suscetiveis a endotoxemia, com uma
reducdo nos niveis de IL-10 (88), mostrando a regulacdo positiva desta citocina. Ainda, em
outro trabalho publicado no mesmo ano, o0 grupo mostrou que o tratamento com a PAF acetil
hidrolase (PAF-AH) uma enzima que degrada um importante mediador inflamatério, o PAF,
foi capaz de aumentar niveis peritoneais de CCL2, IL-6 e MIF apds a administracdo sistémica
de LPS ou em camundongos submetidos a CLP (88). Reiterando estes estudos, Bozza e cols
(30), determinaram em estudo clinico de analise multiplex, o perfil de citocinas em pacientes
com sepse. Neste estudo foi ressaltado a relevancia do CCL2 como um importante indicador
de melhora no progndstico na sepse, resultando portanto, em aumento da sobrevida destes
pacientes. Corroborando com estes dados, um estudo recente do nosso grupo mostra que tanto
a IL-10 quanto o CCL2 também estdo envolvidos no aumento da eliminacdo bacteriana, por
um mecanismo dependente de CCR2. O trabalho mostra que o aumento a quimiocina CCL2
confere um efeito protetor nos animais submetidos a CLP e, consequentemente, aumenta a
sobrevida de animais sépticos (Gomes RN, dados ndo publicados). No nosso trabalho também
observamos niveis aumentados de CCL2 24 h ap6s a inducdo do CLP e o tratamento com
Rosiglitazona potencializou este aumento. Acreditamos principalmente que a producédo
diminuida de IL-6 e aumentos na producdo de CCL2 e IL-10 seja atribuido, pelo menos em
parte, a0 aumento da sobrevida dos animais observados no nosso modelo.

A proteina murina CXCL1 induz os mesmos efeitos bioldgicos da quimiocina CXCL2
humana, tais como quimiotaxia de neutrofilos e aumento da expressdo da molécula de adeséo
CD11b/CD18 por estas células, sendo denominadas entdo de proteina homologa funcional da
IL-8 humana. A quimiocina CXCLL1 é liberada por macréfagos residentes e desempenha um
papel importante no acimulo de neutrofilos induzidos por produtos bacterianos como o LPS
(65). Em nossos experimentos quando dosamos a quimiocina CXCL1, ndo observamos
diferengas significativas nos niveis deste mediador no lavado peritoneal dos animais
submetidos tanto submetidos a CLP quanto no sham. No entanto, observamos que o
tratamento com Rosiglitazona foi capaz de aumentar de maneira significativa os niveis de

CXCL1 quando comparados ao grupo CLP. Em contradi¢do, apesar dos niveis de CXCL1
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estarem aumentados, houve uma diminuicdo na migracdo de neutrofilos. Estes resultados
corroboram com um trabalho de Zingarelli e colaboradores (181). Os autores observaram em
um modelo de choque endotdxico em camundongos, que o tratamento com o ligante
endoégeno de PPARy, 15dPGJ, foi capaz de diminuir o infiltrado de neutréfilos para a
cavidade peritoneal e pulmonar, melhorando a taxa de sobrevida dos animais. Neste trabalho,
foi visto que 0 aumento da expressdo de moléculas de adesdo, como VCAM-1 e ICAM-1 apds
a administracdo sistémica de LPS foi visivelmente inibida pelo pré-tratamento com o
15dPGJ,. E ainda, que este efeito estaria diretamente relacionado com a diminuicdo da
expressao do fator de transcricdo NFkB, o que poderia implicar em um efeito clinico benéfico
na sepse. Apesar de ndo termos avaliado a expressdo de moléculas de adesdo no nosso
modelo, hipotetizamos no entanto, que possa ter havido uma menor expressdo destas
moléculas, o que poderia explicar em parte, um menor infiltrado de células para o sitio de
infeccdo observado previamente no nosso estudo. Uma outra hipétese seria o envolvimento de
um outro mediador inflamatério quimiotatico para neutrofilo nesta resposta, como por
exemplo o LTB,, que neste contexto seria mais importante que o proprio CXCL1, e que
quando este € inibido 0 numero de neutréfilos diminui.

Continuando com as nossas andlises de marcadores de inflamacéo/infec¢do, um outro
parametro analisado foi a inducdo/formacéo de corpusculo lipidicos. Os corpusculos lipidicos
sdo inclusdes citoplasmaticas ricas em lipidios que aumentam em nimero e tamanho apds
estimulos inflamatorios. Possuem um importante papel na formacao de eicosandides durante o
processo inflamatorio, funcionando como reservatorio intracelulares de enzimas e citocinas
(40, 41). Observamos um aumento na biogénese de corpusculos lipidicos em leucécitos da
cavidade peritoneal dos animais apds o CLP. Estes dados estdo de acordo com Pacheco e cols
(39) que mostram um aumento na formacdo destas organelas em pacientes com sepse, bem
como em animais submetidos & CLP. Em nossos estudos, os animais submetidos a CLP e
tratados com Rosiglitazona observamos uma diminuicdo na formagdo de corpusculos
lipidicos.

Um trabalho do nosso grupo (215) mostrou a participacdo dos receptores PPARy na
biogénese destas organelas. O estudo ressalta que fragdes fosfolipidicas geradas durante a
oxidacdo da lipoproteina LDL (LDLox), como os fosfolipidios PAF-like e aqueles com
atividade agonista de PPARy atuaram de forma sinérgica na formagdo de corpusculos
lipidicos. No entanto, estes fosfolipidios ndo tiveram efeito na formagao destas organelas via
cascata do acido araquidbnico, mostrando que agonistas de PPARYy sinergizam de forma
estimulo-especifica na formacéo de corpusculos lipidicos em macrofagos. Em outro trabalho

foi mostrado que o agonista de PPARy, o tratamento das células com a Rosiglitazona
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potencializou a formacao de corpusculos lipidicos acompanhado do aumento na producao de
PGE, em estudo in vitro com macréfagos estimulados com bacilo Calmette-Guérin (BCG) via
receptor TLR2. Neste trabalho, estes efeitos foram inibidos pelo antagonista GW9662 (216).
Nagy e cols (217) ja mostrava a participacdo de ligantes de PPARy no controle do
metabolismo lipidico e a formacao de células espumosas.

Como descrito anteriormente, as TZDs, como a Rosiglitazona s&o drogas sensibilizadoras
da a¢do da insulina e como agonista de PPARy ativam a transcri¢do de genes responsaveis
pela regulacdo do metabolismo glicidico, lipidico e diferenciacdo celular, possuindo um
importante papel na homeostase da glicose (218). A partir disto, fomos verificar se a
Rosiglitazona poderia interferir com a glicemia em nosso modelo. Em nossos resultados
verificamos que 0s animais apresentaram uma acentuada hipoglicemia 24 h apés CLP, e que o
tratamento com Rosiglitazona ndo alterou este efeito comparando com o grupo CLP. No
nosso estudo o efeito protetor da Rosiglitazona foi atribuido aos seus efeitos antiinflamatorios
em um mecanismo independente de seus efeitos diretos no metabolismo glicidico.

A sepse também envolve alteragdes microcirculatérias que estdo relacionadas com a
diminuicdo da perfusdo tecidual, hipoxia e faléncia organica. Estas alteracOes
microcirculatérias incluem efeitos, tais como diminuicdo na densidade capilar funcional e
aumento na heterogeneicidade do fluxo sanguineo caracterizado por fechamento dos capilares
ou por capilares perfundidos intermitentemente (140). Durante a sepse, 0 cérebro é um dos
primeiros 6rgdos afetados, mas 0s mecanismos associados com a encefalopatia séptica ainda
ndo estdo completamente esclarecidos (155). A partir disto, uma outra parte do nosso trabalho
foi estudar como a Rosiglitazona poderia interferir na microcirculagéo sistémica e cerebral de
animais sépticos em um modelo de microscopia intravital. Alguns trabalhos tém focado no
estudo da microcirculacdo na sepse e consequentemente em manobras terapéuticas para
monitorar a fun¢do microcirculatoria e contribuir para o diagnéstico e tratamento da sepse
(140, 145, 219-221). O nosso estudo é o primeiro a demonstrar o efeito anti-inflamatério de
agonistas de PPAR-y na microcirculagdo cerebral, com significativas alteracfes na densidade
capilar funcional e na interacdo leucocito-endotélio em animais submetidos a CLP e tratados
com Rosiglitazona.

Nos nossos resultados, nos verificamos que a administracdo de Rosiglitazona melhorou a
microcirculagdo cerebral cortical e diminuiu o rolamento e aderéncia dos leucdcitos durante a
sepse experimental. Em nosso modelo de sepse moderada, os animais apresentaram uma
importante redugdo no ndmero de capilares perfundidos, os quais podem aumentar a
resisténcia cerebrovascular e diminuir o transporte de glicose e oxigénio para o tecido (222),

embora ndo tenhamos observado nenhuma alteracdo significativa nos parametros
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hemodinamicos sistémicos, como a pressdo arterial media e frequéncia cardiaca. Estes
resultados corroboram com as observagdes feitas em um estudo experimental de sepse
utilizando ovelhas fémeas, nas quais a microcirculagéo cerebral foi alterada mesmo quando a
perfusdo global se encontrava mantida (143). Além do mais, nossos resultados demonstraram
que o tratamento com Rosiglitazona reverteu a rarefacdo capilar em camundongos sépticos. E
este efeito observado foi devido a ativacdo do PPARY, j& que a administracdo do antagonista
de PPARY, 0 GW9662 preveniu este efeito.

Trabalhos ressaltam o papel da Rosiglitazona na microcirculacdo. Um estudo recente de
Ashoff e cols mostram que o tratamento com agonista de PPARY, a pioglitazona, foi capaz de
prevenir a rarefacdo capilar da microcirculagdo da musculatura cardiaca e esquelética em
ratos diabéticos. Este estudo ressalta o seu importante papel na preservacdo estrutural da
microcirculacdo durante a diabetes, e mostra que este feito independe da atividade
antihiperglicémica ou angiogénica das glitazonas.

Os efeitos protetores dos agonistas de PPARy no cérebro também foram mostrados
previamente em um modelo de hipertensédo em ratas, nas quais o tratamento com agonista de
PPARYy preveniu a rarefagdo microvascular, o remodelamento e a hipertrofia da camada media
das artérias cerebrais (223). Embora neste estudo, a Rosiglitazona tenha sido administrada
como um tratamento crénico, o qual aponta uma importante diferenca do protocolo usado por
eles e 0 nosso protocolo e que possa implicar diferentes mecanismos moleculares. Outro
trabalho mostrou que a administracdo de Rosiglitazona possui propriedades neuroprotetoras
em camundongos submetidos a modelo de esquemia e reperfusdo. E este feito foi atribuido
pelo menos em parte, a sua atividade antiinflamatoria no cérebro, mostrando seu efeito
protetor contra o acidente vascular encefélico (AVE) (224).

NOs observamos em nossos estudos uma diminuicdo substancial tanto do rolamento
guanto da aderéncia de leucdcitos nas vénulas pos-capilares cerebrais apds o tratamento com
Rosiglitazona e estes dados sdo igualmente consistentes com a diminui¢cdo da atividade da
MPO no cérebro de animais 24 h ap6s CLP e tratados com Rosiglitazona. De forma
interessante, Comin e cols (225), em um modelo de sepse em ratos, observaram um aumento
da atividade de MPO no cérebro em diferentes tempos de analise, sendo mais pronunciado 24
h depois do CLP, e este efeito foi relacionado com um aumento na producdo de citocinas
inflamatdrias e com edema local. Em nosso modelo, o tratamento com Rosiglitazona diminuiu
a atividade da MPO. E igualmente importante ressaltar que a reducdo dos componentes
envolvidos no processo inflamatorio e aumento da perfusdo cerebral estdo associados com a
melhora do escore clinico de gravidade e com a sobrevivéncia dos animais (Reis e cols, dados

néo publicados).
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Bauer e colaboradores demonstraram previamente (226) que a ativacdo e o recrutamento
de leucdcitos circulantes da microcirculacdo € uma caracteristica determinante da lesdo
inflamatoria em diferentes leitos vasculares de animais sépticos e provavelmente explica o
dano microvascular cerebral observado em nosso estudo. O efeito anti-inflamatdrio da
Rosiglitazona foi abolido pela administracdo prévia de GW9662. Estes resultados indicam
que as alteragdes microvasculares sdo dependentes de sinalizagdo especificas envolvendo o
PPARY, sugerindo desta forma, uma regulacdo da transcricdo genes alvo regulados pelo
PPARy em animais sépticos. Estes dados em conjunto fornecem evidéncias do envolvimento
da ativacdo do PPARY na interacdo leucdcito-endotélio e das alteracGes na densidade capilar
na sepse experimental. Nossos resultados sugerem que o PPARy como um alvo potencial para
a protecdo do cérebro contra a disfuncdo microvascular na sepse, e consequentemente uma
melhora na perfuséo cerebral.

Um dos controles do organismo contra a infeccdo é a eliminacdo bacteriana por células da
resposta imune inata, como os macréfagos e neutrofilos. Os neutrofilos sdo as primeiras
células do sistema imunoldgico que chegam para eliminar o patdgeno invasor (227). Estas
células quando ativadas, produzem uma série de mediadores pro-inflamatorios (TNF-a, IL-
1B), ROS e NO. O excesso na producdo desses mediadores esta envolvido no dano tecidual,
aumento da permeabilidade vascular e faléncia orgéanica (227). Assim, ao reduzir a migragédo
de neutréfilos para o sitio de infeccdo, ocorre uma diminuicdo no dano aos 6rgaos e aos
tecidos que sdo causados por esse tipo celular. Por outro lado, a eliminacdo bacteriana é
essencial para impedir a dissemina¢do do microorganismo.

Prosseguindo com 0s nossos estudos, na tentativa de avaliar o papel da Rosiglitazona na
eliminacdo bacteriana, fizemos a contagem do nimero de UFC na cavidade peritoneal de
animais tratados e ndo tratados com Rosiglitazona (0,5 mg/kg), ap6s 24 h da inducéo da sepse
através do modelo CLP. Em nossos resultados, observamos que o tratamento com
Rosiglitazona permitiu uma reducao significativa no nimero de UFC recuperadas a partir do
lavado peritoneal, corroborando com a hipotese de que os efeitos desta droga seriam
parcialmente responsaveis pela diminui¢do da mortalidade dos animais sépticos. De maneira
interessante, em um trabalho de Stengenga e cols (228), também foi possivel observar um
efeito protetor da Ciglitazona, no crescimento bacteriano em um modelo de pneumonia
induzida por Streptococcus pneumoniae em camundongos. Neste artigo, o pés-tratamento
com ciglitazona (5 mg/kg, i.p.) imediatamente e 24 h ap6s a inoculagdo intranasal com as
bactérias, se observou uma diminui¢cdo da carga bacteriana (UFC) nos pulmdes destes
animais. Estes dados reiteram que os ligantes de PPARy de algum modo interferem no

crescimento bacteriano, em diferentes modelos experimentais de sepse.
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A partir disto, 0 nosso objetivo foi verificar se a redu¢do no nimero de UFC presentes no
lavado peritoneal de animais tratados com Rosiglitazona estava relacionada a efeitos diretos
da droga sobre o crescimento bacteriano, ou seria um efeito indireto da droga. Para tanto,
realizamos ensaios in vitro com E. coli, uma bactéria amplamente encontrada na microbiota
intestinal. As bactérias foram incubadas durante 2 h na presenca do agonista de PPARY,
Rosiglitazona, ou de seu antagonista GW9662 em diferentes concentragdes. Pudemos
constatar que ndo ha um efeito direto da Rosiglitazona sobre o crescimento destas bactérias e
provavelmente o efeito da Rosiglitazona sobre sa contagens de UFC, por exemplo, depende
da resposta do hospedeiro.

Como descrito anteriormente existem alguns trabalhos ressaltando o envolvimento dos
PPARy na modulagao da resposta inflamatéria na sepse em modelos experimentais animais e
ensaio clinicos envolvendo seres humanos (197, 198, 229-231). No entanto, 0 mecanismo
pelo qual a ativagdo do PPARy pode modular o aumento na eliminagdo bacteriana,
aumentando a sobrevida dos animais ainda ndo esté esclarecida. Recentemente foi descrito o
envolvimento de um outro subtipo de PPAR, o PPARa neste efeito. O artigo descreve que
camundongos deficientes, ou seja, com um mutacdo pontual ou nocautes para PPARa, em
modelo de CLP, obtiveram um aumento na carga bacteriana em 24 h, e que neste estudo foi
acompanhado por uma menor sobrevida dos animais. Este estudo também ressaltou que a
deficiéncia ou a auséncia na expressdo de PPARa nestes animais confere uma desvantagem
na sobrevivéncia durante a sepse e que o PPARa exerce um importante papel na manutencao
da fungdo imune (232). De fato, outros efeitos anti-inflamatorios do PPARa também ja foram
mostrados. Foi descrito por exemplo, que a ativagdo do PPARa esta relacionada com a
inibicdo de COX-2 e com a reducdo da producdo de diversas citocinas (como IL-1, IL-6 e
TNF-a) através da diminui¢ao da atividade do NF-xB (233, 234).

Ainda na busca para elucidar 0 mecanismo de agdo pelo qual o PPARy e seu agonista, a
Rosiglitazona poderia exercer os efeitos na eliminagdo bacteriana e consequentemente, na
melhora de sobrevida dos animais, resolvemos analisar também o perfil da produgdo das
espécies reativas de oxigénio (ROS). E bem descrito que durante o processo 0 processo
inflamatorio/infeccioso, a exposicdo de células fagociticas como macrdfagos e neutrofilos,
bem como células endoteliais e musculares lisas a produtos bacterianos e a citocinas como IL-
1, TNF-a e IFN-y levam estas a produzirem e liberarem espécies reativas de nitrogénio (RNS)
e oxigénio (ROS), como por exemplo, o NO, superoxido (O;) e peroxido de hidrogénio
(H20,) (235, 236). A enzima responsavel pela producdo de O, e H,0, é a NADPH oxidase,
que precisa estar ligada a membrana celular para exercer a funcio de uma oxidase. E bem

descrito na literatura o importante papel do NO na defesa do hospedeiro contra a infecgéo,
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atuando de maneira sinérgica com outras espécies reativas de oxigénio na eliminacao
bacteriana (105, 237). Existem muitas evidéncias mostrando que muitos efeitos deletérios do
NO sdo de fato, mediados pelo peroxido nitrito. Quando produzidos juntos, O, e NO reagem
para produzir perdxido nitrito. O perdxido nitrito € um agente oxidante potente e 0 mecanismo
de acdo da sua atividade microbicida deve-se a peroxidacéo lipidica, inativacdo do transporte
de sddio, oxidacdo de diversas proteinas, incluindo a nitracdo de residuos de tirosina, que
resultam em perda de atividade de enzimas e de receptores, e por ultimo, em dano do DNA
(238). Ja foi demonstrado que o perdxido nitrito reduz a atividade quimiotatica de leucdcitos
via nitracdo de residuos de tirosina de neutrofilos, que consequentemente inibe a
polimerizacdo de actina (239). Além disso, seus efeitos também incluem a diminuigdo da
interacdo leucocito-endotélio (93) devido a diminuicdo da expressdao da molécula de adesdo P-
selectina de células endoteliais (240).

Em nossos estudos in vitro, observamos que células do sangue de animais submetidos a
CLP incubadas com PMA na presenca da catalase, aumentam de maneira significativa a
producdo intracelular de perdxido de hidrogénio quando comparadas com as células do grupo
sham. A presenca de Rosiglitazona neste ensaio, parece de alguma forma aumentar a
producdo de ROS nas células provenientes de animais sépticos quando comparada as células
de animais controles. Estes achados corroboram com um trabalho de Kim e cols. (241), em
que os autores ressaltaram as propriedades microbicidas das espécies reativas de oxigénio em
um modelo de peritonite pela injecdo de E. coli em ratos. Neste trabalho, tanto 0 NO quanto o
perdxido nitrito foram responsaveis pela inibicdo da proliferacdo bacteriana e pela atividade
bactericida in vivo. Além disso, células como eritrocitos foram capazes de aumentar
mortalidade de animais por um mecanismo sequestrador de NO e principalmente pela inibicéo
da formacdo do peroxido nitrito. Em um outro trabalho de Hickman-Davis (242), a
importancia da atividade microbicida das espécies reativas de oxigénio também foi ressaltada.
Foi mostrado que o papel de uma proteina sufactante presente nos pulmdes (SP-A) no
reconhecimento e na eliminacdo bacteriana € devido a ativacdo direta do metabolismo
oxidativo, bem como o aumento da expressdo da NO sintase (NOS) de macrofagos alveolares.
Curiosamente em nosso estudo, embora tenhamos observado um aumento da producdo de
peréxido de hidrogénio pela Rosiglitazona, o que em parte poderia atribuir a sua atividade
microbicida, ndo observamos alteracdes nos niveis de NO extracelular nos animais sépticos
tratados com Rosiglitazona quando comparados aos animais submetidos a CLP. Em nossos
estudos com animais, sugerimos que o mecanismo de agdo pelo qual o agonista de PPARy
exerce seu efeito na eliminacdo bacteriana e melhora a sobrevida dos animais em nossos

estudos depende da ativacdo do metabolismo oxidativo de células fagociticas, com um
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aumento na producdo de H,O, intracelular; que poderiam ser produzidos pelos
mondcitos/macréfagos ou pelos neutréfilos que embora em menor nimero estarem mais
ativos e eficientes.

Ainda interessados no mecanismo de acdo microbicida da Rosiglitazona, decidimos
verificar se o efeito observado em nosso modelo de sepse com animais, também poderia ser
reproduzido em um estudo in vitro em cultura de neutréfilos humanos incubados com E. coli.
De maneira interessante vimos que a Rosiglitazona foi igualmente eficaz em aumentar a
eliminacdo bacteriana de maneira dependente de concentracdo, ou seja, quanto maior a
concentracdo da droga, maior efeito microbicida da Rosiglitazona neste experimento. Desta
forma, o tratamento com Rosiglitazona demonstrou reduzir a carga bacteriana de maneira
bastante eficaz em ambos os modelos experimentais, tanto em animais submetidos a CLP,
assim como em ensaios in vitro com neutrdfilos humanos estimulados com E. coli.

Na luta contra infeccdo, os PMNs possuem varias funcdes para conter e proteger o
organismo da infeccdo. Dentre os quais estdo a fagocitose (113, 243), a producdo de ROS, a
degranulacdo (244), e finalmente por netose envolvendo NETs (115). As NETS sédo estruturas
formadas por fibras de cromatina associadas a proteinas de granulos citoplasmaticos (119,
135) que confinam e matam patdgenos de maneira bastante eficiente, assim como previnem o
dano colateral ao tecido do hospedeiro por reter proteases toxicas e reduzir a sua atividade
proteolitica (113). E descrito que um dos mecanismos para a netose ou morte celular induzido
pela formacdo de NETS, deve-se a principalmente a descondensacgédo da cromatina que ocorre
com a migracao da elastase dos granulos primarios para o nucleo dos neutrofilos, onde estas
enzimas degradariam as histonas (245). E igualmente descrito que, a MPO, enzima presente
nas NETSs e igualmente um marcador de atividade neutrofilica, também migra para o nicleo
sinergizando com a elastase para a descondensacdo de cromatina em um mecanismo ainda
desconhecido, independente de atividade enzimatica. E importante ressaltar que pacientes
deficientes de MPO s&o incapazes de formar NETS, ficando mais suscetiveis a infec¢bes (114,
246). De fato, Parker e cols (117) mostraram que a MPO associada as NETs é ativamente
capaz de matar bactérias. Neste estudo, os neutrdfilos foram estimulados com PMA, e a
atividade da MPO medida. Foi verificada que esta enzima é liberada pelos neutrofilos de 2 a 4
h apos o estimulo, concomitantemente com a formacdo das NETs. Além disso, a adi¢do de
H20, em presenca de NETSs neste estudo resultou em maior da atividade microbicida por estas
células, ressaltando o sinergismo entre a MPO e ROS na eliminacgdo do patégeno. Ainda neste
contexto, em um trabalho recente, Remijesen e cols (247) ressaltaram a importancia da

liberacdo de ROS na liberacdo de NETs. O trabalho mostra que pacientes com doenca
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granulomatosa crénica (DGC) séo incapazes de produzir ROS por um defeito na NADPH e
portanto sdo deficientes na formacao destas redes extracelulares (247).

A partir disto, resolvemos investigar o mecanismo pelo qual a Rosiglitazona elimina as
bactérias e seu possivel envolvimento com a formacdo destas redes induzidas pelos
neutrdfilos. Para isto utilizamos dois estimulos inflamatdrios distintos, o LPS e E. coli em
diferentes experimentos. Inicialmente vimos que neutrdfilos estimulados com diferentes
concentragdes de LPS por uma hora foram capazes de induzir a formagéo de NETS e este feito
ndo pareceu ser dependente da concentragdo administrada. Concentraces menores do
estimulo inflamatorio foram suficientes pra induzir a formacdo das mesmas. A presenca de
Rosiglitazona na cultura de PMNs potencializou este efeito, sendo mais evidente a
visualizagdo em concentragdes menores de LPS. E importante ressaltar que embora o LPS
tenha induzido o aumento da cromatina descondensada no meio extracelular, também
denominado “hot spots”, ou pontos quentes, a presenca da Rosiglitazona permitiu a
visualizacdo da formacdo destas estruturas. Observamos também que o efeito do LPS em
induzir a formacdo das NETs ndo parece ser dependente do tempo de incubacédo, haja visto
que estes efeitos também foram reproduzidos em uma cinética mais precoce, como em 30
minutos, efeito este que também foi potencializado pela presenca de Rosiglitazona.

Em nossos estudos verificamos também que este efeito da Rosiglitazona também foi
reproduzido quando as células foram estimuladas ndo somente com um componente de parede
celular das bactérias, como o LPS, mas igualmente com a bactéria E. coli. O tratamento das
células com Rosiglitazona foi igualmente eficaz em potencializar a formacdo das NETs. Os
efeitos observados em ambos os estimulos parecem ser mediados por receptor uma vez que 0
antagonista funcional do PPARy, o GW9662, foi capaz de reverter este efeito em presenca de
LPS e Rosiglitazona ou E. coli e Rosiglitazona. Pelos nossos resultados este efeito ndo parece
ser um efeito direto dos ligantes de PPARy sobre as células ndo estimuladas. De fato, como
mostrado em nossos experimentos, as células, quando tratadas com Rosiglitazona ou com o
antagonista de PPARy na auséncia de estimulos inflamatorios, ndo foram capazes de induzir
NETSs, reforgando a idéia de que a Rosiglitazona funcionaria como um potencializador deste
efeito.

Prosseguindo com as investigagdes sobre os efeitos do receptor PPARY na formacao das
redes extracelulares decidimos avaliar neste estudo, a liberagdo de um marcador, ou melhor,
um componente de NETS, a proteina histona (H3) em neutrdéfilos estimulados igualmente com
LPS ou E.coli. As NETs contém proteinas histonas H1, H2A, H2B, H3 e H4, assim como
granulos de outras proteinas, incluindo elastase neutrofilica, mieloperoxidase e proteinas

bactericidas (BP) (115). Uma vez ligadas as NETS, a associacdo de histonas e proteinas
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antimicrobianas eliminam o patdégeno (122). A descondensacdo da cromatina, a qual €
particularmente densa em neutrofilos maduros, estd associada com a citrulinagdo da histona
H3 pela conversdo de histona arginina a residuos de citrulina (248). As analises por Western
Blotting revelaram que a Rosiglitazona apresentou um resultado favoravel ao aumentar a
liberacdo da histona H3 quando as células foram estimuladas tanto com LPS quanto por E.
coli. O receptor de PPARy parece estar envolvido igualmente nesta resposta ja que o
antagonista GW9662 diminuiu a liberacdo desta proteina na presenca de Rosiglitazona e dos
estimulos inflamatorios.

A etapa seguinte do nosso estudo foi correlacionar o efeito da Rosiglitazona na formacéo
de NETs com aumento da eliminacéo bacteriana em ensaio in vitro. Neste estudo, as células
foram estimuladas previamente com LPS em seguida tratadas com Rosiglitazona na presenca
ou auséncia do antagonista GW9662. Foram analisadas a eliminacdo bacteriana total, a
extracelular mediada por NETs e intracelular mediada pela fagocitose. Em nossos resultados
observamos que nas células tratadas com Rosiglitazona houve um aumento na eliminacdo
bacteriana total, que neste estudo foi correlacionado com a eliminagéo bacteriana extracelular
mediado pelas NETs. Além disso, este efeito foi inibido pela presenca do antagonista
GW09662, sugerindo que esta resposta ¢ mediada pelo receptor PPARy. Além disso, os efeitos
da Rosiglitazona em aumentar a formagdo de NETs corroboram com os resultados obtidos
quando analisamos a celularidade do lavado peritoneal dos animais submetidos a CLP e
tratados com Rosiglitazona. Sugerimos que a diminuicdo de células totais, assim como de
neutréfilos observada em nosso estudo poderia estar fortemente relacionada com a morte
celular mediada por netose.

E importante ressaltar que o nosso trabalho é o primeiro a demonstrar a participacio de
agonistas de PPARy na formagdo destas redes extracelulares induzida por neutréfilos, embora
existam outros trabalhos ressaltando a importancia das NETs no combate de microorganismo
em diferentes modelos experimentais. Por exemplo, um trabalho realizado pelo grupo de Yost
e cols (249) ressalta a importancia das NETs no sistema imune inato. O trabalho mostra que
neutrdfilos de criancas recém nascidas e prematuras estimulados com LPS ou PAF, possuem
um defeito na formacdo de NETSs, portanto uma falha no mecanismo de defesa contra
bactérias, levando a estes individuos a uma maior susceptibilidade as infeccOes. Neste
trabalho também foi mostrado, que embora a producdo de ROS pelas células estivesse
mantida, como um mecanismo importante no disparo para formacdo dessas redes
extracelulares, a sinalizagdo foi insuficiente para induzir a formacdo das mesmas pelos

neutrofilos.
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A formacdo das NETS por estas células também ¢é citada na fisiopatologia da tuberculose.
E descrito que os neutrofilos sdo essenciais para a formagéo do granuloma durante a infeccio
cronica por Mycobacterium. tuberculosis (250), no entanto, este mecanismo ainda é
controverso. E discutido se eles sdo capazes de eliminar ativamente o M tuberculosis,
controlando desta forma a infeccdo (251), ou se eles contribuem ainda mais para a
fisiopatologia da doenca (252, 253). Em um estudo in vitro com M. tuberculosis, Kichik e
cols (254) mostraram que este patdgeno intracelular foi capaz de induzir um efeito citotdxico
nas células e induzir a formacdo de NETs pelos neutrofilos de maneira tempo dependente.
Neste trabalho, essas redes extracelulares se mostraram eficientes em capturar o patdgeno, no
entanto, falharam na sua eliminag&o.

Interessantemente, em outro trabalho, de Guimarées-Costa e cols. (127), foi ressaltado
que formas promastigotas de Leshimania amazonensis sdo capazes de induzir a liberacdo de
NETs através de um componente estrutural presente de membrana celular do parasito, o
lipofosfoglicano. Foi descrito ainda que a atividade leshimanicida associada as NETs € em
parte mediada pelas histonas presentes nestas redes extracelulares.

De uma forma reveladora, os nossos estudos com neutréfilos humanos e NETS sugere
que o efeito na eliminacdo bacteriana induzido pela Rosiglitazona seja um mecanismo que
envolve principalmente a netose mediada pela ativagao do receptor PPARy. Sugerimos que o
mecanismo envolvido nesta resposta possa envolver eventos como a producdo de ROS,
incluindo o peroxido de hidrogénio, que possui atividades que influenciam a fosforilacdo de
tirosina e outras vias de transducédo de sinais que regulam a formacéo das NETSs.

Em conjunto, nossos estudos indicam que a Rosiglitazona atuou em diversos parametros
da fisiopatologia da sepse, modulando a resposta inflamatdria, aumentando a eliminacéao
bacteriana, melhorando o quadro clinico, melhorando a circulacdo sistémica e cerebral e
diminuindo a mortalidade em camundongos sépticos. E importante ressaltar que é de extrema
importancia o entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos na sepse, para que possa

servir de potencial manobra ou intervencéo terapéutica no futuro.
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6 CONCLUSOES

v O agonista de PPARy Rosiglitazona diminuiu a migracdo de neutréfilos no foco
infeccioso, assim como sintese de citocinas, como o TNF-a e IL-6, o nUmero de

corpusculos lipidicos e a carga bacteriana, sem interferir na glicemia;

v" O tratamento com Rosiglitazona aumentou os niveis de IL-10, CCL2 e CXCL1, bem como
0 escore clinico e a sobrevida de camundongos ndo isogénicos submetidos tanto a CLP

quanto a sepse severa em modelo de inje¢do de macerado fecal;

v" No estudo de microcirculacdo cerebral, a Rosiglitazona melhorou a perfusdo tecidual
cerebral, com diminuicdo do rolamento e aderéncia dos leucdcitos, da rarefacdo capilar e
da producdo de MPO. Os efeitos da Rosiglitazona foram independentes dos efeitos

hemodinamicos;

v" A redugdo da carga bacteriana de animais submetidos a CLP e tratados com Rosiglitazona

ndo se deve a intervencdes diretas do agonista de PPARY no crescimento bacteriano;

v A Rosiglitazona diminui a carga bacteriana e melhora a taxa de sobrevida apés CLP
parece depender em parte, da producédo de ROS, mas ndo interferiu na producédo de NO;

v/ O tratamento in vitro com Rosiglitazona em diferentes concentracdes aumentou a
eliminacdo bacteriana em co-cultura de PMNs humanos e com E. coli, e este efeito
mostrou ser dependente de concentragdo administrada;

v' O tratamento in vitro com Rosiglitazona aumentou a formacdo de NETS, assim como a
liberacdo de histona em ceélulas previamente estimuladas com LPS ou E. coli. O
antagonista de PPARY reverteu estes efeitos;

v’ O tratamento das células com Rosiglitazona aumentou a eliminacdo bacteriana

extracelular por neutréfilos humanos, e este efeito foi associado com o aumento na

formacéo de NETs em células pré estimuladas com LPS ou E coli.
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6.1 CONCLUSAO FINAL:

Modulacao da inflamacgao Eliminacao bacteriana

o

Sinais clinicos

Figura 6.1: Efeito antiinflamatdrio da Rosiglitazona em animais sépticos: a Rosiglitazona é
capaz de modular a inflamacéo por diminuir o infiltrado de neutréfilos, diminuir a produgéo de
citocinas inflamatorias e corpusculos lipidicos, aumentar a produgdo de quimiocinas de
migracdo celular como a CCL2 e CXCL1, assim como a producdo de citocinas
antiinflamatérias (IL-10). A Rosiglitazona também melhora a a microcirculacdo cerebral em
diminuir a interacdo leucdcito-endotélio e aumentar a densidade capilar funcional. Além disso,
a Rosiglitazona aumenta a eliminagdo bacteriana por modular a formacdo de redes
extracelulares formadas por neutréfilos (NETS) e a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS). Todos estes fatores somados juntos melhoram os sinais clinicos e aumentam a sobrevida
dos animais septicos. Também hipotetizamos se a producdo aumentada de quimiocinas e
citocinas antiinflamatorias poderia interferir com o aumento da eliminagéo bacteriana mediada

por netose.
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Sepsis is a severe disorder characterized by systemic inflammatory responses in the presence of an infection
and may progress to multiple organ dysfunction and death. Alterations in cerebral microcirculation fulfill a
crucial role in the pathogenesis of severe sepsis, and include a decrease in capillary density and disturbances
in leukocyte movement along capillaries. Nevertheless, the mechanisms involved in sepsis-associated cere-
bral microcirculatory alterations have so far not been defined. We investigated the effect of the peroxisome
proliferator-activated receptor gamma (PPARYy) selective agonist rosiglitazone on leukocyte/endothelial
cell interaction and functional capillary density in the brain in the cecal ligation and puncture (CLP) model
of sepsis. Anti-inflammatory effects of rosiglitazone on the cerebral microcirculation were marked. Functional
capillary density increased and leukocyte rolling and adhesion were decreased in animals submitted to CLP
and treated with rosiglitazone. Our data provide evidence for involvement of PPARYy activation in leuko-
cyte-endothelium interactions and alterations in capillary density. Improved cerebral perfusion in animals
treated with rosiglitazone, suggests that PPAR<y activation is protective against cerebral microvascular dys-

function in sepsis.

© 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

Sepsis is a systemic response to infection characterized by hemo-
dynamic and metabolic derangement that may result in septic shock,
multiple organ system failure, and death. Although antibiotic therapy
may effectively treat an underlying infection, it is not sufficient to
reverse the systemic inflammation and its consequences.

Microcirculatory dysfunction plays a pivotal role in the pathogen-
esis of severe sepsis. There is evidence for a decrease in functional
capillary density, and an increase in the proportion of nonperfused
or intermittently perfused capillaries (den Uil et al., 2008). Monitor-
ing microcirculatory blood flow in sepsis has gained increasing atten-
tion not only as a prognostic parameter but also as a possible
guideline for therapeutic maneuvers (Koh et al., 2010). Moreover, mi-
crocirculatory alterations nonresponsive to therapy predict a poor
outcome in critically ill patients (Sakr et al., 2004).

Several in vitro and in vivo studies have demonstrated that
pharmacological activation of peroxisome proliferator-activated recep-
tor gamma (PPARy) by natural or synthetic ligands, including

Abbreviations: PPARYy, peroxisome proliferator-activated receptor gamma; CLP,
cecal ligation and puncture; TZD, thiazolidinediones.
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thiazolidinediones (TZD), has anti-inflammatory effects (Haraguchi et
al., 2008); (Zingarelli et al., 2003); (Zingarelli and Cook, 2005). PPARy
is a nuclear receptor expressed in various cells, including monocytes,
macrophages, T cells, endothelial cells, and other cells involved in the
progression of sepsis. PPARYy ligands have anti-inflammatory effects
and improve outcomes in clinical conditions such as atherosclerosis,
rheumatoid arthritis, allergy and sepsis (Szeles et al, 2007);
(Zingarelli, 2005). In cerebral infection by Staphylococcus aureus,
PPARY agonist treatment attenuated inflammation and limited bacteri-
al dissemination (Kielian et al., 2008). Based on this information, the
purpose of this study was to investigate whether the PPARYy selective
agonist rosiglitazone reduces the inflammatory response in the cecal li-
gation and puncture (CLP) model of sepsis, by modulating leukocyte/
endothelial cell interaction and functional capillary density, thereby im-
proving cerebral microcirculation.

Materials and methods
Experimental animals

Ten weeks old Male Swiss mice (Oswaldo Cruz Foundation breed-
ing unit) weighing 20 to 25 g were used. The animals were kept at a
constant temperature (25 °C) with the access to pellet diet and
water in a room with a 12 h light/dark cycle. The protocol was ap-
proved in accordance with the ethical guidelines of the Institutional
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Animal Care Committee (CEUA 0260-05), Oswaldo Cruz Foundation
(FIOCRUZ).

Surgical procedure and CLP model

Sepsis was induced by CLP as previously described (Gomes et al.,
2006). After the surgery all animals received 1 ml s.c. of sterile isoton-
ic saline. Fifteen minutes after the CLP procedure, mice were divided
into six random groups: sham + vehicle (DMSO, v/v, iv.), sham
+ rosiglitazone (0.5 mg/kg, i.v.) CLP + vehicle (DMSO, v/v, i.v.), CLP
+GW9662 (1 mg/kg, iv.) and CLP+GW9662 (1 mg/kg, iv.)+
rosiglitazone (0.5 mg/kg, i.v.), 9 animals per group.

Assessment of the severity of sepsis

At 24 h after infection, mice were scored for severity of sepsis. In
this assessment, higher scores reflect increased severity. Mice were
scored based on the following variables: piloerection, curved trunk,
alterations on gait, seizures, limb paralysis, coma, respiratory rate,
skin color alterations, heart rate, lacrimation, palpebral closure, grip
strength, limb, abdominal, body tone and body temperature alter-
ations. Each animal received a total score between 1 and 11: 1-3
(mild sepsis); 3-7 (moderate sepsis) and 8-11 (severe sepsis) (Reis
et al., unpublished data). In our CLP model, all animals that were
ranked as moderate sepsis were used for intravital microscopy analy-
sis. Animals with mild or severe sepsis were excluded from the exper-
imental protocol.

Intravital microscopy in mouse brain

The animals were anesthetized by intraperitoneal injection of a
mixture of 10 mg/kg xylazine and 75 mg/kg ketamine hydrochloride,
tracheostomized and artificially ventilated (Hugo Basile) with room
air. The jugular vein was cannulated to allow injection of fluorescent
tracers. Arterial pressure and heart rate were monitored with a
catheter placed in the right carotid artery connected to a quartz trans-
ducer, which in turn was connected to an automatic acquisition sys-
tem hemodynamic data (Biopac Systems, Santa Barbara, CA). Core
temperature was monitored with a rectal probe, and body tempera-
ture was maintained at 37 °C with a homeothermic blanket system
(Harvard Apparatus, Boston, Massachusetts).

The anesthetized animals were immobilized in a stereotaxic
frame, the left parietal bone was exposed by a midline skin incision,
a craniotomy was performed with high-speed drill, and the dura
mater was incised and everted to expose the cerebral pial microcircu-
lation (Carvalho-Tavares et al., 2000). The cranial window was suf-
fused with artificial cerebrospinal fluid (in mmol/I: NaCl 132, KCI
2.95, CaCl2 1.71, MgCI2 0.64, NaHCO3 24.6 dextrose 3.71 and urea
6.7 at 37 °C, pH 7.35).

The animals were then placed under an upright fixed-stage
intravital microscope with a mercury lamp (Olympus BX51/WI, USA)
coupled to a CCD digital video camera system (Optronics, Goleta,
California). Olympus objectives 10x and 20x were used to produce a
total magnification of 100 and 200x, respectively at the monitor.

Assessment of capillary density, leukocyte rolling and adhesion

After intravenous administration of 0.1 ml of 5% FITC-labeled dex-
tran, microscopic images of the cerebral microcirculation were ac-
quired by Archimed 3.7.0 software for online counting of the
capillaries using Saisam software (Microvision, France). Functional
capillary density, considered as the total number of spontaneously
perfused capillaries (vessels with diameters less than 10 um) per
square mm of surface area (1 mm?), was determined by counting
each capillary branch over a period of 4 min, as described previously
in detail (Sabino et al., 2008). For labeling circulating leukocytes,

animals received intravenous administration of rhodamine 6G
(0.3 mg/kg body weight) and fluorescence associated with leukocytes
was visualized by epi-illumination. Five randomly selected venular
segments, 30 to 100 um in diameter and 100 pm long, were observed
for 30 s in each preparation examined for leukocyte recruitment and
the mean was calculated. Leukocyte-endothelial interactions were
evaluated by determining the number of leukocytes adhered to the
venular wall for 30s. Rolling leukocytes were defined as crossing
the 100 um venular segment at a speed below the circulating red
blood cells, and were expressed as number of cells/min.

Cerebral myeloperoxidase (MPO) activity

The neutrophil infiltration in brain was measured indirectly by
quantifying MPO enzyme activity. Briefly, brain extracts were homog-
enized (50 mg/ml) in 0.5% hexadecyltrimethylammonium bromide
and centrifuged at 4000 rpm for 15 min at 4 °C. MPO activity in the
supernatant was measured spectrophotometrically as the change in
optical density at 460 nm and 37 °C, using tetramethylbenzidine
(1.6 mM) and H,0, (0.5 mM) as the substrate.

Statistical analysis

All data were analyzed by ANOVA with Newman-Keuls post hoc
test. Data are reported as means & SEM. P value<0.05 was considered
significant.

Results
Rosigitazone treatment improves the clinical condition of septic mice

We developed a clinical score to assess the severity of sepsis in our
CLP model. This clinical score takes into consideration several alter-
ations in appearance; physiology and behavior that are associated
with severe sepsis in mice (see Materials and methods section). We
observed that the severity score decreased from 6.04+0.4 to 3.3+
0.2 (P<0.0001) in rosiglitazone-treated septic animals, even though
treated animals were still ranked as moderate sepsis.

Rosiglitazone decreases leukocyte-endothelial interaction and increases
functional capillary density in mice brain microvasculature during
experimental murine sepsis

Figs. 1A and B show that rolling and adhesion of leukocytes in sep-
tic animals were increased when compared to the control group.
Rosiglitazone treatment decreased leukocyte rolling and adhesion in
septic mice and treatment with the specific antagonist GW9662
abolished the protective effects of rosiglitazone with respect to both
rolling and adhesion (Figs. 1A and B). Panel 1 illustrates the increased
leukocyte-endothelial interaction in the cerebral microcirculation of
CLP mice (Panel 1B) as compared to either sham (data not illustrated,
but shown in Fig. 1) or sham mice treated with rosiglitazone (Panel
1A). As we observed in Figs. 1A and B, rosiglitazone diminished leuko-
cyte-endothelial interaction in septic animals (Panel 1C) and GW
9662 treatment effectively impaired rosiglitazone effect (Panel 1D).

Table 1 shows mean arterial pressure and heart rate of septic mice.
We did not observe significant alterations in haemodynamic parame-
ters in the control CLP group or in the rosiglitazone treated group.
Mice subjected to CLP had a significant decrease in the number of
spontaneously perfused capillaries when compared to the control
group. Treatment with rosiglitazone reversed capillary rarefaction
when compared to the CLP group that did not receive rosiglitazone.
The protective effect of rosiglitazone was completely abolished in
the presence of the PPARy antagonist GW9662, whereas GW9662
alone had no impact on the brain capillary density of septic mice
(Fig. 1C).
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Fig. 1. Leukocyte rolling (A), adhesion (B), and capillary density (C) in the brain micro-
vasculature after CLP in control and rosiglitazone treated mice. Sepsis was induced in
animals and intravital microscopy was performed 24 h later. Data are expressed as
mean + SEM (n = 8/group). *P<0.05 vs. sham + vehicle mice; *P<0.05 vs. CLP + vehi-
cle group; $P<0.05 vs. CLP + rosi group.

Rosiglitazone decreases neutrophil infiltration in brain of septic mice

Besides leukocyte-endothelial interaction of septic mice, we also
observed an increase in the MPO activity in brain 24 h after CLP,
reflecting the presence of neutrophils in brain of septic mice
(Fig. 2). The inhibition of leukocyte-endothelial interaction caused
by rosiglitazone, as we showed above, was followed by diminished
neutrophil influx to the brain, since rosiglitazone treatment de-
creased MPO activity when compared to CLP group.

Discussion

Sepsis-associated cerebral microcirculatory alterations include a
decrease in capillary density and increase of heterogeneity of blood
flow characterized by closed capillaries or intermittently-perfused
capillaries (Ince, 2004). Furthermore, inflammation, blood-brain barri-
er abnormalities, and apoptosis may also be involved (Papadopoulos et
al., 2000). The mechanisms involved in sepsis-associated cerebral
microcirculatory alterations have not been described, however. Our
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Fig. 2. Myeloperoxidase activity in the brain after CLP in control and rosiglitazone treat-
ed mice. Data are expressed as mean + SEM (n = 8/group). *P<0.05 vs. sham + vehicle
mice; #*P<0.05 vs. CLP + vehicle group.

study is the first to demonstrate the anti-inflammatory effects of a
PPARY agonist in the cerebral microcirculation in sepsis, with significant
alterations in functional capillary density and leukocyte-endothelial
interactions in animals submitted to CLP and treated with rosiglitazone.
Specifically, we found that administration of rosiglitazone improved
cortical cerebral microcirculation and decreased leukocyte rolling and
adherence and neutrophil influx during experimental sepsis. We have
also found that the reduction of these components of the inflammatory
process and increase in brain perfusion were associated with an improve-
ment in clinical severity score and in survival (Araujo et al., unpublished
results).

In our model of moderate sepsis, the animals presented a marked
reduction in the number of perfused cerebral capillaries, which can
increase cerebrovascular resistance and decrease oxygen and glucose
transport (Vicaut, 1999) even though there were no significant alter-
ations in systemic hemodynamics. These results are consistent with
observations in an experimental model of sepsis using female sheep,
in which cerebral microcirculation in brain was altered even when
global perfusion pressure was maintained (Taccone et al.,, 2010).
Moreover, our results demonstrate that treatment with rosiglitazone
reversed the brain capillary rarefaction of septic mice. This is likely
due to activation of PPARYy, since administration of the PPARy antag-
onist GW9662 prevented it. Brain protecting effects of PPARy agonists
were also shown in a model of hypertension in rats, where PPARYy
treatment prevented microvascular rarefaction and the inward re-
modeling and medial hypertrophy of cerebral arteries (Cipolla et al.,
2010). Nevertheless, in this study rosiglitazone was given as a chronic
treatment, which is an important difference from our protocol and
may implicate different molecular mechanisms.

Additionally, we demonstrated a substantial decrease in rolling and
adhesion of leukocytes in brain post-capillary venules after
rosiglitazone treatment. These observations are consistent with a
decrease in MPO activity as reflect of diminished neutrophil infiltration
in brain 24 h in CLP animals treated with rosiglitazone. Accordingly,
Comim et al,, 2011, in a rat CLP model, observed an increase in rolling
and adhesion of leukocytes and in MPO activity in the brain at different
time points, being more pronounced 24 h after CLP. Nevertheless, those
studies had not described the mechanisms involved yet.

As previously reported by (Bauer et al., 2000), recruitment of acti-
vated circulating leukocytes into microcirculation is a determinant fea-
ture of inflammatory injury in different vascular beds of septic animals
and likely explains the cerebral microvascular impairment observed in
our study. The anti-inflammatory effect of rosiglitazone was abolished
by previous administration of GW9662. This result indicates that micro-
vascular changes are dependent on specific signaling by PPARYy thus,
potentially, transcription of PPARy regulated genes in septic mice.
These data, taken together provide evidence for the involvement of
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Panel 1. Photomicrographs of the cerebral microcirculation of CLP mice treated with rosiglitazone or GW 9662 plus rosiglitazone. Rolling/adherent rhodamine labeled leukocytes of
sham mice treated with rosiglitazone (A), CLP mice treated with vehicle (B), CLP mice treated with rosiglitazone (C) or CLP mice treated with GW + rosiglitazone (D). Photo width
=320 um; magnification 200 x. These images are representative of 3 different experiments (n= 8/group).

Table 1
Effects of rosiglitazone and GW 9662 on mean arterial pressure and heart rate 24 h after CLP.
Treatments
Parameters Sham Sham CLP CLP CLP CLP
+ vehicle + roglitazone + vehicle + rosiglitazone + GW9662 + GW9662
+ rosiglitazone
Mean arterial pressure 86+5 98+8 68+8 74+10 89+3 91+7
Heart rate 400+19 437+15 338 +22 453 +£20 437+13 409 + 14

Each point represents the mean + SEM of eight animals for each group (P> 0.05). Treated mice received vehicle (DMSO) or rosiglitazone (0.5 mg/kg) or GW9662 (1 mg/kg) by i.v.
injection and the analysis was performed 24 h after CLP. Sham-operated animals received vehicle.

Sepsis is a disorder characterized by systemic inflammatory response to an infection. Decrease in brain capillary density and increase in leukocyte rolling/adhesion occur. PPARY
activation increases capillary density and decreases leukocyte rolling/adhesion. PPARYy activation is protective against cerebral microvascular dysfunction in sepsis.

PPARY activation in leukocyte-endothelial interactions and alterations
in capillary density in experimental sepsis. They reveal that PPARYy is a
potential target to protect the brain against microvascular dysfunction
in sepsis, potentially leading to improvement of cerebral perfusion.
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