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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

Estudo do envolvimento do receptor nuclear PPARγ na sepse experimental 

 

RESUMO 

Tese de doutorado 

 

Cláudia Valéria de Araújo 

 

A regulação deficiente da resposta inflamatória do indivíduo aos produtos microbianos é crucial 

para a mortalidade de paciente com SIRS (síndrome da resposta inflamatória sistêmica) e sepse. 

Vários mediadores inflamatórios são liberados e a regulação da expressão destes mediadores é 

crítica para a defesa do hospedeiro, mas também pode resultar em dano tecidual, disfunção 

orgânica múltipla e morte. Estratégias anti-inflamatórias são investigadas no tratamento da sepse. 

Estudos têm focado em fatores transcricionais que possuem um interesse terapêutico, como 

receptor nuclear PPAR (receptor ativado por proliferador de peroxissomo do tipo gama). Nosso 

objetivo principal foi caracterizar o papel do PPARγ na sepse experimental. Foram feitas análises 

de sobrevida e parâmetros inflamatórios, como eliminação bacteriana, produção de mediadores 

inflamatórios e migração celular, além da avaliação da microcirculação cerebral 24 horas após a 

ligadura e punção cecal (CLP) em animais tratados com agonista de PPARγ (Rosiglitazona) 15 

min após a indução de sepse. Observamos um aumento da sobrevida de camundongos submetidos 

à CLP e tratados com Rosiglitazona. Em animais submetidos à sepse grave, a Rosiglitazona foi 

igualmente eficaz em aumentar a sobrevida dos animais e induzir uma melhora no quadro clínico. 

Nos animais tratados com Rosiglitazona houve um aumento nos níveis plsmáticos de mediadores 

anti-inflamatórios como a IL-10 e CCL2 e decréscimo de mediadores pró-inflamatórios como 

TNF-α, IL-6 e de corpúsculos lipídicos, sem alteração da glicemia. Houve uma diminuição 

plasmática da quimiocina CXCL1 nos animais tratados com Rosiglitazona quando comparados ao 

grupo controle. Além disso, observamos um aumento na migração de neutrófilos peritoneaisl de 

animais submetidos à CLP e o pós-tratamento com Rosiglitazona foi capaz de reverter este efeito. 

Observamos que a Rosiglitazona diminuiu o número de unidades formadoras de colônias (UFC) 

do lavado peritoneal, que se correlacionou com o aumento no metabolismo oxidativo de células 

fagocíticas com a diminuição da taxa de mortalidade. Em um estudo in vitro com E.coli incubadas 

com ligantes de PPARγ observamos que não houve alteração do crescimento bacteriano, 

mostrando que a Rosiglitazona não parece ter um efeito direto sobre o patógeno. Em outro 

experimento in vitro com neutrófilos humanos incubados com LPS ou E. coli,a Rosiglitazona 

aumentou a eliminação bacteriana por estas células e levou a um aumento na formação de redes 

extracelulares de neutrófilos (NETs) por estas células. O antagonista do PPARγ, o GW9662 foi 

capaz de reverter este efeito. A Rosiglitazona também foi capaz de aumentar a liberação da 

proteína histona em polimorfonucleares (PMNs), um importante marcador na formação de NETs e 

o GW9662 reverteu este efeito. Nos experimentos de microcirculação cerebral, a Rosiglitazona 

diminuiu o rolamento, a aderência dos leucócitos no endotélio vascular, assim como a rarefação 

capilar, aumentando a perfusão tecidual cerebral. Estes efeitos foram independentes de alterações 

na pressão arterial média e frequência cardíaca. Nossos estudos indicam que a Rosiglitazona atuou 

em diversos parâmetros da fisiopatologia da sepse, modulando a resposta inflamatória, 

aumentando a eliminação bacteriana, melhorando o quadro clínico e diminuindo a mortalidade em 

camundongos sépticos. É de extrema importância o entendimento dos mecanismos moleculares 

envolvidos na sepse, para que possa servir de potencial manobra ou intervenção terapêutica no 

futuro. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

The involvement of nuclear receptor PPARγ in an experimental model of sepsis 

  

ABSTRACT 

 

Tese de doutorado 

 

Cláudia Valéria de Araújo 

 

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 γ (Peroxisome 

proliferator-activated receptors γ). Our main objective was to characterize the role of PPAR γ 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-α, 

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 PPARγ 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 γ 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 

GW9662. 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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1 Introdução 

1.1 Sepse: definição e epidemiologia 

A Sepse é uma síndrome clínica caracterizada por inflamação sistêmica em resposta a 

uma infecção (1). Ela é determinada por um conjunto de efeitos tais como a taquipnéia, 

alterações de temperatura, taquicardia e alterações no número de leucócitos. Além disso, a 

sepse pode ser resultado tanto de um processo infeccioso causado por bactéria, parasitas, 

fungos e vírus, quanto não infeccioso, causado por traumas, queimaduras, choque 

hipovolêmico e pancreatite. Quando o paciente séptico apresenta um quadro clínico de 

hipoperfusão ou hipotensão tecidual e disfunção orgânica (como por exemplo, a acidose 

lática, oligúria ou confusão mental) determina-se que evoluiu para uma sepse grave. Além 

disso, o quadro pode evoluir para choque séptico caracterizado por um quadro de hipotensão 

arterial não revertida pela expansão volêmica adequada e administração de vasoconstritores 

(1, 2). 

Dados epidemiológicos apontam que a incidência de sepse grave nos Estados Unidos da 

América gira em torno de 750.000 casos/ano, acometendo três indivíduos em cada mil 

habitantes, resultando em 215.000 mortes/ano. A incidência para pacientes internados é 

estimada em 2,26 casos por 100 altas hospitalares. Dados europeus indicam uma incidência 

em torno de um caso por mil habitantes. Estes dados são ainda mais preocupantes se 

considerarmos que a sepse aumentou 91,3% nos últimos 10 anos, que a taxa de mortalidade 

associada se mantém inalterada neste período e que a tendência ao óbito da população que 

desenvolveu sepse em algum momento da vida é maior ao longo dos anos (3, 4). No Brasil, 

nas últimas décadas, aproximadamente 25% dos pacientes internados nas Unidades de 

Terapia Intensiva (UTIs) apresentam critérios diagnósticos 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 

consideração a realidade de cinco UTIs do Sul e Sudeste do Brasil. Atualmente esse estudo 

está atravessando uma segunda fase, no qual mais regiões do país são abrangidas, com o 

objetivo de avaliar a realidade brasileira envolvendo áreas onde teoricamente os recursos são 

mais escassos, como o Norte e o Nordeste do país (5). De uma forma geral, do ponto de vista 

econômico, a sepse representa gastos volumosos para o sistema de saúde bem como perdas 

significativas de produtividade decorrentes de longos períodos de internação e de alta 

mortalidade associada (5, 6). No Brasil, os gastos com pacientes de UTI somaram 17,34 
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bilhões de reais, o que representa cerca de 30 a 35% dos gastos globais com a área de saúde 

(7). 

 

1.2  Fisiopatologia da sepse 

 

1.2.1 Reconhecimento de produtos microbianos e resposta inflamatória 

 

Apesar da inflamação ser essencial à resposta do hospedeiro, a sepse envolve uma 

desregulação de uma resposta inflamatória normal, podendo se manifestar por hipotensão, 

coagulopatia e disfunção dos órgãos (1). Durante um quadro infeccioso, o organismo 

responde inicialmente de forma não específica, liberando mediadores inflamatórios na 

tentativa de eliminar o agente agressor. O sistema imune inato é a primeira linha de defesa do 

hospedeiro e está envolvido na detecção de diversos microorganismos invasores. Os 

receptores da resposta imune inata são ativados por componentes de parede celular das 

bactérias, como o lipopolissacarídeo (LPS), que é uma molécula que está intimamente 

envolvida na fisiopatologia da sepse (8). Caso a resposta inata local não elimine o agente 

infeccioso, ocorre a proliferação e disseminação do agente patogênico com liberação 

exacerbada de mediadores inflamatórios locais e sistêmicos, atingindo órgãos distais podendo 

culminar na falência de múltiplos de órgãos e morte (9). Essencialmente, qualquer 

microorganismo pode causar sepse ou choque séptico, porém as bactérias são os agentes 

etiológicos mais comuns (2, 10). A maioria dos casos de sepse é devido às bactérias Gram-

negativas (E. coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter sp, Pseudomonas aeruginosa e 

outras). Staphylococcus aureus e Streptococcus pnemoniae e outras bactérias Gram-positivas 

são responsáveis pelos casos remanescentes. Nos pacientes imunossuprimidos, os fungos, 

bem como as bactérias, também podem causar sepse (6, 10). 

Os componentes da parede bacteriana são os principais ativadores desta resposta do 

hospedeiro: as endotoxinas (LPS) dos microorganismos Gram-negativos e o ácido teicóico 

dos microorganismos Gram-positivos (11). O LPS é um componente da membrana externa de 

bactérias Gram-negativas que através da sua detecção pelas células do sistema imune inato é 

essencial para a defesa do hospedeiro e apresenta papel fundamental na patogênese da sepse 

Gram-negativa (11-13). O processo de reconhecimento é iniciado pela ligação do 

lipopolissacarídeo à proteína de ligação do LPS (LBP, do inglês, LPS Binding Protein), que 

liga a endotoxina ao receptor de superfície celular (CD14 e MD-2) presentes na superfície de 

macrófagos, monócitos e neutrófilos (14). Durante a infecção, as células do sistema imune 

inato reconhecem produtos microbianos, chamados de padrões moleculares associados a 
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patógenos (PAMPS, pathogen-associated molecular patterns), tais como LPS, flagelina, 

zimosan e peptidoglicano (15-17). O início da resposta do hospedeiro pelo reconhecimento 

dos PAMPs durante a sepse, envolve três famílias de receptores de reconhecimento padrão 

(Pattern Recognition Receptor - PRRs): 1) receptores do tipo Toll (Toll like receptors- 

TLRs); receptores do tipo NOD (Domínio de oligomerização de nucleotídeo - NOD-like 

receptors) e receptores do tipo RIG-I (Gene do ácido retinóico induzível - Retinoic Induced-

Gene). A interação entre essas famílias de PRRs assegura a eficiente coordenação da resposta 

imune inata, quer através de sinalização sinérgicas ou cooperativas) (15, 18, 19).  

Os TLRs são muito importantes para a ativação do sistema imunológico e são expressos 

em células que formam a primeira linha de defesa do sistema imunológico, tais como 

neutrófilos, células dendríticas, macrófagos e células natural-killer. Os TLRs induzem a 

expressão de diversos genes inflamatórios, a partir dos quais os produtos formados têm o 

objetivo de eliminar o patógeno invasor (18). No genoma humano foram identificados 10 

diferentes tipos de TLRs, sendo o receptor TLR4 responsável pelo reconhecimento de 

moléculas da maioria de bactérias gram-negativas (11, 20).  

Até o presente momento, esforço significativo tem focado na caracterização do complexo 

da cascata de transdução de sinal que são ativados pelos TLRs. O fator de transcrição NF-kB 

(Nuclear factor kB) é o regulador central na expressão da indução de mediadores pró-

inflamatórios que contribuem para a resposta imune. O NF-kB é um fator de transcrição homo 

ou heterodimérico o qual se liga a sítio promotores de amplo espectro para diferentes genes 

alvos. Os dímeros de NF-kB são mantidos inativados no citoplasma pela ligação com 

proteínas IκB, que impede a sua translocação nuclear (20). A cascata de sinalização do TLR 

levará à fosforilação de IκB, resultando na sua degradação e na consequente translocação do 

NF-κB para o núcleo, que em seguida irá se ligar ao DNA e dando início a transcrição de 

genes alvos (21). A expressão de genes dependentes da indução do NF-kB exerce um papel 

central na forte resposta pró-inflamatória. A expressão do gene pró-inflamatório pelo TLRs é 

igualmente regulado pela ativação da proteína quinase ativado por mitógeno, liderando a 

fosforilação de múltiplas proteínas, incluindo vários fatores de transcrição. TLRs contam com 

o recrutamento e ativação de moléculas adaptadoras intracelulares e cinases para a transdução 

de seus sinais (figura 1.2.1). Por exemplo, a molécula adaptadora MyD88 se associa todos os 

tipos de TLRs e é requerida na maioria dos casos para a sinalização do NF-KB ativado por 

mitógeno, como na via de sinalização das proteínas 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 proteínas podem ser ativadas 
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pelo LPS através da fosforilação da treonina e de resíduos de tirosina no citoplasma, liderando 

desta forma, a produção de mediadores inflamatórios, como as citocinas e quimiocinas (23). 

 

 

 

 

 

Figura 1.2.1: Mecanismo de transdução de sinal do receptor Toll-4 decorrentes da interação da 

endotoxina bacteriana, o LPS. O reconhecimento do LPS pela célula é mediado por 3 diferentes 

produtos gênicos: CD14, receptores TLR-4 e MD-2. A ligação do LPS ao CD14 lidera a formação de 

um complexo formado por TLR4-MD-2, que por sua vez induz a dimerização do TLR4. Uma vez 

ativado, ocorre o recrutamento da proteína mielóide 88 (MyD88) e a associação ao receptor de 

interleucina-1 ligado a proteína quinase (IRAK). Em seguida, a IRAK é fosforilada e se associa a 

proteína adaptadora fator de necrose tumoral associado ao fator 6 (TRAF-6). A oligomerização de 

TRAF-6 ativa um membro de proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK3) a qual ativa direta ou 

indiretamente a IkB quinase (IKK1) e IkB quinase 2 (IKK2). Estas quinases fosforilam IkB, causando 

a sua degradação e a liberação do fator de transcrição NF-kB, o qual transloca para o núcleo e induz a 

transcrição de uma ampla variedade de genes inflamatórios e da resposta imune. Figura adaptada de 

Medzhitov & Janeway (24). 

Lipopolissacarídeo microbiano 

Membrana plasmática 

Citoplasma 

Degradação de IKB 

Núcleo 

Indução de genes inflamatórios e 
da resposta imune 
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1.2.2 Mediadores inflamatórios na sepse 

 

À medida que reconhecem produtos bacterianos, como as endotoxinas, as células do 

sistema imune inato como macrófagos e neutrófilos liberam vários mediadores inflamatórios, 

dentre as quais as citocinas. Elas atuam como efetoras ou moduladoras da resposta 

inflamatória, a qual por sua vez exerce um papel crucial no desenvolvimento da sepse. Apesar 

de as citocinas serem importantes para as funções homeostáticas, a sua produção e liberação 

excessiva leva ao dano tecidual e consequentemente, a disfunção orgânica (9).  

Mediadores como TNF-α, as interleucinas (IL-1β, IL-6, IL-8), o fator inibitório de 

migração de macrófagos (MIF), e mediadores lipídicos (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 

são liberadas de maneira sequencial denominada “cascata de citocinas”. Neste contexto, o 

TNF-α é apontado como mediador primário da inflamação, e é implicado com um grande 

número de doenças infecciosas e não infecciosas (25). Ele está associado com as 

anormalidades hemodinâmicas, leucopenia e coagulopatia observados no curso da doença (23, 

25, 26). Em animais, após a injeção de endotoxina bacteriana, a produção de TNF-α é ativada 

e pode ser rapidamente detectada no plasma, entre 60 e 90 minutos. E ainda, o TNF-α é um 

potente indutor da liberação de outras citocinas como a IL-1β, IL-6 e IL-8 (11, 23). Tanto a 

IL-1β assim como o TNF-α, induzem febre, sendo que a IL-1β ainda induz a produção e 

liberação de IL-6 (2, 27). A IL-6 além de ser um mediador inflamatório, também funciona 

como um marcador da gravidade da sepse. Já foi descrito que níveis elevados de IL-6 e IL-8 

são preditores no prognóstico da sepse e estão associados com a disfunção de múltiplos 

órgãos e a mortalidade precoce e tardia (28-30).  

Outra citocina tem sido descrita como um mediador no choque séptico, o MIF que foi 

originalmente descrito em células T ativadas que produziam e inibiam a migração de 

macrófagos (31). O MIF é expresso constitutivamente em diferentes tecidos e células e, como 

cérebro, células da glândula hipófise anterior, adrenal, pulmão, intestino, rim pâncreas e 

células do sistema imune como macrófagos/monócitos, neutrófilos, eosinófilos, mastócitos, 

linfócitos B e T, células dendríticas, células endoteliais e fibroblastos. Diversos estímulos 

podem gerar a síntese e secreção de MIF como bactérias, vírus, parasitas, LPS, TNF-α, entre 

outros. Entre os diferentes efeitos do MIF, podemos destacar a atividade pró-inflamatória e os 

efeitos sobre a proliferação celular (32). Em modelos experimentais de endotoxemia, o nível 

aumentado desta citocina também está associada com a severidade da sepse (23). 

Corroborando com estes dados, em um estudo do nosso grupo com pacientes sépticos, 



6 

 

observou-se uma correlação entre níveis aumentados de MIF e o prognóstico de sepse, 

funcionando desta forma, como um importante marcador de severidade na sepse (32). Ainda 

neste contexto, já foi descrito que contrária a outras citocinas, como o TNF-α, IL-1-β e IL-8, 

que requer a ativação de fatores de transcrição, uma grande quantidade de MIF é estocada em 

vacúolos citoplasmáticos, sendo portanto, rapidamente disponíveis para o uso (33).  

Além das citocinas, mediadores lipídicos como o PAF e eicosanóides como as 

prostaglandinas e leucotrienos também estão envolvidos na fisiopatologia da sepse podendo 

causar hipotensão, coagulação intravascular disseminada e imunossupressão (34). O PAF é 

um fosfolipídio biologicamente ativo, implicado em diversas patologias. Ele é responsável 

pela ativação/agregação de plaquetas, podendo causar coagulação intravascular disseminada, 

trombose e dano vascular (35). O PAF também modula a liberação de histamina e serotonina 

das plaquetas, e regula a expressão de moléculas de adesão e quimiotaxia em neutrófilos (35). 

O mecanismo de ação envolve a sinalização e a translocação do fator de transcrição NF-kB 

para o núcleo levando a expressão de genes específicos e síntese de mediadores inflamatórios 

(36). Em trabalho prévio do nosso grupo foi demonstrado que a administração de enzima 

recombinante PAF acetil hidrolase (rPAF-AH), enzima que inibe o PAF e fosfolipídios 

estruturalmente semelhantes ao PAF (PAF like) protege animais de dano tecidual e morte 

após a injeção de LPS ou após à CLP. Ainda no mesmo estudo, foi demonstrado, que a 

atividade da PAF-AH também se encontra diminuída em humanos com choque séptico (37).  

As prostaglandinas tais como a PGI2 e PGE2 são importantes vasodilatadores que 

contribuem para a hipotensão na sepse (11). Já foi descrito em modelo de CLP, que a 

administração de inibidores de cicloxigenase 2 (COX-2) é responsável em atenuar a produção 

de metabólitos de PGE, e consequentemente diminuir o infiltrado de neutrófilos, o edema, a 

produção de quimiocinas, aumentando assim, a sobrevivência dos animais (38). Já o 

leucotrieno (LT) apesar de estar envolvido na regulação do tônus vascular, ele não parece 

exercer um importante papel na hipotensão durante a sepse (11). No entanto, o LTB4 tem sido 

descrito como um importante quimioatraente envolvido no recrutamento de neutrófilos para o 

sítio de infecção (34).  

Neste contexto, estudos relatam uma correlação positiva entre e o aumento da produção 

de eicosanóides derivados das enzimas lipoxigenase (LO) e COX, LTB4 e PGE2 a formação 

de corpúsculos lipídicos (39-41). Já foi observado que os corpúsculos lipídicos de eosinófilos, 

neutrófilos e macrófagos constituem sítios intracelulares de araquidonato esterificado tanto 

em lipídios neutros quanto em diferentes classes de fosfolipídios (42-46). Em seguida, foi 

descrita a presença de enzimas envolvidas na liberação do ácido araquidônico (AA), incluindo 

fosfolipase A2 citosólica (cPLA2) e MAPK, em corpúsculos lipídicos (42, 47, 48). Sendo 
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assim, o araquidonato livre, poderia, então, ter acesso a enzimas formadoras de eicosanóides, 

como a 5-LO e COX, que se encontraram colocalizadas nestes domínios citoplasmáticos (39, 

40). A evidência sobre o papel dos corpúsculos lipídicos na compartimentalização da síntese 

de mediadores lipídicos foi fornecida pela técnica EicosaCell (49, 50), desenvolvida por 

colaboradores do nosso grupo. Esta técnica permite a fixação destes mediadores como LTC4, 

LTB4 e PGE2, tornando possível localizar os corpúsculos como locais de síntese de 

eicosanóides (49, 51, 52). 

Por muito tempo, estas organelas foram representadas como depósitos inertes de gordura 

e sítios de transporte de lipídios. Atualmente, dados indicam que os corpúsculos lipídicos são 

estruturas altamente dinâmicas e funcionalmente ativas. Em leucócitos, estas estruturas 

aumentam em número e tamanho durante processos inflamatórios e infecciosos, além de 

desempenhar funções como organelas especializadas, incluindo envolvimento na sinalização e 

ativação celular, na regulação do metabolismo e tráfego lipídico, bem como no controle da 

síntese e secreção de mediadores inflamatórios (53). Dentre as proteínas presentes nos 

corpúsculos lipídicos destacam-se as proteínas da família PAT (Phosphinothricin N-

acetyltransferase), consideradas essenciais para o estoque e metabolismo de lipídios. Dentre 

estas proteínas destacam a perilipina, a adipofilina ou proteína relacionada com a 

diferenciação de adipócitos (do Inglês, Adipose differentiation-related protein - ADRP) e a 

proteína de interação de porção terminal de 47 kDa (do Inglês, Terminal Interaction Protein - 

TIP47) (54). Estas proteínas parecem estar diretamente envolvidas na organização estrutural e 

biogênese destas organelas (54-57).  

A visualização dos corpúsculos lipídicos pode ser feita através da coloração de com 

tetróxido de ósmio, Oil Rred-O ou com a marcação com a sonda fluorescente BODIPY™ 

493/503. O aspecto dos corpúsculos marcados por diferentes componentes colorações 

encontram-se ilustrados na figura 1.2.2.  
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Figura 1.2.2: Corpúsculos lipídicos em células mononucleares fixadas e/ou coradas por 

diferentes metodologias. Os corpúsculos lipídicos foram visualizados por microscopia de luz 

(A-C) ou fluorescência (D) após coloração com May-Grunwald-Giemsa (A), ósmio (B), oil 

red O (C) e BODIPY™ 493/503 (D). Adaptado de Bozza e cols e D’Avila e cols (46, 58). 

 

 

A resposta inflamatória sistêmica na sepse lideram alterações fisiológicas sistêmicas com 

consequências graves. Desta maneira, o organismo desenvolveu mecanismos 

imunoreguladores para modular a amplitude da resposta imunológica e assim prevenir o dano 

ao hospedeiro. Esta fase contra-regulatória da sepse é denominada síndrome da resposta anti-

inflamatória compensatória (CARS). Já foi descrito que moléculas liberadas durante a CARS 

limitam a expressão de mediadores inflamatórios e consequentemente, a inflamação sistêmica 

[(revisado por Reddy (59)]. Neste contexto, a IL-10 se mostrou uma importante molécula 

imunomoduladora. Esta citocina é produzida por diferentes tipos celulares (células 

dendríticas, linfócitos T, linfócitos B, monócitos/macrófagos e neutrófilos) (60, 61). A 

importância da IL-10 na resposta imune inclui a regulação inibitória dos receptores de 

superfície celular como o CD40, CD80, CD86 e MHCII (62), inibe o estresse oxidativo dos 

neutrófilos (63) e a produção de IL-2, IL-6 e IFN-γ em células T e células NK (natural killer) 

(64). Já foi demonstrado que o pré-tratamento com IL-10 é capaz de melhorar a sobrevida de 

camundongos submetidos à CLP. Por outro lado, o tratamento em camundongos com anti-IL-

10 levou a uma diminuição da sobrevida após o CLP (26, 64). E ainda, neutrófilos de 

camundongos deficientes IL-10 apresentam redução da produção de espécies reativas de 

oxigênio (ROS) quando comparados com os neutrófilos obtidos de animais selvagens 

A 
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deficientes, mostrando a importância da IL-10 na regulação inibitória na produção de ROS 

(63). 

 

1.2.3 Quimiocinas 

 

Uma subfamília de citocinas igualmente importantes na resposta imune contra infecções 

são as quimiocinas. As quimiocinas são moléculas envolvidas na migração leucocitária para 

diferentes sítios no organismo. Elas pertencem à superfamília das citocinas e são pequenas 

moléculas proteicas de 8 a 15 kDa que possuem diversas atividades biológicas. A definição 

das quimiocinas se deve a sua sequência de 4 resíduos de sesteiam na porção amino-terminal. 

Elas são subdividas em quatro subfamílias distintas de acordo com o posicionamento de 

resíduos de cisteína próximo ao N terminal e à presença e/ou do número de aminoácidos entre 

estes resíduos: CXC, CC, C e CX3C, sendo X um aminoácido qualquer (65, 66). A família 

denominada CXC ou família α possui um resíduo de aminoácido não conservado, entre as 

duas cisteínas na região N-terminal conservada. Nas CC ou família β, as duas cisteínas 

encontram-se em justaposição. Já a família C ou γ, existe apenas um único resíduo de cisteína 

na região conservada. A quarta família, denominada CX3C possui 3 resíduos não 

conservados, entre as duas cisteínas (67, 68).  Existe uma relação promíscua entre esses 

receptores e as quimiocinas. Uma única quimiocina pode se ligar a vários receptores, bem 

como um único receptor pode promover a sinalização por diferentes quimiocinas. Além do 

mais, também ocorre a interação entre quimiocinas e receptores de diferentes famílias como 

por exemplo, a CCL que se liga a CXCR (69). 

As quimiocinas também podem ser divididas em dois grupos: constitutivas ou induzidas, 

dependendo da sua expressão. As quimiocinas constitutivas são expressas primariamente em 

órgãos linfoides secundários onde terão papel importante para direcionar os leucócitos aos 

órgãos alvos. As quimiocinas induzidas ou inflamatórias tem um papel muito importante em 

direcionar as células para o foco inflamatório e estas são expressas em altas concentrações 

quando são induzidas através de estímulos inflamatórios como, por exemplo, TNF-α, IL-1β 

e/ou LPS (65, 70, 71). As quimiocinas e seus receptores não são simples moléculas 

quimiotáticas. Com o avanço das pesquisas foram descritos outros papéis além da função 

quimiotática. As quimiocinas também estão envolvidas no desenvolvimento, regulação e 

ativação celular. As quimiocinas atuam em inúmeros processos incluindo a 

angiogênese/angiostase, diferenciação e ativação celular, injúria tecidual, crescimento tumoral 

e metástase, na diferenciação e no balanço da resposta imune Th1/Th2, sobre ativação e 

migração de células T regulatórias (69, 72, 73). Além disso, as quimiocinas participam da 
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interação entre a resposta imune inata e adquirida, sendo esta interação fundamental para uma 

resposta dinâmica, duradoura e regulada da homeostase do organismo (74, 75).  

As quimiocinas estão envolvidas em várias doenças, como aterosclerose, asma, câncer, 

dengue, AIDS, artrite reumatóide e sepse. Na sepse, algumas quimiocinas são produzidas, tais 

como MIP-1α, CCL2 e IL-8 (76). A IL-8 ou CXCL8 é uma quimiocina produzida por 

neutrófilos, macrófagos, células endoteliais e células T. Esta quimiocina não é produzida 

constitutivamente, sendo induzida portanto, por citocinas pró-inflamatórias como o TNF-α e 

IL-1β (77). A proteína murina CXCL1 induz os mesmos efeitos biológicos da CXCL8 

humana, tais como quimiotaxia de neutrófilo e aumento da expressão de moléculas de adesão 

(CD11b/CD18) por estas células, sendo denominada proteína homóloga funcional da CXCL8 

humana (78). O recrutamento de leucócitos para os tecidos é um fenômeno essencial em 

resposta à infecção e para a eliminação de agentes infecciosos. As quimiocinas são envolvidas 

na migração de leucócitos, mas efetam a biologia destas células de muitas maneiras (79). A 

CCL2 é uma proteína da família CC com atividade nos monócitos, células T, células NK, 

basófilos e mastócitos (80-82). A CCL2 tem sido implicado em diversas patologias como 

aterosclerose, artrite reumatóide e esclerose múltipla (83, 84) e sepse (85). Em modelo agudo 

de peritonite, a neutralização da CCL2 diminui a produção de IL-13 e IL-12 e em contraste, 

aumenta a produção de TNF-α e IL-10 (86). Ainda neste estudo, o pré-tratamento de 

camundongos com CCL2 aumentou a taxa de letalidade e foi associada com o prejuízo na 

eliminação bacteriana, assim como reduziu a migração de leucócitos após CLP (86). Nakano e 

colaboradores (87) mostrou que o tratamento com CCL2 recombinante é capaz de aumentar a 

eliminação 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 equilíbrio entre a produção de 

citocinas pró e anti-inflamatórias durante a sepse (88). 

 

1.2.4 Óxido nítrico e espécies reativas de oxigênio (ROS) na sepse 

 

O óxido nítrico (NO)  é o principal fator na regulação na homeostase microvascular sob 

condições normais. Ele é um mediador sintetizado por uma família de enzimas denominadas 

NO sintase (NOS). Existem 3 isoformas conhecidas de NOS: a neuronal (nNOS ou tipo I), a 

induzível (iNOS ou tipo II) e a endotelial (eNOS ou tipo III). Duas destas isoformas (nNOS e 

eNOS) são cálcio dependentes e constitutivamente expressas, enquanto que a iNOS é cálcio 

independente e a sua expressão é induzida por LPS e citocinas (TNF-α, IL-1β e IFN-γ). O NO 
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é produzido pela maioria dos tipos celulares, tais como célula endoteliais, macrófagos e 

neutrófilos (89-92) e tem meia vida extremamente curta, sendo rapidamente degradado em 

nitrito (NO2) e nitrato (NO3). A combinação do NO com a com ânions superóxidos (O2
-
), o 

qual é derivado da NADPH oxidase, resulta na produção de espécies reativas de nitrogênio, 

como o peróxido nitrito (ONOO
-
), um potente agente antioxidante que pode iniciar a 

peroxidação de proteínas, lipídeos e nitração de resíduos de tirosina (90, 93).  

Na sepse e choque séptico, o NO possui um papel controverso e ainda é motivo de grande 

discussão. Isso porque ele pode atuar tanto de maneira benéfica como deletéria para o 

organismo do hospedeiro (90). Estímulos inflamatórios tais como, LPS, IL-1β, MIF ou IL-6 

são conhecidos por alterar a homeostase microvascular devido à produção de óxido nítrico 

pela iNOS (94, 95). Já foi descrito que o NO na sepse possui um importante modulador da 

migração de neutrófilos, embora ainda existam dados conflitantes com relação aos efeitos 

estimulatórios e inibitórios do NO na migração destas células (96).  

Na fase inicial da sepse, a produção de NO junto com o estresse oxidativo, exerce um 

importante papel no clearance de bactérias (97, 98). O peróxido nitrito é um importante 

elemento na resposta imune, principalmente por se um agente antimicrobiano potente. O 

mecanismo proposto para as ação microbicida do NO envolve a quebra da fita de DNA, 

levando à inibição da replicação do DNA e inibição de funções mitocondriais dos 

microrganismos (90).  

Na fase tardia da sepse, a produção de NO está envolvido com as alterações vasculares 

que ocorrem no curso da doença. Uma produção exarcebada do mediador resulta em intensa 

vasodilatação, hipotensão, hiporreatividade vascular, aumento da permeabilidade vascular, 

trombose da microcirculação e depressão do miocárdio (10, 99, 100) (ver tabela 1). Este 

fenômeno é observado tanto na sepse experimental quanto humana (101). Já está descrito que 

os mecanismos responsáveis pela hiporreatividade vascular, além da produção aumentada de 

NO, contam também com a ativação dos canais de potássio e depleção dos níveis de 

vasopressina circulante (102). Todas estas alterações hemodinâmicas podem contribuir para a 

síndrome da disfunção orgânica múltipla (SDOM) e morte do paciente séptico (95, 103). Os 

efeitos deletérios do NO na fisiopatologia da sepse estão descritos na figura 1.2.4. 
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Figura 1.2.4: Papel do NO na fisiopatologia da síndrome da resposta inflamatória 

sistêmica (Systemic Inflammatory Response Syndrome - SIRS). Sob condições normais o 

óxido nítrico regula a homeostase vascular. No entanto, sob a influência de estímulos 

inflamatórios (LPS, IL-1β, IL-6, TNF-α, MIF) induzem o aumento na expressão da iNOS, 

aumento na produção/liberação de NO levando alterações na homeostase microvascular que 

pode levar a um quadro de hipóxia 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 Macrófagos 

 

Macrófagos e neutrófilos são células que participam ativamente do sistema imune inato 

frente à infecção. Os macrófagos residentes nos tecidos são as primeiras células a 

reconhecerem componentes microbianos através dos receptores expressos em suas 

superfícies. A ligação da bactéria a estes receptores estimula a fagocitose e a captura dos 

patógenos para as vesículas intracelulares, onde são destruídos. A ativação de alguns destes 

receptores, como por exemplo os TLR, causa a secreção de diversas quimiocinas e citocinas, 

como a IL-1β, TNF-α, IL-8 entre outras, que irão contribuir para o recrutamento de 

neutrófilos para o sítio de infecção (104).  

Os macrófagos ativados também são potentes células efetoras na sepse. Esses 

macrófagos produzem espécies reativas de oxigênio (ROS e NO), ambos dotados de potente 

atividade antibacteriana, além de sintetizarem peptídeos antibacterianos e proteases que 

podem ser secretadas para eliminar patógenos extracelulares. Modificações adicionais nos 

macrófagos ativados ajudam a amplificar a resposta imune: o número de moléculas MHC de 

classe II, de moléculas CD40 e de receptores de TNF-α na superfície do macrófago aumenta, 

tornando a célula mais eficiente na apresentação do antígeno a células T e mais responsiva ao 

ligante CD40 e ao TNF-α. O TNF-α produzido pelo macrófago atua em sinergismo com o 

IFN-γ produzido por células Th1 na indução de NO (91, 105). Desta forma, a ativação de 

macrófagos durante um processo inflamatório, ajuda na amplificação desta resposta, que se 

for exacerbada, poderá levar a consequências deletérias para o hospedeiro, causando dano 

tecidual. 

 

1.2.5.2 Neutrófilos 

 

O recrutamento de neutrófilos para o sítio de infecção é um elemento crucial na resposta 

do sistema imune inato. Estas células são recrutadas em resposta principalmente, às citocinas 

como IL-1β, TNF-α, mediadores lipídicos e quimiocinas. Os neutrófilos migram para os 

tecidos através de 4 processos: marginação, rolamento (do inglês rolling), aderência e 

transmigração através da parede dos vasos em direção a gradientes quimiotáticos. Os 

neutrófilos originam-se da medula óssea e são liberados na circulação como células maduras, 

onde circulam brevemente antes de serem eliminados no baço, fígado ou na própria medula 

óssea (69). Sob condições homeostáticas, este processo é modulado pelo fator estimulador de 
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colônia de granulócitos (G-CSF) e em menor grau pelo fator estimulador de colônia de 

macrófago-granulócito (GM-CSF). No entanto, quando os neutrófilos alcançam o local da 

infecção, estas células possuem a sua meia vida estendida por mediadores inflamatórios 

(TNF-α e IL-1β), quimiocinas (CXCL8) e igualmente pelo G-CSF (106). 

A fase da marginação e rolamento dos neutrófilos envolve o movimento destas células na 

superfície luminal dos vasos sanguíneos. Os efetores primários desta interação são as L-

selectinas, constitutivamente expressas nos leucócitos circulantes e E-selectinas, P-selectinas 

cuja expressão é aumentada nas células endoteliais após a ativação por quimiocinas e 

mediadores inflamatórios tais como o TNF-α (70). A adesão dos leucócitos nas células 

endoteliais é mediada por moléculas que aumentam a afinidade entre as células. As integrinas 

possuem um papel relevante na adesão firme dos neutrófilos. A integrina α1β2 também 

conhecidas por CD11a/CD18, são expressas na maioria dos leucócitos e são moduladas por 

componentes microbianos, citocinas inflamatórias e quimiocinas. Estas integrinas interagem 

com moléculas de adesão na superfície das células endoteliais, tais como as ICAM (do ingês 

intercelular adhesion molecule-1) e VCAM (do inglês vascular adhesion molecule) (107). 

A transmigração (diapedese), o estágio final da migração dos neutrófilos, se caracteriza 

pela passagem dos neutrófilos pelo endotélio através das junções 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-α, IL-1), componentes do complemento (C3a, C5a), 

mediadores lipídicos (LTB4, PAF, PGs) e quimiocinas (CXCL8), 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 migração de neutrófilos do sangue para o sítio infeccioso. 

Consistem na marginação, rolamento, adesão, diapedese até o foco infeccioso. Adaptado de 

Mackay 2001 (108). LPS - lipopossacarídeo; TNF-α - Fator de necrose tumoral-α; IL-1β - 

interleucina 1; ICAM – Intercellular Adhesion Molecule. 

 

Embora o número de neutrófilos circulantes possa aumentar durante a sepse, essas células 

apresentam alterações nas funções de quimiotaxia, fagocitose e na atividade microbicida 

desencadeadas pela fagocitose, como por exemplo, a liberação de ROS (109). Fatores 

liberados durante a sepse resultam em marcado aumento da rigidez da membrana celular de 

neutrófilos. Como resultado desta deformabilidade, os neutrófilos são sequestrados nos leitos 

capilares especialmente nos pulmões. A oclusão dos capilares por estas células limita o fluxo 

sanguíneo, resultando em isquemia, o que contribui para os efeitos microcirculatórios e para 

falência múltipla orgânica observados na sepse (110, 111). Ainda neste contexto, Benjamin e 

colaboradores (96) demonstraram que na sepse grave induzida por CLP ocorre a falência de 

migração neutrofílica para o foco infeccioso, o aumento no número de bactérias no fluido 

peritoneal e no sangue e, consequentemente, uma alta taxa de mortalidade. Embora os 

mecanismos envolvidos na inibição da migração de neutrófilos na sepse grave ainda não 

estejam bem elucidados, evidências sugerem a participação de citocinas pró-inflamatórias 

neste processo. Sabe-se que essas citocinas estimulam a indução sistêmica da enzima iNOS e 
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produção de NO, o qual participa na inibição da migração de neutrófilos. Em estudo do 

mesmo grupo foi demonstrado que animais deficientes para iNOS submetidos à sepse grave 

não apresentam inibição da migração de neutrófilos. Entretanto, esses animais deficientes 

apresentaram alta mortalidade, reforçando que o NO participa da falência de neutrófilos e da 

atividade microbicida dessas células (112). 

 

1.2.5.2.1 Redes extracelulares formadas por neutrófilos (do inglês, Neutrophil 

Extracelular Traps- NETs) 

  

Há algum tempo atrás se pensava que os neutrófilos empregavam somente duas 

estratégias antimicrobianas: 1) a fagocitose que envolve o englobamento e eliminação de 

micróbios em compartimentos especializados chamados fagolisossomos e 2) a degranulação 

que consiste na liberação do conteúdo 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 proteínas é projetado para fora dos neutrófilos formando as redes extracelulares 

formadas (NETs), responsáveis por capturar e eliminar o patógeno invasor de maneira 

eficiente. A netose é um novo tipo descrito de morte celular, diferente de necrose ou apoptose 

[revisado por Guimarães-costa (114)]. Durante a netose, não ocorre fragmentação de DNA e 

nem exposição de fosfatidilserina na membrana externa da célula, característica de apoptose e 

necrose. É descrito que o envelope nuclear intacto diferencia a netose da necrose e da 

apoptose. De fato, a associação de NET-DNA não foi detectado em sobrenadantes de cultura 

de neutrófilos necróticos ou apoptóticos (116). 

Dentre as proteínas que compõem as NETs estão as defensinas, catelicidinas (LL-37), 

mieloperoxidase (MPO) (117), proteína de aumento da permeabilidade bacteriana (BPI), 

elastases e catepsina G (118-120) e todas são associadas à cromatina descondensada e às 

histonas. Trabalhos mostram que as NETs são efetivas contra vários tipos de patógenos, 

dentre os quais estão 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 protozoários 

(Leishmania amazonensis) (127). E ainda, estas estruturas podem ser induzidas quando 

neutrófilos são estimulados por PMA, LPS e IL-8 (115). No entanto, o mecanismo pelo qual 

estas estruturas são formadas ainda não está completamente esclarecido. Na verdade, há uma 

discussão se a formação das NETs é um processo ativo ou controlado, ou se é um evento 

precoce de morte celular programada. Neste contexto, Brinkman e cols (115) forneceram 
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evidências que as NETs são formadas ativamente, portanto não são consequência de um 

mecanismo de desintegração celular.  

Estudos sugerem 3 diferentes mecanismos para a formação das redes extracelulares: o 

primeiro mecanismo descreve que a formação de NETs ocorre devido à estimulação direta da 

célula pelo patógeno (116). O segundo, aponta que a presença de LPS das bactérias induz a 

ativação de plaquetas via TLR4 expressos por estas células, modulando a formação de NETs 

pelos neutrófilos (121, 128-132). O terceiro e último mecanismo envolve DNA mitocondrial e 

também descreve que a formação dessas redes extracelulares também pode ser atribuída a 

outros tipos de granulócitos, como os eosinófilos, por exemplo. Os eosinófilos estimulados 

com LPS liberam estruturas tipo NET (NET-like) extravasando o DNA mitocondrial para o 

espaço extracelular (133) (figura 1.2.5.2.1). 

 

 

 

Figura 1.2.5.2.1: Possíveis mecanismos de formação de redes extracelulares. (A) 

neutrófilos estimulados com micróbios ou farmacologicamente com phorbol meristato acetato 

(PMA) induzem a descondensação nuclear e apoptose resultando em formação de NETs. (B) 

ativação indireta dos neutrófilos mediado por célula. O lipopolissacarídeo (LPS) modula a 

ativação de plaquetas (via TLR4) e consequentemente, a ativação de neutrófilos com a 

liberação de NETs. (C) os eosinófilos quando ativados por antígenos 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 discussões envolvendo a formação de redes extracelulares e o dano 

tecidual. Alguns estudos apontam que as NETs não funcionam só como armadilhas, 

confinando o patógeno dentro do sítio de infecção inicial (126), como também minimizam o 

dano ao tecido adjacente, modulando desta forma, a resposta inflamatória [(revisado por 

Papayannopulos (113)]. Em contrapartida, em estudo recente de Gupta e cols (134) mostraram 

que durante a formação dessas redes extracelulares há uma interação de células endoteliais 

com neutrófilos; e que esta interação explica, em parte, o dano endotelial e a diminuição da 

perfusão tecidual observado na sepse. De maneira interessante, Tillak e cols. (135) mostra a 

associação entre a resposta imune inata e adaptativa envolvendo as NETs. Neste estudo, foi 

descrito que a formação de NETs por neutrófilos humanos estimulados com PMA são capazes 

de primar diretamente as células T por reduzir o seu limiar de ativação, aumentando assim a 

resposta imune adaptativa, em um mecanismo que envolve a participação de TLR9. 

Embora a formação das NETs sejam um mecanismo eficaz no combate a patógenos 

invasores, as bactérias dispensam de manobras para driblar a ação das mesmas. Por exemplo, 

o peróxido de hidrogênio (H2O2) é um dos produtos chaves do metabolismo oxidativo para o 

disparo na formação destas redes extracelulares. No entanto, as bactérias produzem uma 

catalase bacteriana que consomem todo H2O2 produzido pelos neutrófilos, suprimindo desta 

forma, a formação de NETs. Outra estratégia é a produção de nucleases bacteriana (DNAse) 

que digere as NETs e liberam as bactérias associadas a elas. E ainda, a parede celular 

bacteriana funciona como uma cápsula protetora que pode reduzir a afinidade de ligação das 

NETs ao micróbio [(revisado por Papayannopoulos (113)]. 

 

1.2.5.3 Células endoteliais 

  

As células endoteliais possuem um importante papel na homeostasia, regulando o tônus 

vascular, o controle da circulação de nutrientes entre o espaço intra e extravascular e a 

preservação do fluxo sanguíneo pela regulação da coagulação (136). Quando ativadas pelo 

LPS ou pelas citocinas durante a sepse, adquirem uma função pró-coagulante e pró-

trombótica; com a liberação de tromboplastina, do inibidor do ativador do plasminogênio e do 

PAF. E ainda, ocorre a diminuição da produção de trombomodulina, uma proteína que possui 

a função de modular este efeito pró-coagulante (136). Neste contexto, as células endoteliais 

quando ativadas, produzem mediadores inflamatórios, tais como as interleucinas (IL-1, IL-6 e 

CXCL2), PAF, PGI2, endotelina (peptídeo vasoconstritor, capaz de aumentar e o tônus 

vascular) e NO [(revisado por (137, 138)]. Como descrito anteriormente, a produção 

exarcebada de NO é a causa da hipotensão resistente a vasopressores característica do choque 
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séptico. Além do mais, à resposta do hospedeiro a sepse pode promover um aumento 

recrutamento de leucócitos para o foco infeccioso, causando lesão endotelial, que por sua vez 

contribui para a ampliação da reação inflamatória, com formação de edema, disfunção 

microcirculatória e orgânica (137, 138). 

 

1.2.6 Microcirculação na sepse 

  

Na sepse, o monitoramento do fluxo sanguíneo microcirculatório tem ganhado relevância, 

não somente como um parâmetro de prognóstico, mas também como a possibilidade de ser 

utilizado como orientação terapêutica. Atualmente, a disfunção microcirculatória tem sido 

chamada de “motor da sepse” (139, 140). Uma matriz complexa de fatores patogênicos 

observados na sepse afetam os componentes da circulação sistêmica; tais como as células 

endoteliais, leucócitos, plaquetas, a cascata de coagulação, as células musculares lisas e ainda, 

os controles neurais e endócrinos, o que torna a compreensão da fisiopatologia da sepse um 

grande desafio (141, 142). Dentre as características da disfunção na microcirculação na sepse 

se encontra a irregularidade e heterogeneicidade na distribuição do fluxo sanguíneo. Já foi 

mostrado que em certos leitos vasculares, ou unidades microcirculatórias tornam-se 

hipoperfundidas, enquanto que outras do mesmo tecido se mostram normais ou ainda, de 

maneira anormal, hiperperfundidas, sugerindo que o dano na microcirculação possa ocorrer 

de maneira difusa, o que torna complicado delimitar as fases clínicas da sepse (103, 143-145). 

Este fenômeno é explicado pela disfunção na expressão da iNOS. Como o NO não é expresso 

de forma homogênea no sistema orgânico, áreas com pouca iNOS apresentam uma menor 

vasodilatação e se tornam pouco perfundidas (145).  

Vários outros fatores exercem um papel no controle da microcirculação na sepse. As 

células musculares lisas que circundam as arteríolas e regulam a perfusão local perdem a sua 

sensibilidade adrenérgica e, consequentemente, o tônus vasomotor (146). Ocorre também, a 

diminuição da capacidade das hemácias de se ajustarem ao diâmetro dos vasos, que por serem 

maiores do que o diâmetro dos capilares aumentam a chance de formação de tromboses 

microvasculares. Além do mais, os leucócitos ativados pela resposta inflamatória geram 

espécies reativas de oxigênio que podem prejudicar a função do glicocálix e a coagulação, 

levando adiminuição da perfusão tecidual (147). Ainda neste contexto, a camada interna que 

circunda as vênulas se tornam extremamente tortuosas, com uma acentuada redução do 

diâmetro do vaso e diminuição do fluxo sanguíneo. Este estreitamento no diâmetro do vaso 

foi possivelmente causado em consequência da adesão dos leucócitos às células endoteliais. 

Este evento é chamado de estenose da adesão de leucócitos (Leukocyte Adhesion Stenosis), ou 
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shunting funcional que começa em uma fase muito precoce da sepse, cerca de 30 minutos a 

uma hora (144). Como descrito anteriormente, a ativação dos leucócitos e das células 

endoteliais é a resposta imune primária do hospedeiro contra a invasão bacteriana (144). No 

entanto, estes fatores impedem a perfusão tecidual normal, levando a hipóxia e um quadro 

denominado recentemente por síndrome da disfunção mitocondrial e microcirculatória 

(SDMM). Em um momento tardio, as condições hemodinâmicas deficientes somadas à 

ativação do processo inflamatório podem levar a um quadro de falência orgânica múltipla e 

morte (figura1.2.6) (103, 140, 148, 149). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.2.6: A microcirculação é o motor da sepse. A falência microcirculatória pode ser 

iniciada por vários estímulos nocivos como trauma, infecção e choque. Neste momento se 

inicia o tratamento que é baseado na correção de variáveis sistêmicas, como a volemia. No 

entanto, a disfunção microcirculatória pode persistir e permanecer indetectada, levando a uma 

condição denominada síndrome da angústia mitocondrial e microcirculatória (SDMM). O 

tempo e a terapia contribuem para a sua definição e natureza. Sem correção, diferentes 

componentes celulares e inflamatórios de uma microcirculação desregulada interagem e 

aumentam a severidade, contribuindo para a disfunção respiratória das células do parênquima, 

resultando em dano celular e falência orgânica. Figura modificada de Ince (140). 
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1.2.7 Microcirculação cerebral na sepse 

 

A microcirculação cerebral é altamente regulada pela barreira hematoencefálica (BHE). 

Trata-se de uma barreira física e metabólica (150) localizada na interface entre o tecido 

cerebral e o sangue (151) impedindo a passagem e a troca de íons e moléculas orgânicas entre 

o plasma sanguíneo e o tecido nervoso e desempenhando um papel vital na proteção do 

cérebro (152). O endotélio capilar cerebral que forma a BHE é contínuo, ao contrário do 

endotélio presente em outros tecidos corporais que possui a característica de permeabilidade 

(153). Portanto, o dano endotelial acarretado por mediadores inflamatórios têm sido implicado 

como uma causa provável da disfunção da integridade da BHE (154).  

Durante a sepse, o cérebro é um dos primeiros órgãos afetados, mas os mecanismos 

associados com a encefalopatia séptica ainda não estão completamente esclarecidos (155). A 

encefalopatia séptica é uma severa e frequente complicação associada com o aumento na 

mortalidade e morbidade na sepse. Ela não está associada somente com a disfunção cerebral 

aguda, mas também com déficits cognitivos a longo prazo (156-158).  

Um dos cenários fisiopatológicos é um processo inflamatório que começa com ativação 

endotelial cerebral (143, 159), que devido as alterações na barreira hematoencefálica, facilita 

a migração de leucócitos e mediadores inflamatórios (tais como, citocinas e quimiocinas) no 

parênquima 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 ressonância magnética (160). Mediadores inflamatórios 

são capazes de alterar o metabolismo celular, induzindo o estresse oxidativo e disfunção 

mitocondrial (161), resultando em alterações na neurotransmissão (adrenérgica, 

serotoninérgica e gabaérgica) e apoptose (162). Além disso, as lesões cerebrais também 

podem aumentar a liberação de citocinas. É descrito que o TNF-α é um mediador chave 

produzido pelo cérebro durante a infecção, que está diretamente relacionado com o edema 

cerebral observado na sepse, por regular a proteína aquaporina 4 (APQ4) e interferir com 

entrada de água para dentro do cérebro (163). E ainda, em modelos de animais foi mostrado 

que o LPS pode levar a alterações nos níveis de heme oxigenase-1, bem como a 

superregulação de IL-1β, IL-6 e iNOS no hipotálamo e hipocampo (164). Neste contexto, foi 

relatado que fatores adicionais contribuem para este processo neuroinflamatório, tais como a 

liberação de aminoácidos excitatórios, hiperglicemia, exposição a agentes farmacológicos 

neurotóxicos, alterações na hemodinâmica e hipoxemia (157). De fato, um trabalho publicado 

por Comim e cols (165) mostraram que na sepse induzida por CLP em ratos, a produção de 

citocinas e quimiocinas é um evento precoce e isto parece participar tanto da disfunção do 
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sistema nervoso central quanto das alterações na permeabilidade cerebral, reforçando o 

envolvimento da resposta inflamatória cerebral no dano cognitivo associado à sepse. 

 

1.2.8 Tratamento na sepse 

 

Segundo Dellinger e cols. (166), o objetivo fundamental do tratamento do paciente 

séptico é a manutenção de um suporte cardiorrespiratório e metabólico, que permita manter o 

paciente vivo até a sua recuperação 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) reversão do choque (reposição da volemia e aminas vasoativas), suporte 

(ventilação mecânica, nutrição precoce), c) medidas adicionais (proteína C ativada, 

corticóides, controle da glicemia) e d) avaliação hemodinâmica da perfusão tecidual. 

A reposição volêmica deve ser feita em pacientes com sepse grave que possuem 

hipotensão e hipoperfusão tecidual. Recomenda-se a administração precoce de cristalóide 

(soro fisiológico ou solução de Ringer). Em caso de hipotensão arterial persistente após 

reposição volêmica adequada, deve-se administrar uma amina vasopressora. Se o débito 

cardíaco estiver reduzido após a reposição volêmica, sugere-se a utilização de uma amina 

inotrópica, como por exemplo a dopamina ou adrenalina (166). No entanto, a terapia com 

estas classes de drogas devem ser utilizadas com cautela e sob condições de monitoramento 

da microcirculação. Isto porque o seu efeito na microcirculação ainda é bastante controverso. 

Alguns estudos experimentais mostram que administração de vasopressina, por exemplo, 

pode melhorar a microcirculação renal (167), enquanto outros estudos mostram que a 

administração deste vasopressor pode causar colapso na microcirculação intestinal (168). 

Levando em consideração que a microcirculação pode ser afetada por diversas causas na 

sepse, drogas com múltiplo sítios de ação podem fornecer uma eficiente estratégia terapêutica 

na monitoração da microcirculação na sepse. Neste contexto, a terapia com a proteína 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 II > 25 

pontos). Deve ser utilizada precocemente, mas está contraindicada em pacientes com 

trombocitopenia grave ou sangramentos ativos (169). Além disso, a PCA inibe a expressão da 

iNOS, inibindo a hipotensão causada pela endotoxina (170), assim como reduz a ativação dos 

leucócitos e consequentemente a liberação de espécies reativas de oxigênio por estas células 

(171).  
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Com relação ao diagnóstico, somente é recomendada a obtenção das culturas bacterianas 

antes do início da antibioticoterapia, se essas culturas não forem causar um atraso 

significativo no início da administração do antibiótico (166). Em pacientes com sepse grave 

ou choque séptico, caso tenha que se iniciar a antibióticoterapia antes da conclusão do 

diagnóstico, recomenda-se que a escolha inicial seja de um antibiótico de amplo espectro (que 

possa cobrir todos os possíveis patógenos), já que esses pacientes são de alto risco (166). 

Trabalhos mostram que a falha para iniciar a antibioticoterapia apropriada está relacionada  

com o aumento de morbidade e mortalidade (172). Atualmente, existem outras abordagens 

terapêuticas aplicadas à sepse, dentre as quais podem-se destacar o uso de hemoderivados 

(manutenção da concentração de hemoglobina) (166), a utilização de hemodiálise (173) e 

ainda, o tratamento com anti-inflamatórios corticosteróides. Os corticosteróides exercem seu 

mecanismo de ação inibindo o fator de transcrição NFkB, e consequentemente, a expressão de 

genes pró inflamatórios.  

 

1.2.9 Receptores ativados por proliferador de peroxissomo γ (PPARγ) 

 

Os PPAR (Peroxisome Proliferator-Activated Receptors) são membros de uma 

superfamília de fatores transcricionais que, após ativação por seus ligantes, regulam o 

metabolismo de lipídios e lipoproteínas, controle de glicemia e participação nos processos 

inflamatórios, estando também implicados na fisiopatologia da aterosclerose, inflamação, 

obesidade, diabetes e resposta imune (174-176). Inicialmente os PPARs foram descritos em 

virtude de seu papel central na proliferação de peroxissomos (organelas plasmáticas 

responsáveis pelo metabolismo de H2O2). Atualmente, diversas outras funções têm sido 

atribuídas a esses receptores, tais como regulação do metabolismo de lipídios e lipoproteínas, 

controle de glicemia e participação nos processos inflamatórios (174, 177). Já foram descritos 

3 isotipos de PPAR em mamíferos: o PPARα, PPARβ/δ e o PPARγ (178). O PPARα é 

encontrado no fígado, músculo, coração, endotélio e rins. Tem como principais ligantes 

endógenos os ácido graxos livres, e exógenos os fibratos, fármaco utilizado para tratamento 

no controle da hiperlipidemia . Os receptores PPARα são envolvidos na oxidação de ácidos 

graxos livres, na transcrição de fatores com atividade anti-inflamatória e no metabolismo de 

lipoproteínas. O PPARβ/δ é expresso em fígado, intestino, músculo e tecido adiposo e está 

envolvido na regulação do metabolismo de colesterol (179). O receptor PPAR é expresso 

principalmente no tecido adiposo, mas também é expresso pelo endotélio vascular, por 

macrófagos, monócitos e plaquetas. Existem ainda 3 isoformas do PPARγ, o PPARγ1que é 

expresso na maioria dos tecidos (178); o PPARγ2 que é expresso no tecido adiposo (180) e 
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PPARγ 3 que é encontrado no adiposo, cólon, nos macrófagos e células T (181). O PPAR é 

capaz de regular a transcrição gênica através de diferentes mecanismos. A regulação direta da 

transcrição gênica mediada por PPAR se inicia com sua ativação através de ligantes 

lipídicos, o que causa alterações conformacionais na molécula e permite que a mesma se 

dimerize com outro receptor nuclear, o receptor de ácido 9-cis-retinóico (receptor X de 

retinóides; RXR). Este complexo recruta outras moléculas co-ativadoras e se torna capaz de 

se ligar à região promotora de genes responsivos, chamada PPRE (PPAR Responsive 

Element), promovendo a transcrição de genes que codificam proteínas envolvidas no processo 

inflamatório (figura 1.2.9). O PPAR também é capaz de transreprimir certos genes de modo 

independente de sua ligação direta com o DNA. Este efeito é particularmente importante na 

inibição de genes pró inflamatórios, havendo cinco possíveis mecanismos implicados. O 

primeiro deles se dá através da ligação direta do complexo PPAR/RXR com outros fatores de 

transcrição; este fenômeno de interação direta é observado entre PPAR e as subunidades p50 

e p65 de NF-B em macrófagos de camundongos (182). O segundo mecanismo envolve a 

ligação do heterodímero ativado PPAR/RXR com moléculas co-ativadoras necessárias para a 

ação de fatores de transcrição responsáveis pela expressão de proteínas pró-inflamatórias, tais 

como CBP (CREB-binding protein) e/ou p-300, necessários para a atividade de AP-1 

(Activator Protein-1), STAT-1 (Signal Transducer and Activator of Transcription 1), e NF-B 

(183). O terceiro mecanismo foi demonstrado por Pascual e cols (184), o qual descreve um 

fenômeno chamado sumoilação do PPARγ. O PPARγ pode transreprimir os genes pró-

inflamatórios dependentes de NF-kB pela inibição da degradação de um complexo 

proteosssomal formado pelo receptor nuclear co-repressor (Nco-R)+histona deacetilase3 

(HDAC3)+proteína transduscina do tipo β1 (TLB1/TLBR1), todos responsável pela ativação 

do NF-kB no sítio promotor. O quarto mecanismo pelo qual o PPAR é capaz de transreprimir 

genes se dá através da inibição de MAP quinases. Este mecanismo foi postulado uma vez que 

animais heterozigotos deficientes em PPAR apresentam uma diminuição nos níveis de 

fosforilação de JNK e p-38 quando expostos a estímulos específicos (181). O quinto e último 

mecanismo o PPAR inibe a translocação da proteína quinase Cα (PKCα) atenuando a 

ativação da NADPH oxidase e consequentemente a produção de ROS pelos macrófagos (185) 

(para maiores detalhes ver figura 1.2.9). Diversos ligantes de PPAR já foram caracterizados. 

Dentre os ligantes endógenos conhecidos estão uma fração da LDL (Low Density 

Lipoprotein) oxidada chamada Hexadecil azeloil fosfatidilcolina (AzPC) (186), o ácido 

lisofosfatídico,  liberado por plaquetas ativadas (187) e durante o processo de oxidação da 

LDL (188), e a 15deoxi-2,14 prostaglandina J2 (15dPGJ2), metabólito derivado da PGD2 



25 

 

sintetizada pela enzima COX-2. Ligantes exógenos incluem a classe de drogas 

hipoglicemiantes Tiazolidinedionas (Glitazonas) e o antagonista sintético GW9662.  

 

 

 

Figura 1.2.9: Mecanismos da inibição da expressão de genes pró-inflamatórios dependentes 

de PPARγ. Em presença do agonista, o PPARγ (A) se associa diretamente com fatores de 

transcrição pró-inflamatórios (FT), tais como o NF-kB, STAT, e AP-1 e inibe a expressão de 

genes pró-inflamatórios; (B) sequestra fatores transcricionais co-ativadores, tais como o CBP 

(CREB binding protein) e SRC-1 (Steroid Receptor Co-activator 1) inibindo a sua ligação com 

FT pró-inflamatórios, diminuindo a expressão de genes pró-inflamatórios; (C) em reposta a 

sumoilação (Su), o PPARγ inibe a degradação do complexo (NcoR)+(HDAC3)+(TLB1/TLBR1), 

o qual por sua vez, permitiria a expressão dos genes pró-inflamatórios regulados pelo o NF-kB. 

(D) além desses 3 mecanismos de transrepressão, o PPARγ inibe a MAPK (Mitogen-Activated 

Protein K) a qual é necessária para a indução da expressão de genes pró-inflamatórios. (E) 

Finalmente, a expressão do PPARγ inibe a translocação da PKCα (Cα Protein Kinase), 

consequentemente inibindo a ativação da NADPH oxidase. Em C e E, a formação do 

heterodímero RXR (Retinoid X receptor) não é necessária. Figura adptada de Schmidt e cols. 

(177).  
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1.2.10 Ligantes de PPARγ 

 

1.2.10.1 Tiazolidinedionas: estrutura química 

 

As Tiazolidinedionas ou glitazonas incluem a Pioglitazona, Rosiglitazona, Troglitazona e 

Ciglitazona. Estas drogas que tem sido descritas como agonistas de PPARγ e são 

sensibilizadoras da ação da insulina. Elas representam 21% das prescrições médicas para 

pacientes com Diabetes Mellitus tipo 2 nos Estados Unidos e 5% na Europa (189). 

Apresentam, como característica de sua estrutura química, um anel diona, que confere 

atividade anti-hiperglicêmica que, entretanto, depende da presença da insulina. O restante da 

molécula difere entre drogas do grupo e é responsável pela especificidade farmacodinâmica e 

farmacocinética (190). Atualmente, os fármacos do grupo disponíveis no mercado são a 

Pioglitazona e a Rosiglitazona (figura 1.2.10.1).  

 

 

Figura 1.2.10.1: Estrutura química da Pioglitazona e Rosiglitazona. Figura  modificada de 

Gomes M. (191). 

  

1.2.11 Papel do PPARγ na sepse 

 

Tem sido proposto que o PPAR exerce um papel crucial no controle da resposta 

inflamatória, sendo portanto um alvo terapêutico promissor para o tratamento da sepse (181). 

O PPARγ inibe a expressão do fator de transcrição NF-kB, inibindo portanto a expressão de 

citocinas inflamatórias como o TNF-α, IL-12 (182), a expressão de moléculas de adesão 

(VCAM-1 e ICAM-1) (192), a expressão da COX-2 induzível, assim como a iNOS (193-195). 

Levando em consideração as propriedades anti-inflamatórias do PPARγ, Collin (196) 

demonstrou pela primeira vez em modelo de endotoxemia em ratos, que o agonista endógeno 

do PPARγ reduziu o dano hepático pela diminuição das transaminases plasmáticas. Desde 

então, uma série de outros trabalhos vem mostrando os efeitos dos ligantes de PPARγ em 

diferentes modelos de sepse. Estudos in vivo tem mostrado que a administração de agonistas 
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de PPAR, como a Rosiglitazona após a injeção de LPS são capazes de inibir a injúria 

pulmonar assim como o infiltrado de neutrófilos para o pulmão e intestino, resultando em 

aumento na sobrevida de 55% desses animais (197). Neste estudo, os efeitos observados 

foram atribuídos a redução da atividade do fator de transcrição NF-kB e do aumento da 

expressão da proteína citoprotetora, a proteína de choque térmico 70 (Heat shock protein – 

HSP70). Ainda neste contexto, foi descrito que a duração e extensão da ativação do NFK-B 

está associado diretamente com a severidade da resposta inflamatória na sepse, e 

consequentemente com o 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 PPARγ, como Ciglitazona e 15d-PGJ2, a hipotensão induzida pela 

sepse foi revertida, assim como a produção e liberação de citocinas pró-inflamatórias, e o 

aumento do infiltrado de neutrófilos no pulmão, colón e fígado. E ainda, estes efeitos anti-

inflamatórios dos agonistas de PPARγ estavam relacionados mais um vez com a regulação da 

via do NFK-B e proteína AP-1 (198). Em outro modelo de peritonite causado pela 

administração de carragenina, Napimoga e cols (199), mostraram que o efeito anti-

inflamatório do 15DPGJ2 em reduzir a migração e adesão de neutrófilos no sítio da 

inflamação, era dependente da produção de NO no mesentério e que o antagonista específico 

do PPARγ, 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 reforçada a relevância do PPARγ em regular determinados fatores de transcrição e, 

consequentemente, modular a resposta inflamatória durante a sepse. De maneira interessante, 

o estudo mostrou que o tratamento com um inibidor de MAPK, o PD98059 foi capaz de 

restaurar a expressão e ativação do PPARγ, perdidas durante a sepse, efeito este que foi 

atribuído pelo menos em parte pela inibição da fosforilação do PPARγ 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-inflamatórias dos agonistas do PPAR em modelos experimentais, até o presente 

momento não há nenhum trabalho que elucide o mecanismo de ação molecular pelo qual o 

PPAR esteja envolvido no controle da infecção e aumento da sobrevida. A partir disso, o 

objetivo geral do nosso trabalho é estudar o mecanismo de ação do PPAR na sepse 

experimental em um modelo de CLP contribuindo para o maior entendimento dos aspectos 

moleculares envolvidos e propor novas estratégias terapêuticas. 
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2.1 Objetivo geral 

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

de sepse experimental. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

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

clínico de animais submetidos a modelos de sepse experimental; 

 

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

 

3. Estudar o envolvimento da Rosiglitazona na eliminação bacteriana, na produção de NO e ROS 

em animais submetidos à CLP; 

 

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

crescimento bacteriano; 

 

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

com culturas de neutrófilos humanos estimulados com E. coli; 

 

6. Caracterizar o efeito da Rosiglitazona e GW9662 na indução da formação de redes 

extracelulares formadas por neutrófilos humanos (NETs) estimulada por LPS ou E. coli e na 

eliminação 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 Criação de Animais de Laboratório (CECAL) da 

FIOCRUZ. Os animais foram mantidos em isoladores ventilados (Gabinete Biotério mod. 

EB-273, Insight, Brasil) no biotério do Pavilhão Ozório de Almeida até o momento do 

experimento, com livre acesso a água e ração, sendo submetidos a um ciclo de 12 h de 

claro/escuro. Os animais receberam uma dose de vermífugo (Vetbrands) por via oral 

(gavagem) e foram utilizados uma semana após o tratamento. Os protocolos utilizados nesta 

tese foram aprovados pelo comitê de Ética no Uso de animais da Fundação Oswaldo Cruz 

(CEUA-FIOCRUZ, licença n
o
 0260-05 e n

o
 L-034/08). 

 

3.1.2 Indução de sepse polimicrobiana pelo modelo CLP 

 

Os animais foram anestesiados através de injeção i.p. de cloridrato de cetamina (100 

mg/kg, Cristália) e xilazina (10 mg/kg, Syntec) 5 minutos antes da cirurgia. Após o 

procedimento anestésico, a tosa e a assepsia local, o ceco dos animais foi externado e ligado 

com linha de algodão (3.0) abaixo da válvula ileocecal, de maneira a não obstruir o trânsito 

intestinal. A ligadura cecal foi seguida de uma única perfuração local com uma agulha de 18G 

(BD). Uma pequena quantidade de material fecal foi extravasada pelo orifício da punção antes 

da recolocação do ceco na cavidade abdominal. O abdômen foi suturado com agulha de nylon 

(3.0) e após o procedimento cirúrgico, os animais receberam uma reposição volêmica com 1 

mL de solução salina estéril por via subcutânea. O controle negativo deste modelo foi 

constituído por animais sham (falsos) operados, nos quais o abdômen foi apenas aberto e 

suturando em seguida, para descartar a influência do procedimento anestésico e cirúrgico na 

análise dos resultados.  

 

3.1.3 Modelo de sepse por injeção de macerado fecal 

  

Animais foram eutanasiados em câmara de CO2 e suas cavidades peritoneais foram 

abertas  para a retirada de fezes do intestino grosso (incluindo o ceco). Em seguida, as fezes 

foram coletadas com auxílio 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. Após a 

pesagem, foi adicionado ao material fecal 0,5 mL de salina e em seguida foi centrifugado a 

800 g por 10 minutos. Após a centrifugação, o sobrenadante foi recolhido e injetado um 

volume de 0,5 mL na cavidade abdominal de cada animal. Após 15 minutos desse 

procedimento, os animais foram tratados com Rosiglitazona (0,5 mg/kg, i.v.) ou DMSO 

(controle). Após 6 h da indução de sepse severa, os animais foram tratados com antibiótico 

Imipenem (10 mg/kg) por cavidade, em um volume de injeção 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 PPARγ 

 

Os animais foram tratados com o agonista de PPARγ, Rosiglitazona (0,5mg/kg, i.v. ou 

i.p.) e/ou com antagonista GW9662 (1mg/kg, i.v. ou i.p.) 15 minutos  após CLP. Em 

experimento de análise de sobrevida a Rosiglitazona também foi administrada 6 h após a 

cirurgia. Os animais submetidos à CLP receberam injeção i.v ou i.p. de veículo DMSO como 

controle do tratamento. Todas as análises foram feitas 24 h após o CLP. 

 

3.1.5 Curva de sobrevida após a indução do CLP ou após o modelo de injeção de 

macerado fecal 

   

Após a indução do CLP ou o modelo de sepse induzido por injeção de macerado fecal 

(descritos nos itens 3.1.2 e 3.1.3, respectivamente), foi feito o tratamento com ligantes de 

PPARγ descrito no item anterior e as análises de mortalidade dos animais foram efetuadas 

durante o período de 0 a 144 h. 

  

3.1.6 Análise do grau da severidade da sepse - escore clínico 

 

Os animais foram submetidos à CLP e tratados de acordo com item 3.1.4. Após 24 h, os 

animais tiveram o escore clínico avaliado. Para fazer o escore, foram analisados os seguintes 

parâmetros: piloereção, taxa de respiração, alteração nas fezes, lacrimação/alteração nas 

pálpebras, abdômen contraído, força ao agarrar um objeto, alteração de temperatura corporal, 

alerta (escape ao toque), exploração do ambiente e atividade locomotora. Para cada parâmetro 

apresentado, o animal recebia um ponto e na ausência do parâmetro ele não pontuava. Em 

seguida, os pontos eram somados para a classificação clínica do animal, sendo de escore de 0 

significa que o animal não apresenta nenhuma alteração clínica, e o 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 não publicados). 

 

3.1.7 Determinação de parâmetros celulares (leucometria) após CLP 

 

Após a indução de sepse, os animais foram eutanasiados em câmara de CO2. A cavidade 

peritoneal foi aberta e lavada com 3 mL de PBS (1x), de onde foram obtidas alíquotas do 

lavado peritoneal para a contagem total e diferencial de células. O sobrenadante livre de 

células foi armazenado em freezer -80
o
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 câmeras de Neubauer 

em microscópio óptico (Olympus, aumento de 10x), após a diluição de 40X das mesmas em 

solução de Turk. A análise diferencial de leucócitos foi realizada sob objetiva de imersão em 

citoesfregaços preparados em citocentrífuga (Cytospin-Shandon-450 rpm por 5 minutos), 

corados pelo método Panótico Rápido (Laborclin). Foram contadas 100 células consecutivas 

por citoesfregaço em microscópio de luz, com objetiva (aumento de 100x) de imersão em 

óleo. A quantidade de cada tipo celular foi calculada a partir da porcentagem encontrada com 

relação ao número total de células. Para obtenção dos sobrenadantes, os lavados peritoneais 

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

 

 

3.1.9 Avaliação da carga bacteriana - contagem de unidades formadoras de colônias  

  

Os animais foram submetidos à CLP e 15 minutos após tratados com Rosiglitazona e/ou 

GW 9662 ou respectivos veículos. Após 24 h, as cavidades peritoneais dos animais foram 

lavadas com 3 mL de salina estéril em fluxo laminar. Em seguida foram coletadas alíquotas 

do lavado peritoneal e feitas diluições de 1:100 e 1:1000 em PBS e 20 L dos lavados foram 

plaqueados 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 colônias (UFC). Os resultados 

foram expressos em número de unidades formadoras de colônia por mL. 
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3.1.10 Avaliação da glicemia dos animais submetidos à CLP  

 

Os níveis de glicose dos animais foram medidos 24 h após o CLP na ausência e na 

presença 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-iluminação e fluorescência 

 

Após 24 h do procedimento CLP descrito no item 3.1.2., foram realizados os 

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 visualização da 

microcirculação cerebral foi realizada através de uma craniotomia no osso parietal direito com 

o auxilio de uma broca, permitindo a exposição da membrana pia mater. Esta janela craniana 

permite a observação dos vasos sanguíneos desta rede vascular que é mantida sob o feixe de 

luz (201).  

Foi realizada a administração i.v. de fluoresceína dextran (FITC-dextran 150, Sigma
®

), e 

as imagens da microcirculação foram feitas através do software Archimed 3.7.0 (Microvision, 

França). A contagem de capilares foram feitas com o auxílio do software Saisam 5.1.3 

(Microvision, França). Serão feitas imagens seriadas com oculares de 10x e objetivas de 10x 

(Olympus BX150WI, EUA) com duração de 1 minuto para cada campo e calculadas por 

número de capilares por mm
2
. Somente foram computados os capilares perfundidos 

continuamente, representando a densidade capilar média funcional. 

Para marcação dos leucócitos circulantes, foi feita a administração i.v. de 0,3 mg/kg de 

rodamina 6G (Sigma
®

) e os leucócitos com a fluorescência associada foram visualizados 

através da microscopia descrita acima. A interação leucócito-endotélio foi avaliada através da 

determinação do número de leucócitos aderidos à parede venular por um período de 30 

segundos. O rolamento de leucócitos foi definido quando sua velocidade dentro do vaso era  

inferior à dos eritrócitos circulantes. Foram analisados vasos da membrana pia mater com 

diâmetros variando de 50 a 120 m e, devido à grande variabilidade de diâmetros dos vasos 

deste leito vascular, a adesão leucocitária foi expressa em numero de células/min. 
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3.1.12 Medidas hemodinâmicas de pressão arterial e frequência cardíaca 

 

A pressão arterial e a frequência cardíaca foram monitoradas continuamente nos animais 

submetidos à CLP tratados ou não, através de cateter colocado na artéria carótida esquerda, 

conectado a um transdutor de quartzo, por sua vez conectado a um sistema de aquisição 

automática de dados hemodinâmicos 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-α, IL-6, IL-10, e da quimiocina CCL2 e CXCL1, pelo método 

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Foram utilizados anticorpos monoclonais 

específicos (Duo set kit – R&D Systems). Para essas análises foi utilizado o protocolo da 

Pharmingen, no qual placas de 96 poços (Nunc) foram revestidas com anticorpos de captura. 

As placas foram cobertas com papel alumínio e incubadas overnight a 4°C. No dia seguinte, 

após 3 lavagens com PBS/Tween, os sítios inespecíficos foram bloqueados pela adição de 

PBS/BSA 1%. Após 1 h as placas foram lavadas por 4 vezes com PBS/Tween novamente e, 

em seguida, foram adicionadas proteínas recombinantes em diferentes concentrações (curvas-

padrão), bem como as amostras de lavado peritoneal. Novamente as plcas foram incubadas 

overnight a 4°C. No último dia após a rinsagem, o anticorpo de detecção foi adicionado 

também diluído em PBS/BSA 1% +Tween 20 a 0,05 %. Após 1 h de incubação a temperatura 

ambiente, adicionou-se avidina-peroxidase (diluição 1:200, R&D). Após 30 minutos, as 

placas foram lavadas com solução de lavagem e em seguida, adicionou-se a solução de TMB 

(3,3′,5,5′-Tetrametilbenzidina, Sigma). A reação foi paralisada com a adição solução de ácido 

sulfúrico (Próquimios) 0,4 N (50 µL/poço) e a leitura foi feita no comprimento de onda de 

405 nm em espectrofotômetro (Spectra Max, Molecular Devices®). 
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Citocina 
Anticorpo  

de captura 

Curva de citocina 

 recombinante 

Anticorpo 

 de detecção 

IL-6 (R&D, dual set) 2 μg/mL (1000 pg/mL) 0,2 μg/mL 

IL-10 (R&D, dual set) 2 μg/mL (2000 pg/mL) 0,2 μg/mL 

TNF (R&D, dual set) 1 μg/mL (2000 pg/mL) 0,25 μg/mL 

CXCL1 (R&D, dual set) 2μg/mL (1000 pg/mL- 15,6pg/mL) 0,2μg/mL 

CCL2 (R&D, dual set) 0,2μg/mL (500 pg/mL- 7,8pg/mL) 0,05μg/mL 

 

 

3.2.2 Análise de corpúsculos lipídicos 

 

Citoesfregaços de lavado peritoneal de animais submetidos à CLP tratados  com ligantes 

de PPARγ, Rosiglitazona e/ou GW9662, ou veículo foram fixados em 3,7% de formaldeído 

em HBSS sem Ca
++

 e Mg
2+

 (pH 7,4). Em seguida, os citoesfregaços foram enxaguados com 

água destilada para remoção do excesso de formaldeído. A marcação de corpúsculos lipídicos 

foi feita com solução de cacodilato 0,1M (pH 7,4) e corados em 1,5% de ósmio por 30 

minutos. Logo após 24 h, os citoesfregaços foram enxaguados novamente em água, imersos 

em 1,0% de tiocarbohidrazida por 5 minutos, enxaguados, novamente em 0,1mL de solução 

de solução de cacodilato e repousando em 1,5% de ósmio por 3 minutos. Seguido novamente 

de enxague em água, as lâminas foram secas para visualização. A morfologia das células 

fixadas foi observada e os corpúsculos lipídicos foram contados por microscopia de luz, com 

objetiva de imersão de óleo (aumento de 100x), contando 50 leucócitos consecutivos em cada 

lâmina. 

 

3.2.3 Análise de óxido nítrico 

  

A produção de NO foi estimada pelo acúmulo de nitrito (NO2), um produto estável da 

oxidação do NO, usando o reagente de Griess. A reação de Griess quantifica a presença de 

nitrito por espectrofotometria, pois ocorre a formação de um composto de coloração rosada 

quando o nitrito é tratado com o reagente de Griess. As amostras foram então colocadas em 

placa com 96 poços e em seguida foram adicionados 100 µL do reagente de Griess (Sigma). 

O reagente foi também adicionado à curva padrão. Foram utilizados 100 µL da diluição em 

cada poço. A leitura da absorbância foi realizada em leitor de microplacas, com comprimento 

de onda de 540nm (Spectramax 190 – molecular Devices – EUA). A produção do NO foi 

quantificada através da comparação à curva-padrão. 
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3.2.4 Ensaio de estresse oxidativo  

 

A atividade de peróxido de hidrodrogênio no sangue foi medida após 15 minutos de 

incubação a 37
0
 C

 
com PMA (Phorbol Myristate Acetate), em seguida, mais 15 minutos de 

incubação com dihidrorodamina 123 (DHR) a 37
o
C, na ausência e na presença de catalase 

bovina. Em seguida, foi adicionada uma solução de lise de hemácias comercial. O sangue foi 

centrifugado e o sobrenadante descartado. As células foram lavadas duas vezes para remover 

o excesso de fluorescência e ressuspensas em solução tampão (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 PPARγ 

 

Colônias 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 após incubação foi 

determinada através de leitura espectrofotométrica a 660 nm. Triplicatas de amostras 

contendo 10
5 

bactérias suspensas em 1 mL de PBS estéril foram incubadas com Rosiglitazona 

(0,1-10 µM) ou GW9662 (0,1-10 µM) por 1 h na estufa a 37C. Após a incubação, alíquotas 

de 20 L de amostras 100x diluídas foram plaqueadas em ágar Luria Bertani e novamente 

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

 

3.2.6 Purificação 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
o
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 leucócitos (PRL). Em seguida, a suspensão celular foi centrifugada em gradientes 

Ficoll (AmerSham Pharmacia) a 1200 g por 30 minutos a 4
o 

C. Após a centrifugação, foi 

possível observar 3 bandas deste gradiente: a primeira banda correspondeu as células 

mononucleares, a segunda as células 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 esfregaço, observados 

em microscopia óptica. 

 

3.2.7 Purificação de polimorfonucleares humanos por coluna magnética 

O protocolo de purificação de PMNs humanos foi aprovado segundo a comissão de ética 

da Universidade de Utah e de acordo com a declaração de Helsinki, na qual descreve os 

princípios 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 imunoseleção positiva, utilizando micro partículas 

revestidas (beads - Miltenyi Biotec, EUA) com anticorpo anti-CD15 e deixadas em repouso 

por 15 minutos a 4
o
C. Após o tempo de incubação, 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 poços, contendo meio de cultura M199 (Lonza 

Biologics®, Suiça). Foram plaqueadas aproximadamente 10
6 

células por poço. Em seguida as 

células foram tratadas com Rosiglitazona nas concentrações (0,5-50 µM) e incubadas por 1 h 

a 37
o
C. Após o tempo de incubação, as células foram estimuladas com E. coli por 1 h. 

Seguido o tempo de estimulação, o sobrenadante foi recolhido e o número de UFC foi 

analisado. 

 

3.2.9 Indução da formação de NETs 

 

Após a purificação dos PMNs humanos, 2x10
6
/mL células foram colocadas em diferentes 

tubos com meio 199 e em seguida receberam dois diferentes estímulos para cada grupo 

separadamente: LPS sorotipo 0111:134 (Sigma®) na concentração de 0,1 - 100 ng/mL ou E. 

coli (10
6
 bactérias/mL). Como controle as células foram tratadas com veículos DMSO ou 

etanol, ou tratadas com Rosiglitazona (0,5 µM) na presença e na ausência do antagonista 

GW9662 (0,5 µM) ou apenas com GW9662 separadamente. Em seguida, as células foram 

colocadas em lâminas previamente revestidas com Poli-L-lisina (1mg/mL, Sigma®) e 

incubadas por 1 h a 37
o 

C em estufa com 5% CO2. Decorrido tempo de incubação e 
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estimulação, as células foram retiradas da estufa e lavadas com PBS 1X para retirar o excesso 

de meio. Para a visualização da formação das NETs, as preparações das lâminas foram 

incubadas com uma mistura corantes de DNA fluorescentes: o Syntox orange que é um 

corante impermeável que marca em vermelho o DNA extracelular, e um corante permeável, o 

Syto green que marca em verde o DNA nuclear (Molecular Probes, EUA). A visualização 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 proteína histona H3  

 

Após a visualização e captura de imagens das NETs, as preparações das lâminas 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 reação. Após 

5 minutos de tratamento, os sobrenadantes das lâminas foram removidos e colocados em tubo 

1,5 mL e centrifugados a 300 g por 2 minutos. Após a centrifugação, o sobrenadante foi 

recolhido, colocado em tubo estéril, adicionado tampão 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 fluorescência, anticorpos policlonais e marcadores de peso 

molecular igualmente fluorescentes. Um volume de sobrenadante diluído em tampão de 

amostra correspondente a 10 µg de proteínas totais foi aplicado em cada poço. Aplicou-se o 

padrão de peso molecular (Odyssey system™ - Li-Cor, Biociences). Em seguida, as amostras 

foram submetidas à eletroforese (em gel de acrilamida 4-20%, Mini-Protean TGX precast 

Gels®- BioRad) com a aplicação de 25 V por uma h e meia e em seguida, transferidas para 

membrana de nitrocelulose (Odyssey system™ - Li-Cor, Biociences, EUA) previamente 

permeabilizadas em metanol 100%, utilizando tampão de transferência. A transferência foi 

realizada a 100V por 90 minutos em sistema semi-seco (Amersham Biosciences). Após a 

transferência, a membrana foi incubada por 1 h com solução bloqueadora (Odyssey system™ - 

Li-Cor, Biociences, EUA) a 4
o
C. Posteriormente, a mesma foi incubada overnight, protegida 

da luz, com anticorpo policlonal anti histona H3 de coelho (Cell signaling Techonology®), 

diluído em solução bloqueadora na proporção de 1:1000.  Após este tempo, a membrana foi 

lavada com solução TBS/T. As proteínas de interesse foram identificadas pela incubação por 



38 

 

uma hora da membrana com anticorpos secundários anti-coelho conjugados com fluoróforo e 

diluídos em solução bloqueadora na proporção de 1:10000, protegendo da luz. A detecção das 

bandas foi feita através de escaneamento das membranas e captura de imagens com software 

Odyssey Infrared Imaging system®. 

 

3.2.10 Quantificação da eliminação de bactérias associada a netose 

  

Os PMNs humanos foram incubados por 30 minutos a 37
o
C na presença ou na ausência 

de inibidores de fagocitose, como a citocalasina B e D (Sigma) na concentração de 10 µM 

para cada tratamento. Seguida a incubação e tratamento, as células foram estimuladas com 

LPS (0,1µg/mL) de sorotipo 0111:134 (Sigma®) e colocadas em placa de 24 poços pré-

revestidas com Poli-L-lisina (1mg/mL, Sigma®). Em seguida, as placas foram incubadas a 

37
o 

C por 1 h para permitir a formação de NETs. Após o tempo de incubação, as culturas 

foram tratadas ou não com DNAse (2,5 U/mL- Promega, Madison, WI) por 15 minutos e em 

seguida estimuladas com bactérias E. coli (2x10
6
 celulas/mL) na presença dos seguintes 

tratamentos: DMSO (0,01%) ou etanol (0,001%), ou Rosiglitazona (0,5 µM) e/ou GW 9662 

(0,5 µM) a 37
o 
C por 1 h. Após o tempo de incubação, as células aderidas em cada poço foram 

soltas do fundo com um rodo apropriado para culturas de células. Foram feitas 5 diluições 

seguidas de 1:10 para cada estágio e as culturas foram colocadas em placas de agar com 5% 

de sangue de ovelha e deixadas em estufa overnight. Após 24 h de incubação, o número de 

UFC da eliminação bacteriana total (mediada por fagocitose e netose), da eliminação 

bacteriana pela induzida pela fagocitose e finalmente, por netose foram contadas e 

comparadas com as culturas de bactérias na ausência de PMNs. 

 

3.2.11 Coleta de cérebro para ensaios de mieloperoxidase (MPO) 

  

Animais submetidos à CLP e tratados com ou Rosiglitazona ou veículo na presença ou 

ausência de GW9662 foram submetidos à inalação com isoflurano 6 h após o estímulo. Após 

parada respiratória total, a cavidade torácica dos animais foi aberta e a aurícula esquerda foi 

seccionada. Um sistema de perfusão contendo um escalpe acoplado a um frasco de solução 

salina com gotejador pendurado em local elevado foi posicionado no ventrículo esquerdo. 

Após perfusão com aproximadamente 50 mL de solução salina, foram coletadas amostras 

cérebro para ensaio de atividade de MPO. As amostras de tecido foram imersas em nitrogênio 

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

 

Após descongelado, o cérebro foi pesado e homogeneizado em solução de 

homogeneização (Sigma® - 100 µL de solução 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 µL de solução de homogeneização + 50 µL de 

sobrenadante do homogenato + 50 µL de solução de o-dianisidina (0,68 mg/mL), sendo 

realizada a duplicata de cada amostra. A placa foi então incubada a 37°C por 15 minutos e em 

seguida foram adicionados 50 µL de solução de peróxido de hidrogênio (0,006%). Após mais 

10 minutos de incubação a 37°C determinou-se a densidade ótica no comprimento de onda de 

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

 

3.2.13 Dosagem de proteínas pelo método do ácido bicincônico  

 

As proteínas do tecido cerebral foram quantificadas utilizando-se a técnica de BCA 

(bicinchonic acid, Thermo Scientific).  As amostras de homogenato do tecido foi aplicadas 

(10 µL/poço) em uma placa de 96 poços de fundo em U (Nunc). Em seguida, diluiu-se a 

curva padrão (de 2 a 0,01562 mg/mL), que foi construída através de diluições seriadas a partir 

da albumina de soro bovino (BSA) fornecida pelo fabricante. Adicionou-se o reagente de 

trabalho (70 µL/poço), 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 37ºC por 30 minutos. Após o 

término da reação, o resultado foi lido em espectrofotômetro a 562 nm.  

 

3.3 Drogas e soluções  

 

Preparo de Rosiglitazona (Cayman Chemical) 

 

 As alíquotas 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 alíquotas de Rosiglitazona foram descongeladas e diluídas em salina estéril e utilizadas 

imediatamente após este procedimento. A manipulação da droga foi realizada dentro da 

cabine de biossegurança para manutenção de sua esterilidade. 
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Preparo do GW9662 (Cayman Chemical) 

  

As alíquotas de GW9662 foram preparadas em etanol estéril a 0,01%, e em cabine de 

segurança para manutenção da sua esterilidade e após a evaporação do etanol, as alíquotas 

foram armazenadas a -20
o
 C. No momento do experimento, as alíquotas foram ressuspensas 

em mesma concentração de etanol e utilizadas imediatamente após este procedimento.  

 

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

PBS 10x:  

 Na2HPO4 (Sigma Aldrich)   1,6 g                              

 NaCl (Merck)     80 g 

 KH2PO4 (Sigma Aldrich)   2 g 

 KCl (Merck)     2 g 

 Água MilliQ (Millipore)   q.s.p. 1L 

 

Os sais foram dissolvidos em água MilliQ num volume de aproximadamente 800 mL. Em 

seguida, o pH foi corrigido no pHmêtro (Jenway) até alcançar 7,4 e o volume restante foi 

completado com água MilliQ.  

  

PBS 1x: 

 PBS 10x      100 mL 

 Água MilliQ       900 mL 

 

Solução de Turk 

 Ácido acético glacial (Química)    10 mL   

 Cristal violeta (Sigma®)     50 mg 

 Água MilliQ       q.s.p. 500 mL 

 

 

 Conjunto Panótico Rápido (Laborclin) 

 

Constituído por Panótico rápido n
o
1 (solução de triarilmetano a 0,1%), Panótico rápido n

o 

2 (solução de xantenos a 0,1%) e Panótico rápido n
o 
3 (solução de tiazinas a 0,1%). 
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Preparo de soluções para Western Blotting 

 

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

 Solução de Tris base (Merck) 1 M pH 6,8   25 mL 

 Água MilliQ       15 mL 

 SDS 8%      8g 

 Glicerol 100% (Invitrogen)    40 mL 

 B- mercaptoetanol (Sigma®)    20 mL 

 Azul de Bromofenol (Sigma®)    250 mg 

 

Tampão de corrida 10x:  

 Tris base (Merck)     30 g 

 Glicina (ICN Biomedicals)    144 g 

 SDS (Sigma®)     10 g 

 Água MilliQ       q.s.p. 1 L 

 

Tampão de corrida 1x:  

 Tampão de corrida 10x    100 mL 

 Água MilliQ       900 mL 

 

Tampão de transferência 10x:  

 Tris base (Merck)     30,3 g 

 Glicina  (ICN Biomedicals)    144 g 

 Água MilliQ        q.s.p. 1 L 

 

Tampão de transferência 1x : 

 Tampão de transferência 10x    100 mL 

 Metanol (Merck)     200 mL 

 Água MilliQ       700 mL 

 

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

TBS 10x  

 Tris HCl (Merck)     28 g 

 Tris base (Merck)     2,5 g 
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 NaCl (Merck)      87,6 g 

 Água MilliQ       q.s.p. 1 L 

 

TBS 1x  

 TBS 10x      100 mL 

 Água MilliQ       900 mL 

TBS/ Tween®  

 TBS 1X      1000 mL 

 Tween® 20 (Sigma®)    500 µL 

 

Preparo de soluções para o ensaio de mieloperoxidase 

 

Solução de homogeneização: 

 PBS EDTA 5 µM     100 mL 

 Brometo de cetildimetil amônio (Sigma®)  0,5 g 

 

 

Solução de o-dianisidina (0,68 mg/mL): 

 o-dianisidina  (Sigma®)   1 tablete de 10 mg 

 Água MilliQ       14,7mL 

 

A solução foi preparada imediatamente antes do uso. 

 

Solução de peróxido de hidrogênio (0,006%): 

 

 Peróxido de hidrogênio 30% (Merck)  1 µL 

 Água MilliQ       5mL 

 

A solução foi preparada imediatamente antes do uso. 

Soluções para ELISA 

 

 Tampão de lavagem: 

 PBS 1x      1L 

 Tween® 20       500μL 
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 Tampão de bloqueio: 

 PBS 1x      100mL 

 BSA (Sigma®)     1 g 

 

 Tampão de bloqueio + Tween® 20  : 

 PBS 1x       100 mL 

 BSA       1 g 

 Tween® 20      50 μL 

  

Streptavidina-peroxidase: 

 Streptavidina-peroxidase (R&D)   25 μL 

 Tampão de bloqueio+ Tween® 20   5 mL 

 

A solução foi preparada imediatamente antes de seu uso. 

 

 

Solução de parada (H2SO4 0,4N): 

 

 H2SO4 (Merck)      10,65 mL 

 Água MilliQ       q.s.p. 1L 

 

 

 

3.4 Análise Estatística 

 

 Os resultados foram representados como média e erro padrão da média (EPM) e 

avaliados estatisticamente através da análise de variância (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 período de 0-144 h. Para a curva de sobrevida foi 

utilizado e teste estatístico Mantel-Cox-logrank, no qual P<0,05 foram consideradas 

significativas.
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4. Resultados 
 

 

4.1. Efeito protetor do agonista PPARγ na sobrevida de camundongos Swiss submetidos à 

CLP em diferentes vias de administração 

 

Para analisarmos papel do agonista do PPARγ em um modelo de sepse clinicamente 

relevante, os animais foram submetidos ao modelo de CLP e tratados com o agonista de 

PPAR, a Rosiglitazona. Para verificar se existem diferenças na eficácia do tratamento 

causadas pela via de administração, tratamos os animais com Rosiglitazona na dose de 0,5 

mg/kg por via i.v. ou i.p. 15 minutos após o procedimento cirúrgico. No grupo controle, foi 

injetado veículo por via i.v. A curva de mortalidade foi observada por um período de 144 h. 

Após uma semana de acompanhamento, registrou-se uma sobrevida de 30% para o 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 sobrevivência (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 administração. Camundongos Swiss foram submetidos à 

CLP e 15 minutos depois tratados com Rosiglitazona (Rosi; 0,5 mg/kg, i.v. ou i.p.) ou veículo 

(controle) por via i.v. . A curva de sobrevida foi analisada por um período de 7 dias. Os dados 

representam 3 experimentos com um n=10 animais por grupo. (*) representa a significância 

estatística quando comparados ao grupo controle (CLP+veículo) (p<0,05). 

Fig. 1– GW 9662 inibe o acúmulo de neutrófilos 6 h após estímulo com 

LPS * p<0.01 comparado ao LPS.* p< 0.001; + p<0.001 
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4.2 Efeito do pós-tratamento com Rosiglitazona na sobrevida de camundongos Swiss 6 horas 

após 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 após o procedimento CLP. A sobrevida foi avaliada em um 

período de 7 dias.  

Os camundongos tratados com salina e submetidos à CLP tiveram uma taxa de sobrevida de 

20%. Porém, o pós-tratamento com Rosiglitazona por ambas as vias de administração, 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 administração. Os animais sham operados foram usados como 

controle (figura 4.2).  
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Figura 4.2: Efeito do pós-tratamento com Rosiglitazona na sobrevida de animais 6 h após 

o modelo CLP. Camundongos Swiss foram submetidos à CLP e 6 h depois tratados com 

Rosiglitazona (Rosi; 0,5 mg/kg, i.v. ou i.p.) ou veículo (controle). A curva de sobrevida foi 

analisada por um período de 7 dias. Os dados representam 3 experimentos com um n=10 

animais por grupo. (*) representa a significância estatística quando comparados ao grupo 

controle (CLP + veículo) (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 injeção de fezes. Animais foram tratados com Rosiglitazona (0,5 mg/kg) ou veículo 

por via i.v. 15 minutos após o procedimento. A sobrevida foi avaliada em um período de 0 a 

144 h. Os camundongos Swiss tratados com salina e submetidos ao modelo de injeção 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 sobrevivência de 100% foram usados como controle (figura 

4.3).  

 

 

0 24 48 72 96 120 144
0

20

40

60

80

100 Sham

macerado fecal+veículo

macerado fecal+Rosi i.v.

*

Horas

S
o
b

re
v
id

a
 (

%
)

 

 

 

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 veículo (controle). 

A curva de sobrevida foi analisada por um período de 0 a 144 h. Os dados representam 3 

experimentos com um n=10 animais por grupo. (*) representa a significância estatística quando 

comparados ao grupo (CLP + veículo) (p<0,05). 
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4.4 Efeito da Rosiglitazona no escore clínico de severidade de sepse em camundongos 

Swiss submetidos à CLP 

  

Para avaliar a gravidade da sepse nos animais, fizemos um escore ou pontuação dos sinais 

clínicos 24 h após 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 clínico de zero, mostrando que a manipulação cirúrgica dos animais, o 

anestésico e o tratamento com agonista e antagonista de PPARγ por si só, não afetaram o 

quadro clínico dos animais. No entanto, 24 h após o CLP, os animais que receberam veículo já 

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 à CLP e tratados com GW9662 e Rosiglitazona, 

observamos uma reversão da proteção conferida pela Rosiglitazona (Figura 4.4). 
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Figura 4.4: Efeito da Rosiglitazona sobre o escore clínico de gravidade de camundongos 

Swiss submetidos à CLP. Camundongos Swiss foram submetidos à CLP tratados os não com 

Rosiglitazona ou GW9662 e 24 h depois foi feita a análise do escore clínico. Dados 

representados como média (n= 10/grupo). (*) representa diferença estatística em relação aos 

grupos sham, sham+Rosi e sham+GW9662. (#) representa a significância em relação ao grupo 

CLP e (+) com relação ao grupo CLP+Rosi (p<0,05). 
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4.5 Análise da celularidade do lavado peritoneal e sangue de animais Swiss submetidos à 

CLP 

 

Os neutrófilos são células possuem um papel crucial na defesa contra infecções 

bacterianas, incluindo a sepse. Estas células envolvidas na eliminação de microorganismos por 

causa do seu amplo estoque de enzimas proteolíticas e sua rápida produção de espécies reativas 

de oxigênio (109).  

Fomos investigar o papel da Rosiglitazona na resposta inflamatória induzida pela infecção 

microbiana induzida pelo CLP e analisamos o perfil de leucocitário 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 após o procedimento cirúrgico, 

enquanto o grupo controle recebeu veículo. Após 24 h, os animais tiveram amostras de sangue 

e lavado peritoneal recolhidas para contagem de leucócitos totais e determinação da contagem 

diferencial. As análises da celularidade do lavado peritoneal mostrado na figura 4.5A, 

demonstraram um aumento significativo no número de leucócitos totais nos animais 

submetidos à CLP tratados com veículo quando comparados com o grupo sham. Este aumento 

correspondeu ao aumento do número de neutrófilos, não havendo diferença significativa nas 

células mononucleares entre os grupos. O tratamento com Rosiglitazona foi eficaz em reduzir o 

número de leucócitos totais, assim como o número de neutrófilos no lavado peritoneal quando 

comparados com o grupo CLP+veículo. A figura 4.5B mostra que houve um aumento no 

número de leucócitos circulantes no sangue periférico dos animais submetidos à CLP+veículo 

comparados ao grupo sham. No entanto, o tratamento com Rosiglitazona não alterou o perfil do 

número destas células de forma significativa quando comparados com o grupo sham. 
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Figura 4.5A: Análise da celularidade de amostras do lavado peritoneal de camundongos 

tratados com Rosiglitazona. Camundongos Swiss submetidos à CLP receberam tratamento 

com Rosiglitazona (Rosi; 0,5 mg/kg i.v.) ou veículo no controle, 15 minutos após a operação. 

24 h após o procedimento, o lavado peritoneal recolhido para a análise da celularidade. Os 

dados representam a média ± E.P.M. (n=10/grupo). (*) p<0,05 em relação ao grupo sham e (+) 

representa a diferença estatística quando em relação ao grupo CLP+veículo. 
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Figura 4.5B: Análise da celularidade de amostras do sangue de camundongos tratados 

com Rosiglitazona. Camundongos Swiss submetidos à CLP receberam tratamento com 

Rosiglitazona (Rosi; 0,5 mg/kg i.v.) ou veículo no controle, 15 minutos após a operação. Vinte 

e quatro horas após o procedimento, amostras de sangue foram recolhidas para a análise da 

celularidade. Os dados representam a média ± E.P.M. (n=10/grupo). (*) p<0,05 em relação ao 

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

 

Estudos prévios tem demonstrado um relevante papel de quimiocinas e citocinas pró- e 

anti-inflamatórias na patogênese da sepse. Macrófagos, neutrófilos e outras células da resposta 

imune inata quando reconhecem produtos bacterianos através de receptores expressos em suas 

superfícies, liberam vários mediadores inflamatórios, entre esses as citocinas e quimiocinas. 

Estes mediadores atuam promovendo ativação celular e maior recrutamento de leucócitos para 

o tecido (9). Desta forma, resolvemos investigar se o tratamento com Rosiglitazona poderia 

alterar o padrão de produção de algumas citocinas importantes na sepse. Os animais foram 

submetidos à CLP tratados com Rosiglitazona ou veículo (grupo controle) 15 minutos após o 

procedimento cirúrgico. Após 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-α foram dosadas através do método ELISA. 

Os animais que receberam veículo e foram submetidos à CLP tiveram, como esperado, 

produziram mais TNF-α, IL-6, e IL-10. O tratamento com Rosiglitazona foi capaz de reduzir a 

produção de TNF-α e de IL-6 e aumentou os níveis de IL-10, quando comparado com animais 

que receberam veículo e foram submetidos à CLP (figura 4.6 A, B e C, respectivamente). Além 

disso, após o CLP observamos um aumento na secreção da quimiocina CCL2, mas não na 

produção de CXCL1 quando comparados com o grupo sham e sham+Rosiglitazona. O 

tratamento com Rosiglitazona nos animais submetidos à CLP foi capaz de induzir um aumento 

na secreção destas quimiocinas quando comparado ao grupo CLP+veículo (figura 4.6 D e E). 
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Figura 4.6: Efeito da Rosiglitazona na produção de citocinas no peritônio de animais submetidos à 

CLP. Camundongos Swiss foram submetidos à CLP e foram tratados com Rosiglitazona (Rosi; 0,5 

mg/kg , i.v.) ou veículo, no grupo controle, 15 minutos após a operação. Vinte e quatro horas após o 

procedimento, o lavado peritoneal foi recolhido. Nos lavados livres de células foram determinados a 

produção de TNF-α (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 relação ao grupo sham e sham+Rosi, enquanto que o (+) representa a 

diferença estatística quando comparados ao grupo CLP+veículo. 
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4.7 Quantificação de UFC no lavado peritoneal de animais Swiss submetidos à CLP 

  

Nestes experimentos, investigamos o efeito do tratamento com Rosiglitazona na carga 

bacteriana presente na cavidade peritoneal de animais submetidos à CLP. Para isso, 

camundongos Swiss operados e tratados com Rosiglitazona (0,5 mg/kg, i.v.) ou veículo nos 

animais controles, 15 minutos após o procedimento cirúrgico. Vinte e quatro horas após, 

tiveram amostras de lavado peritoneal recolhidas determinação das UFC. Como podemos 

observar na figura 4.7 A e B, o tratamento Rosiglitazona levou a redução na carga bacteriana 

presente no lavado peritoneal, quando comparadas ao grupo de animais CLP+ veículo.  
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Figura 4.7 - Efeito do agonista de PPARγ Rosiglitazona sobre a carga bacteriana presente na 

cavidade peritoneal de animais submetidos à CLP. Camundongos Swiss submetidos à CLP e tratados 

com Rosiglitazona (Rosi; 0,5 mg/kg, i.v.) ou veículo no controle, 15 minutos após a cirurgia. Vinte e 

quatro horas após a indução de sepse, alíquotas do lavado peritoneal foram plaqueadas para análise de 

UFC. (A) Contagem manual de UFC (B) Foto representativa do gráfico 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 relação ao grupo sham; (+) p< 0,05 em relação ao grupo CLP + veículo.  

A 

Sham Sham+Rosi 

CLP+veículo CLP+Rosi 

B 

 



54 

 

4.8 Avaliação da biogênese de corpúsculo lipídicos em leucócitos de animais submetidos à 

CLP 

 

Os corpúsculos lipídicos são inclusões citoplasmáticas ricas em lipídeos presentes na 

maioria de células eucarióticas e são considerados marcadores estruturais de células 

inflamatórias em várias patologias, e estão presentes na maioria das células eucarióticas (202). 

Nos leucócitos, a sua produção se mostra regulada durante processos inflamatórios, e por 

componentes microbianos, como o LPS (39).  

Investigamos a biogênese de corpúsculos nos leucócitos de animais 24 h após o CLP, 

tratados ou não com Rosiglitazona (0,5mg/kg, i.v.) 15 min  após o procedimento cirúrgico. Foi  

observado um aumento do número de corpúsculos lipídicos de células recolhidas do lavado 

peritoneal após o CLP quando comparados com o grupo sham. O tratamento com Rosiglitazona 

foi eficaz em reduzir efetivamente os números destas organelas quando comparados com o 

grupo CLP+veículo, mostrando uma importante atividade anti-inflamatória da Rosiglitazona 

(figura 4.8). 

 

Sham

sh
am

+R
os

i

C
L
P+ve

íc
ulo

C
L
P+R

os
i

0

5

10

15 *

+

C
o

r
p

ú
s
c
u

lo
s
 l

ip
íd

ic
o

s
/c

e
l

 
 

 

Figura 4.8: Efeitos da Rosiglitazona sobre a biogênese de corpúsculos lipídicos no 

peritônio de camundongos Swiss submetidos à CLP. Camundongos Swiss submetidos à CLP 

forma tratados com Rosiglitazona (Rosi; 5 mg/kg) ou veículo 15 min após CLP. Após 24 h, a 

biogênese dos corpúsculos lipídeos foi analisada de células peritoneais destes animais. Dados 

de 3xperimentos distintos representados como média ± E.P.M. (n=10/grupo). (*) p<0,05 em 

relação ao grupo sham e (+) com relação ao grupo CLP+veículo. 
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4.9 Efeito da Rosiglitazona na glicemia em animais submetidos à CLP 

  

As Tiazolidinedionas (TZD), popularmente conhecidas como glitazonas, são drogas 

amplamente utilizadas no tratamento do diabetes tipo 2 (DM tipo 2), resultando em melhora de 

parâmetros glicêmicos e metabólicos dos pacientes (191). Desta forma, foi avaliado em nosso 

estudo, se a Rosiglitazona poderia interferir nas glicemia de animais submetidos à CLP. Para 

tanto, animais foram submetidos à CLP e 24 h após a sua glicemia foi avaliada dos mesmos. 

No grupo CLP tratados com veículo observamos uma redução da glicemia quando comparados 

com os animais sham e sham+Rosigligitazona. No entanto, o tratamento com Rosiglitazona em 

animais submetidos à CLP+veículo não observamos alteração da hipoglicemia induzida pelo 

CLP (figura 4.9). 

 

 

Sham

Sham
+R

os
i

C
L
P+ve

íc
ulo

C
L
P+R

os
i 

0

50

100

150

200

* +

G
li

c
o

s
e
 (

m
g

/d
L

)

 

 

Figura 4.9: Efeito da Rosiglitazona na glicemia de animais submetidos à CLP. Os animais 

foram submetidos à CLP e receberam tratamento com Rosiglitazona (Rosi; 0,5mg/kg) ou 

veículo (grupo controle) por via i.v., 15 minutos após a cirurgia. Vinte e quatro horas após o 

procedimento, amostras de sangue caudal foram recolhidos para a dosagem glicose. (*) p<0,05 

com relação ao grupo sham e sham+Rosi e (+) p<0,05 com relação ao grupo CLP+veículo. 
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4.10 Efeito da Rosiglitazona na microcirculação cerebral de camundongos Swiss 

submetidos à CLP 

 

4.10.1 Efeito da Rosiglitazona na interação leucócito-endotélio na microcirculação 

cerebral 

A microcirculação regula o balanço entre a demanda de oxigênio e o suprimento deste para 

as células do parênquima, além de ter um importante papel na regulação da hemodinâmica 

corporal. Alterações microcirculatórias podem exercer um papel crucial na patogênese da sepse 

relacionada com a disfunção orgânica (203). Já foi demonstrado em modelo experimental com 

animais, que em infecção cerebral causada por Staphylococcus aureus e o tratamento com 

agonistas de PPARγ atenuam a inflamação e limitam a disseminação bacteriana (204).  

Tendo base nestas informações resolvemos investigar se a Rosiglitazona reduz a resposta 

inflamatória em animais submetidos à CLP, tanto modulando a interação celular leucócito-

endotélio, assim como a densidade capilar funcional, melhorando desta forma, a 

microcirculação cerebral. 

Nesta parte do estudo, foram analisados tanto o rolamento (rolling), quanto a aderência de 

leucócitos no endotélio vascular, da microcirculação cerebral de animais após CLP. Para isto, 

animais foram submetidos à CLP e 24 h após a sua microcirculação cerebral foi acessada por 

microscopia intravital e a interação leucócito-endotélio analizada por 30 segundos. Como 

observado, o grupo de animais submetidos à CLP houve um aumento nesses dois parâmetros 

quando comparados com o grupo sham tratados com veículo ou com Rosiglitazona (figuras 

4.10.1A e 4.10.1B). O tratamento com Rosiglitazona diminuiu tanto o rolling quanto a adesão 

na microcirculação cerebral (figuras 4.10.1A e 4.10.1B). No entanto, o tratamento com 

GW9662 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 interação leucócito-endotélio na 

microcirculação cerebral de animais sépticos. Camundongos Swiss foram submetidos à CLP 

e 24 h após foi observada a interação leucócito-endotélio por 30 segundos em microscopia 

intravital. Os dados foram expressos como média ± EPM (n=8/grupo). * p<0,05 vs. sham + 

veículo e sham+Rosi; # p<0,05 vs. CLP + veículo; § p<0,05 vs. CLP + Rosi. 
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Figura 4.10.1B: Fotomicrografias da microcirculação cerebral em camundongos Swiss 

submetidos à CLP. As imagens representam os leucócitos aderidos e em rolamento marcados 

com rodamina (como indicado pela seta) do grupo sham tratados com Rosiglitazona (1), grupo 

CLP tratados com veículo (2), grupo CLP tratados com Rosiglitazona (3) e do grupo CLP 

tratados com GW9662 + Rosiglitazona (4).  A interação leucócito-endotélio foi observada 

durante 30s em 4 campos distintos. Ampliação de 200x.  As imagens são 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 após CLP 

  

Para avaliar os efeitos da sepse na microvasculatura cerebral e no infiltrado de leucócitos 

no tecido, foi feita a medida da atividade da mieloperoxidase (MPO), um importante marcador 

de ativação de neutrófilos. Observamos que houve um aumento na atividade da MPO 24 h após 

CLP. O tratamento com Rosiglitazona (0,5 mg/kg) diminuiu este efeito quando comparados 

com o grupo CLP+veículo, correlacionando com o dado anterior referente à diminuição do 

rolling e da adesão de leucócitos no endotélio 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 à CLP. Camundongos Swiss foram 

submetidos à CLP e 15 min após tratados com Rosiglitazona (Rosi; 5 mg/kg, i.v.) ou veículo. 

Vinte e quatro horas depois do procedimento cirúrgico 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 + veículo; # p<0,05 vs. CLP + veículo.  
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4.12 Efeito da Rosiglitazona na densidade capilar funcional na microcirculação cerebral 

durante a sepse 

   

Um fluxo sanguíneo adequado nos capilares é um pré requisito para a perfusão normal de 

um órgão e sua função. A principal função dos capilares é permitir a troca de nutrientes entre os 

tecidos e o sangue. A densidade capilar funcional (DCF) é definida como o número de capilares 

perfundindos espontaneamente e que são responsivos à vasodilatação (203). 

Nesta parte do trabalho resolvemos investigar se a Rosiglitazona poderia interferir com um 

aumento na DCF, levando portanto à melhora na perfusão tecidual cerebral. Para isto, animais 

foram submetidos à CLP e 24 h após a sua microcirculação cerebral foi acessada por 

microscopia intravital e o número de capilares perfundidos foram contados por 1 min cada 

campo (4 campos diferentes), totalizando um período de 4 min. Os animais submetidos à CLP 

tiveram uma diminuição significativa no número de capilares perfundidos (rarefação capilar) 

quando comparados com o grupos controles (sham+veículo e sham+Rosi), respectivamente. O 

tratamento com Rosiglitazona após CLP reverteu a rarefação capilar quando comparado com o 

grupo CLP que recebeu o veículo. O efeito protetor da Rosiglitazona foi completamente 

abolido na presença do antagonista GW9662, enquanto que o GW9662 por si só não teve 

nenhum impacto na densidade capilar cerebral de animais sépticos (figuras 4.12A e 4.12B). 
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Figure 4.12A: Efeito da Rosiglitazona na densidade capilar funcional na microcirculação 

cerebral. Camundongos Swiss foram submetidos à CLP e 24 h após foi observada a 

microcirculação cerebral por microscopia intravital. Os dados foram expressos como média ± 

E.P.M. (n=8/grupo). * P<0.05 vs. Sham + veículo e sham+Rosi; # P<0.05 vs. CLP + veículo; § 

p<0,05 vs. CLP + Rosiglitazona. 
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Figura 4.12B: Efeito da Rosiglitazona na microcirculação cerebral em camundongos 

Swiss submetidos à CLP. Camundongos Swiss foram submetidos à CLP e 24 h após tiveram a 

microcirculação 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 veículo (A), grupo sham+Rosiglitazona (B), grupo CLP+veículo (C), 

grupo CLP+Rosiglitazona (D) e o grupo CLP+GW9662+Rosiglitazona (E). Ampliação de 

100x. As imagens são representativas de 3 experimentos diferentes (n=8/grupo). 
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4.13 O efeito da Rosiglitazona na microcirculação cerebral não depende das alterações na 

pressão arterial e frequência cardíaca de animais sépticos  

 

De maneira a investigar se o efeito protetor da Rosiglitazona na rarefação capilar em 

animais submetidos à CLP era um mecanismo dependente das alterações das medidas 

hemodinâmicas, analizamos a pressão arterial e a frequência cardíaca de animais sépticos. Para 

isto, animais foram submetidos à CLP e 24 h após tiveram a microcirculação acessada por 

microscopia intravital e a pressão arterial e frequência cardíaca foram monitoradas através de 

cateter na artéria carótida. 

A tabela 1 mostra que não houve alterações significativas nos parâmetros hemodinâmicos 

no grupo que recebeu veículo, no grupo CLP ou no grupo tratado com Rosiglitazona.  
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Tabela 1: Efeito da Rosiglitazona e GW9662 na pressão arterial media e frequência cardíaca 24 h após CLP 

Tratamentos 

Parâmetros Sham 

 + veículo 

Sham 

+ Roglitazona 

CLP 

 + veículo 

CLP 

 + Rosiglitazona 

CLP  

+ GW9662 

CLP 

 + GW9662 

 + Rosiglitazona 

Pressão arterial média 86 ± 5 98 ± 8 68 ± 8 74 ± 10 89 ± 3 91 ± 7 

Frequência cardíaca 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 à CLP foram tratados 

com veículo (DMSO) ou Rosiglitazona (0,5 mg/kg) ou GW9662 (1 mg/kg) por injeção i.v. Os animais sham  receberam veículo como 

grupo controle.  
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4.14 Efeitos diretos dos ligantes de PPAR γ no crescimento bacteriano  

 

O intestino é o maior e mais complexo ambiente num hospedeiro mamífero. O trato 

gastrointestinal abriga uma grande quantidade e variedade de bactérias, sendo que a maior 

parte da flora habita o cólon (10
11

-10
12

 bactérias/mL) (205). A peritonite que se segue à 

introdução da flora entérica na cavidade peritoneal se dá geralmente como uma infecção 

polimicrobiana sinérgica. Uma flora mista de organismos pode ser recuperada após a ruptura 

do apêndice, na qual as bactérias predominantes são E. coli, Enterococcus faecalis, Klebsiella 

spp. e Enterobacter spp. (206).  

No nosso estudo resolvemos investigar a ação direta de ligantes de PPARγ no 

crescimento de E.coli in vitro. Para isso, bactérias foram incubadas durante 2 h na presença do 

agonista de PPARγ Rosiglitazona ou de seu antagonista GW9662 nas concentrações de 10, 

1,0 ou 0,1 μM. No grupo controle, as bactérias foram incubadas com veículo (DMSO 0,01%). 

Como podemos observar na figura 4.14, apesar da tendência, o aumento de crescimento 

bacteriano representado UFC causado pela presença de Rosiglitazona, não foi considerado 

estatisticamente significativo, indicando que o mecanismo envolvido na proteção pelo 

tratamento com Rosiglitazona após a indução de sepse, não é um efeito direto da droga sobre 

a bactéria E. coli.  
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Figura 4.14 : Efeito direto de ligantes de PPARγ no crescimento de E. coli. Bactérias E. 

coli (10
5
/mL) foram incubadas durante 2 h na presença do agonista de PPARγ, a 

Rosiglitazona ou do antagonista, o GW9662 nas concentrações de 10, 1 ou 0,1 μM. Não 

houve diferença estatística 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 liberação de óxido nítrico na cavidade peritoneal de 

animais submetidos à CLP 

 

O óxido nítrico (NO) é um importante elemento da resposta imune, principalmente por 

ser um potente mediador na eliminação contra diversos patógenos, 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 à CLP. A partir deste dado, resolvemos investigar se o tratamento com 

Rosiglitazona é capaz de interferir na produção de NO nesta cavidade. Para tanto, foi utilizado 

o lavado peritoneal livre de células de animais submetidos à CLP tratados com veículo ou 

Rosiglitazona. Observou-se que animais tratados com veículo e submetidos à CLP tiveram 

um aumento na produção de NO quando comparados com os animais sham. No entanto, o 

tratamento com Rosiglitazona, nos animais submetidos à CLP, não alterou significativamente 

a produção deste mediador no nosso modelo (figura 4.15). 
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Figura 4.15: Níveis do óxido nítrico (NO) no lavado peritoneal de animais tratados com 

Rosiglitazona submetidos à CLP. Os animais foram submetidos à CLP e receberam tratamento 

com Rosiglitazona (Rosi; 0,5mg/kg, i.v.) ou veículo (grupo controle) por via i.v., 15 minutos após 

a cirurgia. Vinte e quatro horas após o procedimento, o lavado peritoneal foi recolhido para a 

dosagem de óxido nítrico. Os dados representam um experimento com sobrenadante de n=6 para 

cada grupo. Os resultados representam a média ± E.P.M. O asteristico (*) representa diferença 

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

em células de animais submetidos à CLP: 

  

Durante a sepse, algumas células da resposta imune, como por exemplo, os neutrófilos 

produzem grandes quantidades de espécies reativas de oxigênio (ROS) que funcionam como 

um potente agente antimicrobiano (109). A partir disto, analisamos o papel da Rosiglitazona 

na produção de espécies reativas de oxigênio em experimento in vitro. Foram recolhidas 

amostras de sangue de cada animal 4 horas após a cirurgia. As amostras foram então 

incubadas na presença ou ausência de Rosiglitazona (5µM) 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 fluorogênico que se difunde passivamente através da membrana 

celular, e que após a interação com radicais livres (metabólitos tóxicos do oxigênio como o 

ânion superóxido ou o peróxido de hidrogênio - H2O2) se transforma em rodamina 123 (R123) 

que é fluorescente, permitindo desta forma, o estudo do metabolismo oxidativo. A 

quantificação de H2O2. nos leucócitos foi medida 15 minutos na ausência ou na presença de 

PMA 37
o
C, que causa uma acentuada estimulação em todos os aspectos do metabolismo 

oxidativo associada à fagocitose. Em seguida, o sangue foi incubado por mais 15 minutos 

com DHR a 37
o
C, na presença de catalase bovina. A catalase, formalmente denominada 

hidroxiperoxidase, é uma enzima intracelular que decompõe o H2O2. Como podemos observar 

na figura 4.16, as células obtidas dos animais submetidos à CLP na presença de PMA 

obtiveram um aumento na produção de H2O2. intracelular quando comparados com as células 

obtidas dos animais sham. De forma interessante, o tratamento com Rosiglitazona nas células 

de animais submetidos à CLP aumentou a produção de H2O2 tanto na ausência quanto na 

presença de PMA quando comparados às células do grupo CLP+veículo ou CLP+PMA. A 

Rosiglitazona nas células dos animais sépticos é capaz de aumentar o efeito pró-oxidativo de 

forma mais acentuada do que o próprio PMA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



69 

 

 

 

0

50

100

150

Veículo Veículo + PMA Rosi Rosi + PMA

*

*
*

Sham

CLP

#

P
e
r
ó

x
id

o
 d

e
 h

id
r
o

g
ê
n

io

In
te

n
s
id

a
d

e 
d

e 
fl

u
o

re
s
cê

n
c
ia

 d
e
 R

1
2

3

 

 

 

 

Figura 4.16: Efeito in vitro da Rosiglitazona na produção de peróxido de hidrogênio em 

células de animais submetido à CLP. Quatro horas após a cirurgia foram recolhidas 

amostras de sangue de animais sham e CLP. As células totais foram incubadas durante 1h 

com Rosiglitazona (Rosi; 5 µM) a 37
o
C e em seguida estimuladas com PMA na presença de 

catalase e da sonda DHR. p<0,05 (*) representa a diferença significativa do grupo CLP vs  

sham. (#) representa a diferença estatística entre CLP+Rosi vs CLP+veículo+PMA. 
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4.17 O tratamento com Rosiglitazona aumenta a eliminação bacteriana por 

polimorfonucleares humanos após estimulação com E. coli 

 

Após observar o efeito da Rosiglitazona na eliminação bacteriana em animais submetidos 

à CLP, decidimos analisar o papel da Rosiglitazona na eliminação bacteriana em 

experimentos in vitro de cultura de PMNs humanos estimulados com E. coli. PMNs humanos 

(2x10
6
) de indivíduos sadios foram purificados (ver item 3.2.8) e plaqueados em placa de 24 

poços na presença ou na ausência de diferentes concentrações de Rosiglitazona (0,5-50 µM) 

por 1h. Após este período, as células foram estimuladas com E. coli (10
6
 bactérias/mL) e após 

1h de estímulo, o sobrenadante das células dos diferentes poços foi recolhido e plaqueado em 

placas contendo TSA. Após 24 h, os números de bactérias foram contados e analisados. 

Observamos na figura 4.17, que o número de UFC foi menor nos grupos tratados com 

diferentes concentrações de Rosiglitazona, tendo um efeito pronunciado na concentração de 

50 µM quando comparados com o grupo tratado com PBS (controle). Quando a Rosiglitazona 

foi incubada com PMNs na ausência de E. coli, não se observou um efeito direto da droga nas 

culturas. 
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Figura 4.17: Efeito da Rosiglitazona na eliminação bacteriana em cultura de PMNs 

humanos. PMNs foram tratados com diferentes concentrações de Rosiglitazona (Rosi; 0,5 -

50 µM) ou PBS e após 1 h, estimulados com E. coli (10
6
/mL). Triplicatas de diferentes poços 

foram plaqueadas em placa contendo TSA e o UFC foi analisado em 24 h. p<0,05 (*) 

representa a diferença significativa com relação ao grupo controle.  
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4.18 O tratamento com Rosiglitazona aumenta a formação das NETs em células 

previamente estimuladas com LPS 

 

Na luta contra infecção os PMNs utilizam de várias manobras para conter e proteger o 

organismo infecção. Dentre elas estão as redes extracelulares de neutrófilos, ou NETs que 

confinam e matam patógenos de maneira bastante eficaz (114). 

Após o protocolo de purificação de neutrófilos descrito no item (3.2.9), foi feita uma 

curva concentração-resposta de LPS (0,1-100 ng/mL) na presença e na ausência de 

Rosiglitazona (0,5µM). O veículo DMSO foi utilizado como grupo controle. A curva 

concentração-resposta de LPS foi realizada com o objetivo de avaliar qual a concentração 

eficaz do estímulo inflamatório seria capaz de evidenciar um possível aumento da formação 

de NETs em presença da Rosiglitazona. Os resultados são mostrados nas figuras 4.18.1A 

4.18.1B. 

Como observado na figura 4.18.1A, a concentração de 0,1 ng/mL de LPS+veículo foi 

eficaz em induzir a formação de NETs e o tratamento das células com Rosiglitazona pré-

estimuladas com LPS na mesma concentração observou-se um aumento desta resposta (B). 

Um efeito semelhante foi observado na concentração de 1 ng/mL de LPS tratadas com 

veículo, que permitiu a visualização da formação 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 concentração maior 

de LPS foram igualmente eficazes em induzir a formação de NETs. Na concentração de 

10ng/mL ainda foi possível observar a formação de NETs. No entanto, o tratamento das 

células com Rosiglitazona em células pré-estimuladas com LPS na mesma concentração, não 

foi possível detectar o aumento na formação destas estruturas (4.18.2.B). Efeito semelhante se 

observou na maior concentração de LPS (100 ng/mL). Embora tenhamos visto que esta 

concentração também tenha induzido a mesma resposta (4.18.2.C), o tratamento com 

Rosiglitazona nestas células não permitiu evidenciar uma diferença na formação destas redes 

extracelulares (4.18.2 D). 
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Figura 4.18.1: Efeito da Rosiglitazona na formação de NETs e estimuladas por LPS. 

PMNs humanos foram purificados, colocados em lâminas pré revestidas com poli-L-lisina e 

em seguida estimulados com LPS (0,1-1 ng/mL) na presença e na ausência de Rosiglitazona 

(0,5 µM) por 1 h. O DNA extracelular foi marcado em laranja pelo corante de DNA, syntox 

orange e o DNA nuclear foi marcado em verde pelo syto green. (A) LPS 0,1 ng/mL+DMSO. 

(B) LPS (0,1ng/mL)+Rosiglitazona. (C) LPS (1ng/mL)+DMSO e (D) LPS (1 

ng/mL)+Rosiglitazona. As imagens são representativas de 3 experimentos distintos, com 

PMNs de diferentes doadores. Foram analisados 3 campos distintos para cada imagem e a 

quantificação da coloração 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 formação de NETs induzidas neutrófilos e 

estimuladas por LPS. PMNs humanos foram purificados, colocados em lâminas pré 

revestidas com poli-L-lsina e em seguida estimulados com LPS (0,1-1 ng/mL) na presença e 

na ausência de Rosiglitazona (0,5µM) 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 são 

representativas de 3 experimentos distintos, com PMNs de diferentes doadores. Foram 

analisados 3 campos distintos para cada imagem e a quantificação da coloração 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 formação de NETs estimuladas por 

LPS 

 

Uma vez determinada a concentração 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 incubação. Para isso, 

neutrófilos foram purificados e incubados com LPS (0,1 ng/mL) na ausência e presença de 

Rosiglitazona (0,5µM) em diferentes intervalos de tempo (30 a 120 minutos).  

Como mostra na figura 4.19.1A, em 30 minutos o estímulo com LPS+veículo foi capaz 

de induzir a formação de NETs. O tratamento das células com Rosiglitazona em células 

estimuladas com LPS induziu o aumento da formação das mesmas (figura 4.19.1B). Já no 

tempo de 60 minutos observamos um efeito ainda maior na formação dessas redes 

extracelulares em células estimuladas com LPS+veículo (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 formação de NETs não foram diferentes quando comparados 

com os tempos mais precoces. A figura 4.19.2E mostra que após 90 minutos as células 

estimuladas apenas com LPS+veículo ainda observou-se a formação de NETs e no grupo 

estimulado com LPS+Rosiglitazona também foi possível observar um aumento deste efeito 

(figura 4.19.2F). Em 120 minutos, as células estimuladas com LPS+veículo ou 

LPS+Rosiglitazona obtiveram o mesmo padrão de resposta em induzir a formação de NETs 

(figura 4.19.2 G-H). 
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Figura 4.19.1: Curso temporal dos efeitos da Rosiglitazona na formação de redes 

extracelulares induzidas neutrófilos e estimuladas por LPS. PMNs humanos foram 

purificados e em seguida estimulados com LPS (0,1 ng/mL) na presença e na ausência de 

Rosiglitazona (0,5µM). Em seguida foram colocadas em lâminas 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 o 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 são representativas de 3 

experimentos distintos, com PMNs de diferentes doadores. Foram analisados 3 campos 

distintos para cada imagem e a quantificação da coloração 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 formação de redes extracelulares induzidas 

neutrófilos e estimuladas por LPS. PMNs humanos foram purificados e em seguida 

estimulados com LPS (0,1 ng/mL) na presença e na ausência de Rosiglitazona (0,5µM). Em 

seguida, foram colocadas em lâminas 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 o 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 são representativas de 3 experimentos 

distintos, com PMNs de diferentes doadores. Foram analisados 3 campos distintos para cada 

imagem e a quantificação da coloração é qualitativa. As imagens foram observadas por 

microscopia confocal e observadas em objetivas de 20x e 60x. 
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4.20 Efeito direto dos ligantes de PPAR γ na formação de NETs 

 

  

Como a Rosiglitazona demonstrou um importante efeito no aumento da formação 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 lâminas pré-revestidas 

com poli-L-lisina, tratadas ou não com Rosiglitazona (0,5 µM) ou GW9662 (0,5 µM) e 

incubadas por 1 h. Foram utilizados DMSO (0,01%) ou etanol (0,01%), como grupos 

controles. Após o tempo de incubação, 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 possível observar na figura 4.20 A e B, os tratamentos com os veículos DMSO 

ou etanol não induziram a formação das NETs, respectivamente. Igualmente foi observado 

nos tratamentos com ligantes de PPARγ. Tanto a Rosiglitazona (4.20B) quanto o GW9662 

(4.20 C) não induziu a formação de NETs, mostrando portanto, que a resposta observada pela 

Rosiglitazona no aumento na formação das NETs nas células pré estimuladas com LPS, não 

parece ser um efeito direto da droga sobre as células. 
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Figura 4.20: Efeito direto dos ligantes de PPARγ na formação de redes extracelulares 

induzidas neutrófilos. PMNs humanos foram purificados, estimulados com LPS (0,1 ng/mL) 

na presença e na ausência de Rosiglitazona (0,5 µM) e/ou GW9662 (0,5 µM). Foram 

utlilizado DMSO ou etanol como controles. Em seguida, foram colocados em lâminas 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 o DNA nuclear foi marcado em verde 

pelo syto green. As imagens são representativas de 3 experimentos distintos, com PMNs de 

diferentes doadores. Foram analisados 3 campos distintos para cada imagem e a quantificação 

da coloração é 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 formação de NETs é mediado pelo receptor PPARγ 

 

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

 

Visto que a concentração de 0,5 µM de Rosiglitazona em presença de LPS (0,1 ng/mL) se 

mostrou eficaz em aumentar a formação das NETs, resolvemos investigar se esta resposta 

observada nas células era mediada pelo receptor PPARγ. Para isto células foram purificadas 

estimuladas com LPS+DMSO ou LPS+Rosiglitazona na presença ou ausência do antagonista 

GW9662. Foram utilizados DMSO (0,01%) ou etanol (0,01%), como grupos controles. Como 

era esperado, o estímulo das células LPS+veículo observamos a formação das NETs (figura 

4.21.1A) e quando ás células foram estimuladas com LPS+Rosiglitazona observamos um 

aumento na formação das NETs quando comparados com o grupo controle. (4.21.1B). No 

entanto, quando as células foram tratadas com Rosiglitazona na presença de GW9662 foi 

possível observar a reversão deste efeito (4.21.1C). Para verificar se o antagonista poderia 

induzir algum efeito na formação de NETs, as células foram igualmente estimuladas com LPS 

e tratadas com o GW9662. O tratamento com o antagonista não aumentou a formação das 

mesmas quando estimuladas com LPS (4.21.1D). 
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Figura 4.21.1: Efeito na formação de redes extracelulares induzidas neutrófilos em 

células estimuladas com LPS. PMNs humanos foram purificados, e em seguida estimulados 

com LPS (0,1 ng/mL) na presença e na ausência de Rosiglitazona (0,5µM). Em seguida foram 

colocadas em lâminas 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) LPS +DMSO, (B) 

LPS+Rosiglitazona. (C) LPS+Rosiglitazona+GW9662, (D) LPS+GW9662. As imagens são 

representativas de 3 experimentos distintos, com PMNs de diferentes doadores. Foram 

analisados 3 campos distintos para cada imagem e a quantificação da coloração 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 formação de NETs em neutrófilos estimulados com E. 

coli 

 

Como observado anteriormente, a Rosiglitazona foi capaz de aumentar a formação de 

NETs em células estimuladas com LPS. A partir disto resolvemos estimular as células não 

somente com um componente de parede microbiana, como o LPS, mas com um estímulo 

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 formação de NETs, como mostra na 

figura 4.21.2A. O tratamento com Rosiglitazona foi capaz de aumentar a formação das redes 

extracelulares quando comparadas com as células estimuladas apenas com E. coli e veículo 

(figura 4.21.2B). No entanto, quando as células foram estimuladas com E. coli, tratadas com 

Rosiglitazona na presença do antagonista GW9662, observamos uma inibição deste efeito 

(figura 4.21.2C). Nas células estimuladas com E. coli e tratadas com GW9662 não se obervou 

alteração na formação das mesmas quando comparados com o grupo E. coli + veículo (Figura 

4.21.2D). 
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Figura 4.21.2: Efeito do PPARγ na formação de redes extracelulares induzidas neutrófilos 

em células estimuladas com E.coli. PMNs humanos foram purificados, e em seguida 

estimulados com E. coli (2x10
6
/mL) na presença e na ausência de Rosiglitazona (0,5 µM) e/ou 

GW9662 (0,5 µM). Em seguida, foram colocadas em lâminas 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 são representativas de 3 experimentos distintos, com PMNs de 

diferentes doadores. Foram analisados 3 campos distintos para cada imagem e a quantificação da 

coloração é qualitativa. As imagens foram observadas por microscopia confocal e observadas em 

objetivas de 20x e 60x. 

 

E. coli + DMSO  E. coli + DMSO 

E. coli + 

 Rosiglitazona  
E. coli + 

 Rosiglitazona  

E. coli + 

Rosiglitazona+GW9662 

E. coli + 

Rosiglitazona+GW9662 
E. coli + 

 GW9662  

E. coli + 

GW9662  

100 µm 100µm 20µm 20 µm 

100 µm 100 µm 20 µm 20 µm 

  

A B 

C D 



83 

 

4.22 Efeito do receptor PPARγ na liberação da proteína 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 formação de NETs e que a presença do antagonista GW9662 foi 

capaz de reverter este efeito, resolvemos investigar se haveria também uma modulação da 

liberação da proteína H3 mediada pelo PPARγ, uma vez que esta proteína é um importante 

marcador na formação dessas redes extracelulares formadas por neutrófilos.  

Após a visualização das NETs por microscopia confocal os sobrenadantes das células 

foram tratados com DNAse (2,5 U/mL), para permitir a degradação das mesmas e o material 

foi analisado por Western Blotting. Como mostra a figura 4.22A, as células estimuladas LPS 

(0,1 ng/mL)+veículo e tiveram um aumento da liberação da proteína H3 quando comparados 

com o tratamento dos veículos DMSO ou etanol. Já o tratamento com Rosiglitazona (0,5 µM) 

foi capaz de aumentar significativamente a liberação da proteína nestas células. No entanto, 

quando as células foram tratadas com Rosiglitazona na presença de GW9662 (0,5 µM) se 

observou uma marcante redução deste efeito. 

Um padrão de resposta bastante semelhante foi observado quando as células foram 

estimuladas com E. coli (2x10
6
 cel/mL)+veículo. Nestas células observamos igualmente um 

aumento da liberação da proteína H3. O tratamento das células com LPS+Rosiglitazona 

também foi capaz de aumentar a liberação desta proteína e a presença do antagonista GW 

9662 nas células tratadas com Rosiglitazona e estimuladas com LPS observou-se uma inibição 

desta resposta (figura 4.22B). 
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Figura 4.22: Efeito do receptor PPARγ na liberação de proteínas 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
6
cel/mL) (B) e tratados com Rosiglitazona (0,5 µM) e/ou GW9662 

(0,5 µM). Foram utlilizado DMSO ou etanol como controles. Em seguida, as células foram 

colocadas em lâminas pré revestidas com poli-L-lisina e incubadas por 1 h. Após a incubação, 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 liberação da 

proteína histona H3 por Western Blotting. Resultado representativo de 3 experimentos 

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

netose 
 

 

Para acessar o componente da eliminação bacteriana que ocorre em meio extracelular e 

excluir a eliminação bacteriana intracelular, culturas de PMNs foram pré-tratados com 

inibidor de fagocitose a citocalasina B e D (10 µM). Em seguida, as mesmas foram 

estimuladas com LPS, para permitir a formação das NETs, em presença e na ausência de 

Rosiglitazona  e/ ou GW9662. Em seguida, as culturas foram incubadas por 1 h com E. coli.  

Para avaliar a eliminação 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 eliminação bacteriana associada com as NETs. 

A eliminação bacteriana total foi representada pela soma da eliminação bateriana por 

fagocitose e por NETs. Os dados foram calculados pela contagem manual de UFC e 

representados em porcentagem de eliminação bacteriana. 

Como mostram as figuras 4.23.1A e 4.23.2, houve um aumento na eliminação 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 

reversão deste feito.  

Na eliminação bacteriana extracelular, o tratamento com Rosiglitazona em células pré- 

tratadas com citocalasina B e D  se observou um aumento na eliminação bacteriana mediada 

por NETs quando comparadas com o grupo estimulado apenas com a E. coli+meio. De 

maneira interessante, o tratamento com GW9662 na presença de Rosiglitazona foi capaz de 

reverter este efeito (figura 4.23.1B e figura 4.23.2). No ensaio de eliminação bacteriana por 

fagocitose vimos que o pré-tratamento das células com DNAse e em seguida o tratamento 

com Rosiglitazona não levou a nenhuma alteração na eliminação bacteriana quando 

comparados com o grupo E. coli+meio, assim como não se observou diferença significativa 

quando 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 eliminação bacteriana associada com a formação de 

NETs. Estas imagens representam (A) Eliminação bacteriana total mediada por fagocitose e netose - 

culturas de PMNs foram estimulados com LPS (0,1 ng/mL), tratados ou não com Rosiglitazona (Rosi) 

e/ou GW9662 (GW) e em seguida incubados com E. coli. (B) Eliminação bacteriana extracelular 

associada à netose - a fagocitose foi bloqueada por um pré-tratamento com citocalasina B e D (10 µM) 

e em seguida as culturas de células foram estimuladas com LPS (0,1 ng/mL) na presença ou na 

ausência de Rosiglitazona (Rosi; 0,5 µM) e/ou Gw9662 (0,5 µM) por 1 h. (C)  Eliminação bacteriana 

intracelular por fagocitose - o tratamento com DNAse foi utilizado para bloquear a eliminação 

bacteriana associada à netose. Dados representados como média ± EPM de 3 experimentos diferentes. 

(*) p< 0,05 em relação ao grupo E. coli+meio. (+) p< 0,05 em relação ao grupo PMN+E. 

coli+RosiouPMN+E. coli+cito+Rosi. 
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Figura 4.23.2. Efeito da Rosiglitazona na eliminação bacteriana associada com a formação de 

NETs. Culturas de PMNs foram pré-tratadas com citocalasina B e D (10 µM ) em seguida estimuladas 

com LPS (0,1 ng/mL) na presença ou ausência de tratamento com Rosiglitazona (0,5 µM) ou 

Rosiglitazona+GW9662 por 1 h. Foram utilizados veículos (DMSO ou etanol) como controles. Após o 

tratamento, as culturas foram incubadas por 1 h com E. coli (2x10
6
 cel/mL). Seguido o tempo de 

incubação, alíquotas do sobrenadante da cultura foram plaqueadas para análise de UFC. (A) 

PMN+citocalasina+LPS+E.coli+DMSO (B) PMN+citocalasina+LPS+E.coli+etanol (C) 

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 Discussão 

 

 

Atualmente a sepse vem sendo considerada como conseqüência da regulação deficiente 

da resposta imune inata do indivíduo aos produtos microbianos, e muitos trabalhos 

classificam como peças essenciais para a deficiência nesta regulação, o desequilíbrio entre a 

produção de mediadores pró e anti-inflamatórios. De fato, estudos pré-clínicos demonstraram 

que este desbalanço de mediadores impede a manutenção da homeostasia do indivíduo (183, 

207) e está amplamente aceito que a consequência da sepse é mais fatal do que a invasão do 

patógeno propriamente dita. 

Muitos modelos de animais têm sido usados para estudar a fisiopatologia da sepse (208), 

com o objetivo de reproduzir as alterações observadas na sepse humana. O modelo utilizado 

em nosso estudo, consiste no modelo de ligadura e punção cecal (CLP). Este modelo em 

roedores vem sendo usado extensivamente na investigação de parâmetros experimentais da 

sepse e do choque séptico durante as últimas décadas (209). Ele satisfaz diversos critérios 

essenciais para um bom modelo de sepse: é um modelo polimicrobiano, possui uma fonte 

local de infecção, induz septicemia e libera produtos microbianos na periferia do sítio de 

injúria, sendo também capaz de apresentar uma grande versatilidade em se adaptar a 

diferentes graus de severidade e objetivos experimentais. Portanto, é um modelo valioso para 

a investigação de diversos aspectos da sepse, tais como, metabolismo, antibioticoterapia, 

presença de componentes microbianos, respostas cardiovasculares, função imunológica e 

secreção de mediadores inflamatórios (209). No nosso estudo, os animais submetidos a este 

modelo desenvolveram manisfestações da síndrome séptica, tais como resposta inflamatória 

exarcebada, alterações na contagem de leucócitos e nos níveis glicêmicos, elevada bacteremia 

e alto índice de mortalidade. 

Drogas pertencentes ao grupo das Tiazolidinedionas (TZD), como por exemplo a 

Ciglitazona e Rosiglitazona são drogas utilizadas pra tratamento de diabetes do tipo 2 e são 

conhecidas como agonistas específicos do PPARγ (181). No nosso trabalho escolhemos a 

Rosiglitazona (Avandia®) apenas como ferramenta para estudar os aspectos moleculares 

envolvendo o receptor PPARγ em diferentes modelos de sepse experimental. No entanto não 

foi proposto em nosso estudo o uso de agonistas de PPARγ para fins terapêuticos em 

pacientes com sepse. Dados da literatura mostram que alguns agonistas de PPARγ, como por 

exemplo, a Rosiglitazona possuem alguns efeitos colaterais que compromenteram a utilização 

da droga para  tratamento, assim como a sua circulação no mercado farmacêutico. 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 PPARγ 

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 PPARγ em diferentes modelos de sepse experimental. O 

tratamento in vivo com estes ligantes tem mostrado uma diminuição na injúria orgânica 

associada ao choque hemorrágico, endotóxico e isquemia-reperfusão em roedores (198). Um 

estudo recente mostra que a apoptose de células do fígado e pulmão induzida pelo choque 

hemorrágico pode ser diminuída pelo tratamento com Ciglitazona (211). Também foi descrito 

que a sua ação anti-inflamatória deve-se à inibição da ativação do fator de transcrição NF-kB. 

Estudos já relataram que tal atividade deve-se à inibição da expressão de moléculas de adesão 

(ICAM-1), VCAM-1, TNF-α, metaloproteinase 9 e IL-6 (191). Ainda, o tratamento com um 

ligante endógeno de PPARγ, o 15-dPGJ2 protegeu camundongos Swiss em um modelo de 

endotoxemia. Esses animais tiveram uma redução na migração de neutrófilos para o pulmão e 

intestino, uma diminuição na expressão de moléculas de adesão (E-selectina e ICAM-I) e uma 

redução na ligação do NF-κB ao DNA (197). Mais recentemente, Wu e cols (212) também 

mostraram a inibição de biomarcadores de dano hepático e renal, tais como transaminase 

pirúvica glutâmica (TGP), creatinina e transaminase oxalacética glutâmica (TGO); e 

diminuição da produção de citocinas como o TNF-α e IL-6, e inibição do aumento da 

frequência cardíaca quando agonistas de PPARγ foram administrados antes da indução do 

choque endotóxico.  

Nosso grupo havia demonstrado anteriormente que o tratamento com Rosiglitazona foi 

capaz de aumentar em 50% a sobrevida de camundongos C57BL/6 submetidos à CLP. Apesar 

de significativo, este resultado ainda se mostrava um pouco distante da realidade clínica, uma 

vez que os camundongos C57BL/6 são isogênicos e não representam verdadeiramente as 

variações idiotípicas encontradas nos pacientes sépticos. Preocupados com a aplicabilidade de 

nossas pesquisas, decidimos retomar nossos experimentos em uma linhagem de camundongos 

geneticamente variável. Para isso, camundongos Swiss foram submetidos à CLP e tratados 

com Rosiglitazona (0,5 mg/kg) 15 minutos após o procedimento. O tratamento com 

Rosiglitazona se mostrou capaz de proteger animais não isogênicos submetidos à CLP, 

conferindo aos nossos resultados anteriores uma maior relevância clínica. Neste experimento 

foram utilizadas duas vias de administração para o tratamento com Rosiglitazona nos 

experimentos de mortalidade. A utilização de duas vias de administração nos levou à 

descoberta de diferenças na eficácia da proteção conferida pela droga, uma vez que esta 

proteção se mostrou mais proeminente nos animais tratados por via i.v. que nos animais 

tratados por via i.p. A administração i.v. se mostrou a via mais eficaz para o tratamento com 
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Rosiglitazona na prevenção da mortalidade por sepse aguda. Além disso, verificamos que o 

tratamento com Rosiglitazona 6 h após 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 

análise. O tratamento dos animais com Rosiglitazona em 6 h tem grande relevância clínica, 

uma vez que após esta intensidade de tempo, os animais já se encontravam com a sepse 

estabelecida. 

Em outra parte do nosso estudo avaliamos a gravidade da sepse, para isso fizemos um 

escore clínico o qual foram atribuídos pontuações de acordo com a evolução da doença nos 

animais. Nós vimos que o modelo de sepse adotado em nosso estudo foi classificado como 

sepse moderada e que o tratamento com Rosigitazona melhorou a condição clínica destes 

animais. E ainda, o antagonista de PPARγ, GW9662 reverteu este efeito protetor. Isto sugere 

que a resposta da Rosiglitazona é mediada pelo receptor PPARγ. 

Mediante aos efeitos protetores da Rosiglitazona na sobrevivência e no escore clínico 

observados em nosso modelo, resolvemos investigar se era possível reproduzir os mesmos 

efeitos protetores da Rosiglitazona em modelo de sepse grave. Para tanto utilizamos um 

modelo padronizado previamente pelo nosso laboratório (dados não publicados), como 

injeção de macerado de fezes. Neste estudo, o pós-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 PPARγ na 

mortalidade também foi mostrado por Zingarelli e cols (198). Estes autores demonstraram que 

o tratamento com ligante endógeno 15d-PGJ2 e com a Ciglitazona foi capaz de aumentar o 

tempo de sobrevida e reduzir a resposta inflamatória 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 parâmetros celulares das amostras de lavado peritoneal 

demonstraram que o tratamento com Rosiglitazona foi capaz de reduzir a migração de 

neutrófilos para este sítio, o que caracteriza esta droga como um potente anti-inflamatório 

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 leucócitos no 

pulmão, fígado e cólon em um modelo sepse polimicrobiana em ratos, que foi relacionada 

com uma evidente redução da mortalidade nos animais sépticos. Porém, no presente estudo, 

ao analisarmos amostras de sangue periférico, obtivemos evidências indicando que a 

Rosiglitazona teve uma tendência em reduzir o número de leucócitos circulantes, no entanto 

não foram observadas diferenças significativas em nossas análises.  
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Além do recrutamento celular, resolvemos caracterizar o perfil de mediadores envolvidos 

na resposta inflamatória no nosso modelo. Para isto foram analisados os níveis de IL-6, TNF-

α, IL-10 no lavado peritoneal 24 h após o CLP. Na sepse a excessiva e prolongada produção 

de citocinas na resposta inflamatória, é ainda mais deletéria do que a infecção própriamente 

dita. Esta teoria é especialmente notável na sepse severa, na qual a excessiva produção de 

citocinas pró-inflamatórias causa aumento na permeabilidade capilar, injúria tecidual e 

múltipla falência orgânica [(revisado por Matsuda (19)]. Trabalhos in vitro tem sugerido que 

as vias de NF-kB e da AP-1 controlam vários genes inflamatórios, tais como os de iNOS, 

moléculas de adesão e citocinas (198, 213). Um dos mediadores cruciais pela indução da 

resposta inflamatória sistêmica é o TNF-α. Já foi descrito que a administração de TNF-α em 

animais de experimentação é capaz de reproduzir os mesmos sinais observados durante a 

sepse ou endotoxemia (revisado por Jean-Baptiste (11). A IL-6 é um importante biomarcador 

de severidade de sepse, enquanto que a IL-10 serve como um imumodulador para 

contrabalancear a resposta inflamatória intensa que ocorre durante esta síndrome. É descrito 

que quando há uma falha na liberação destes mediadores inflamatórios, aumentam as chances 

de ocorrer o óbito rapidamente, que por sua vez está relacionado com a falência orgânica, 

principalmente hepática e renal [(revisado por Jean-Baptiste (11)]. As nossas análises 

demonstraram que o tratamento com Rosiglitazona diminuiu a produção de citocinas pró-

inflamatórias, tais como TNF-α e IL-6, sugerindo uma modulação negativa, envolvendo o 

NF-kB na produção citocinas. Neste contexto, Zingarelli e cols (198) demonstraram o mesmo 

perfil de citocinas pró-inflamatórias em plasma de ratos sépticos tratados com agonistas de 

PPARγ. Neste trabalho foi sugerindo a modulação negativa de IkB quinase, proteína AP-1 e 

NF-kB pela Ciglitazona. Continuando com as nossas análises no perfil das citocinas, os 

nossos resultados mostraram um aumento da produção de citocina anti-inflamatória a IL-10. 

Uma importante ação anti-inflamatória exercida pelo PPARγ também foi descrita.  Kim e 

cols. (214) demonstraram que o tratamento com agonistas sintéticos de PPARγ, pioglitazona e 

Rosiglitazona foram capazes de aumentar a expressão de IL-10 em tecido pulmonar de 

camundongos asmáticos, melhorando a condição ou escore clínico destes animais. Estes 

estudos reforçam os dados encontrados em nosso trabalho. 

O processo de migração celular representa um importante mecanismo de resposta imune 

contra a infecção. Em mamíferos, existe um grupo de citocinas quimiotáticas, denominado 

quimiocinas, que são importantes indutores da migração leucocitária. As quimiocinas são 

produzidas por e atuam em diversos tipos celulares, incluindo monócitos/macrófagos, 

neutrófilos, eosinófilos, mastócitos, células T e B, células endoteliais na presença de diversos 

estímulos, como LPS, IL-1, TNF-α, LTB4 e INFs, através da interação com seus receptores 
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(65, 70). Na verdade, existe uma relação promíscua entre esses receptores e as quimiocinas. 

Uma única quimiocina pode ligar-se a vários receptores, bem como um único receptor pode 

promover a sinalização por diferentes quimiocinas. As quimiocinas estão implicadas em 

várias patologias, como esclerose múltipla, AIDS, aterosclerose e sepse. Em nosso trabalho 

focamos na análise das quimiocinas proteína quimiotática de monócitos CCL2 e na proteína 

murina CXCL1. O nosso grupo tem estudado ativamente o papel da quimiocina proteína 

quimiotática de monócitos CCL2 na fisiopatologia da sepse. Foi mostrado previamente que 

animais deficientes de CCL2 (CCL2
-/-

) foram mais suscetíveis a endotoxemia, com uma 

redução nos níveis de IL-10 (88), mostrando a regulação positiva desta citocina. Ainda, em 

outro trabalho publicado no mesmo ano, o grupo mostrou que o tratamento com a PAF acetil 

hidrolase (PAF-AH) uma enzima que degrada um importante mediador inflamatório, o PAF, 

foi capaz de aumentar níveis peritoneais de CCL2, IL-6 e MIF após a administração sistêmica 

de LPS ou em camundongos submetidos à CLP (88). Reiterando estes estudos, Bozza e cols 

(30), determinaram em estudo clínico de análise multiplex, o perfil de citocinas em pacientes 

com sepse. Neste estudo foi ressaltado a relevância do CCL2 como um importante indicador 

de melhora no prognóstico 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 estão envolvidos no aumento da eliminação bacteriana, por 

um mecanismo dependente de CCR2. O trabalho mostra que o aumento a quimiocina CCL2 

confere um efeito protetor nos animais submetidos à CLP e, consequentemente, aumenta a 

sobrevida de animais sépticos (Gomes RN, dados não publicados). No nosso trabalho também 

observamos níveis aumentados de CCL2 24 h após a indução do CLP e o tratamento com 

Rosiglitazona potencializou este aumento. Acreditamos principalmente que a produção 

diminuída de IL-6 e aumentos na produção de CCL2 e IL-10 seja atribuído, pelo menos em 

parte, ao aumento da sobrevida dos animais observados no nosso modelo. 

A proteína murina CXCL1 induz os mesmos efeitos biológicos da quimiocina CXCL2 

humana, tais como quimiotaxia de neutrófilos e aumento da expressão da molécula de adesão 

CD11b/CD18 por estas células, sendo denominadas então de proteína homóloga funcional da 

IL-8 humana. A quimiocina CXCL1 é liberada por macrófagos residentes e desempenha um 

papel importante no acúmulo de neutrófilos induzidos por produtos bacterianos como o LPS 

(65). Em nossos experimentos quando dosamos a quimiocina CXCL1, não observamos 

diferenças significativas nos níveis deste mediador no lavado peritoneal dos animais 

submetidos tanto submetidos à CLP quanto no sham. No entanto, observamos que o 

tratamento com Rosiglitazona foi capaz de aumentar de maneira significativa os níveis de 

CXCL1 quando comparados ao grupo CLP. Em contradição, apesar dos níveis de CXCL1 
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estarem aumentados, houve uma diminuição na migração de neutrófilos. Estes resultados 

corroboram com um trabalho de Zingarelli e colaboradores (181). Os autores observaram em 

um modelo de choque endotóxico em camundongos, que o tratamento com o ligante 

endógeno de PPARγ, 15dPGJ2, foi capaz de diminuir o infiltrado de neutrófilos para a 

cavidade peritoneal e pulmonar, melhorando a taxa de sobrevida dos animais. Neste trabalho, 

foi visto que o aumento da expressão de moléculas de adesão, como VCAM-1 e ICAM-1 após 

a administração sistêmica de LPS foi visivelmente inibida pelo pré-tratamento com o 

15dPGJ2. E ainda, que este efeito estaria diretamente relacionado com a diminuição da 

expressão do fator de transcrição NFқB, o que poderia implicar em um efeito clínico benéfico 

na sepse. Apesar de não termos avaliado a expressão de moléculas de adesão no nosso 

modelo, hipotetizamos no entanto, que possa ter havido uma menor expressão destas 

moléculas, o que poderia explicar em parte, um menor infiltrado de células para o sítio de 

infecção observado previamente no nosso estudo. Uma outra hipótese seria o envolvimento de 

um outro mediador inflamatório quimiotático para neutrófilo nesta resposta, como por 

exemplo o LTB4, que neste contexto seria mais importante que o próprio CXCL1, e que 

quando este é inibido o número de neutrófilos diminui. 

Continuando com as nossas análises de marcadores de inflamação/infecção, um outro 

parâmetro analisado foi a indução/formação de corpúsculo lipídicos. Os corpúsculos lipídicos 

são inclusões citoplasmáticas ricas em lipídios que aumentam em número e tamanho após 

estímulos inflamatórios. Possuem um importante papel na formação de eicosanóides durante o 

processo inflamatório, funcionando como reservatório intracelulares de enzimas e citocinas 

(40, 41). Observamos um aumento na biogênese de corpúsculos lipídicos em leucócitos da 

cavidade peritoneal dos animais após o CLP. Estes dados estão de acordo com Pacheco e cols 

(39) que mostram um aumento na formação destas organelas em pacientes com sepse, bem 

como em animais submetidos à CLP. Em nossos estudos, os animais submetidos à CLP e 

tratados com Rosiglitazona observamos uma diminuição na formação de corpúsculos 

lipídicos. 

Um trabalho do nosso grupo (215) mostrou a participação dos receptores PPARγ na 

biogênese destas organelas. O estudo ressalta que frações fosfolipídicas geradas durante a 

oxidação da lipoproteína LDL (LDLox), como os fosfolipídios PAF-like e aqueles com 

atividade agonista de PPARγ atuaram de forma sinérgica na formação de corpúsculos 

lipídicos. No entanto, estes fosfolipídios não tiveram efeito na formação destas organelas via 

cascata do ácido araquidônico, mostrando que agonistas de PPARγ sinergizam de forma 

estímulo-específica na formação de corpúsculos lipídicos em macrófagos. Em outro trabalho 

foi mostrado que o agonista de PPARγ, o tratamento das células com a Rosiglitazona 
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potencializou a formação de corpúsculos lipídicos acompanhado do aumento na produção de 

PGE2 em estudo in vitro com macrófagos estimulados com bacilo Calmette-Guérin (BCG) via 

receptor TLR2. Neste trabalho, estes efeitos foram inibidos pelo antagonista GW9662 (216). 

Nagy e cols (217) já mostrava a participação de ligantes de PPARγ no controle do 

metabolismo lipídico e a formação de células espumosas. 

Como descrito anteriormente, as TZDs, como a Rosiglitazona são drogas sensibilizadoras 

da ação da insulina e como agonista de PPARγ ativam a transcrição de genes responsáveis 

pela regulação do metabolismo glicídico, lipídico e diferenciação 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 os animais apresentaram uma acentuada hipoglicemia 24 h após CLP, e que o 

tratamento com Rosiglitazona não alterou este efeito comparando com o grupo CLP. No 

nosso estudo o efeito protetor da Rosiglitazona foi atribuído aos seus efeitos antiinflamatórios 

em um mecanismo independente de seus efeitos diretos no metabolismo glicídico. 

A sepse também envolve alterações microcirculatórias que estão relacionadas com a 

diminuição da perfusão tecidual, hipóxia e falência orgânica. Estas alterações 

microcirculatórias incluem efeitos, tais como diminuição na densidade capilar funcional e 

aumento na heterogeneicidade do fluxo sanguíneo caracterizado por fechamento dos capilares 

ou por capilares perfundidos intermitentemente (140). Durante a sepse, o cérebro é um dos 

primeiros órgãos afetados, mas os mecanismos associados com a encefalopatia séptica ainda 

não estão completamente esclarecidos (155). A partir disto, uma outra parte do nosso trabalho 

foi estudar como a Rosiglitazona poderia interferir na microcirculação sistêmica e cerebral de 

animais sépticos em um modelo de microscopia intravital. Alguns trabalhos têm focado no 

estudo da microcirculação na sepse e consequentemente em manobras terapêuticas para 

monitorar a função microcirculatória e contribuir para o diagnóstico e tratamento da sepse 

(140, 145, 219-221). O nosso estudo é o primeiro a demonstrar o efeito anti-inflamatório de 

agonistas de PPAR-γ na microcirculação cerebral, com significativas alterações na densidade 

capilar funcional e na interação leucócito-endotélio em animais submetidos à CLP e tratados 

com Rosiglitazona. 

Nos nossos resultados, nós verificamos que a administração de Rosiglitazona melhorou a 

microcirculação cerebral cortical e diminuiu o rolamento e aderência dos leucócitos durante a 

sepse experimental. Em nosso modelo de sepse moderada, os animais apresentaram uma 

importante redução no número de capilares perfundidos, os quais podem aumentar a 

resistência cerebrovascular e diminuir o transporte de glicose e oxigênio para o tecido (222), 

embora não tenhamos observado nenhuma alteração significativa nos parâmetros 
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hemodinâmicos sistêmicos, como a pressão arterial média e frequência cardíaca. Estes 

resultados corroboram com as observações feitas em um estudo experimental de sepse 

utilizando ovelhas fêmeas, nas quais a microcirculação cerebral foi alterada mesmo quando a 

perfusão global se encontrava mantida (143). Além do mais, nossos resultados demonstraram 

que o tratamento com Rosiglitazona reverteu a rarefação capilar em camundongos sépticos. E 

este efeito observado foi devido a ativação do PPARγ, já que a administração do antagonista 

de PPARγ, o GW9662 preveniu este efeito. 

Trabalhos ressaltam o papel da Rosiglitazona na microcirculação. Um estudo recente de 

Ashoff e cols mostram que o tratamento com agonista de PPARγ, a pioglitazona, foi capaz de 

prevenir a rarefação capilar da microcirculação da musculatura cardíaca e esquelética em 

ratos diabéticos. Este estudo ressalta o seu importante papel na preservação estrutural da 

microcirculação durante a diabetes, e mostra que este feito independe da atividade 

antihiperglicêmica ou angiogênica das glitazonas. 

Os efeitos protetores dos agonistas de PPARγ no cérebro também foram mostrados 

previamente em um modelo de hipertensão em ratas, nas quais o tratamento com agonista de 

PPARγ preveniu a rarefação microvascular, o remodelamento e a hipertrofia da camada média 

das artérias cerebrais (223). Embora neste estudo, a Rosiglitazona tenha sido administrada 

como um tratamento crônico, o qual aponta uma importante diferença do protocolo usado por 

eles e o nosso protocolo e que possa implicar diferentes mecanismos moleculares. Outro 

trabalho mostrou que a administração de Rosiglitazona possui propriedades neuroprotetoras 

em camundongos submetidos a modelo de esquemia e reperfusão. E este feito foi atribuído 

pelo menos em parte, a sua atividade antiinflamatória no cérebro, mostrando seu efeito 

protetor contra o acidente vascular encefálico (AVE) (224). 

Nós observamos em nossos estudos uma diminuição substancial tanto do rolamento 

quanto da aderência de leucócitos nas vênulas pós-capilares cerebrais após o tratamento com 

Rosiglitazona e estes dados são igualmente consistentes com a diminuição da atividade da 

MPO no cérebro de animais 24 h após 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 análise, sendo mais pronunciado 24 

h depois do CLP, e este efeito foi relacionado com um aumento na produção de citocinas 

inflamatórias e com edema local. Em nosso modelo, o tratamento com Rosiglitazona diminuiu 

a atividade da MPO. É igualmente importante ressaltar que a redução dos componentes 

envolvidos no processo inflamatório e aumento da perfusão cerebral estão associados com a 

melhora do escore clínico de gravidade e com a sobrevivência dos animais (Reis e cols, dados 

não publicados). 
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Bauer e colaboradores demonstraram previamente (226) que a ativação e o recrutamento 

de leucócitos circulantes da microcirculação é uma característica determinante da lesão 

inflamatória em diferentes leitos vasculares de animais sépticos e provavelmente explica o 

dano microvascular cerebral observado em nosso estudo. O efeito anti-inflamatório da 

Rosiglitazona foi abolido pela administração prévia de GW9662. Estes resultados indicam 

que as alterações microvasculares são dependentes de sinalização específicas envolvendo o 

PPARγ, sugerindo desta forma, uma regulação da transcrição genes alvo regulados pelo 

PPARγ em animais sépticos. Estes dados em conjunto fornecem evidências do envolvimento 

da ativação do PPARγ na interação leucócito-endotélio e das alterações na densidade capilar 

na sepse experimental. Nossos resultados sugerem que o PPARγ como um alvo potencial para 

a proteção do cérebro contra a disfunção microvascular na sepse, e consequentemente uma 

melhora na perfusão cerebral.  

Um dos controles do organismo contra a infecção é a eliminação bacteriana por células da 

resposta imune inata, como os macrófagos e neutrófilos. Os neutrófilos são as primeiras 

células do sistema imunológico que chegam para eliminar o patógeno invasor (227). Estas 

células quando ativadas, produzem uma série de mediadores pró-inflamatórios (TNF-α, IL-

1β), ROS e NO. O excesso na produção desses mediadores está envolvido no dano tecidual, 

aumento da permeabilidade vascular e falência orgânica (227). Assim, ao reduzir a migração 

de neutrófilos para o sítio de infecção, ocorre uma diminuição no dano aos órgãos e aos 

tecidos que são causados por esse tipo celular. Por outro lado, a eliminação bacteriana é 

essencial para impedir a disseminação do microorganismo.  

 Prosseguindo com os nossos estudos, na tentativa de avaliar o papel da Rosiglitazona na 

eliminação bacteriana, fizemos a contagem do número de UFC na cavidade peritoneal de 

animais tratados e não tratados com Rosiglitazona (0,5 mg/kg), após 24 h da indução da sepse 

através do modelo CLP. Em nossos resultados, observamos que o tratamento com 

Rosiglitazona permitiu uma redução significativa no número de UFC recuperadas a partir do 

lavado peritoneal, corroborando com a hipótese de que os efeitos desta droga seriam 

parcialmente responsáveis pela diminuição da mortalidade dos animais sépticos. De maneira 

interessante, em um trabalho de Stengenga e cols (228), também foi possível observar um 

efeito protetor da Ciglitazona, no crescimento bacteriano em um modelo de pneumonia 

induzida por Streptococcus pneumoniae em camundongos. Neste artigo, o pós-tratamento 

com ciglitazona (5 mg/kg, i.p.) imediatamente e 24 h após a inoculação intranasal com as 

bactérias, se observou uma diminuição da carga bacteriana (UFC) nos pulmões destes 

animais. Estes dados reiteram que os ligantes de PPARγ de algum modo interferem no 

crescimento bacteriano, em diferentes modelos experimentais de sepse.  
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A partir disto, o nosso objetivo foi verificar se a redução no número 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 presença do agonista de PPARγ, 

Rosiglitazona, ou de seu antagonista GW9662 em diferentes concentrações. Pudemos 

constatar que não há 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 

PPARγ na modulação da resposta inflamatória na sepse em modelos experimentais animais e 

ensaio clínicos envolvendo seres humanos (197, 198, 229-231). No entanto, o mecanismo 

pelo qual a ativação do PPARγ pode modular o aumento na eliminação bacteriana, 

aumentando a sobrevida dos animais ainda não está esclarecida. Recentemente foi descrito o 

envolvimento de um outro subtipo de PPAR, o PPARα neste efeito. O artigo descreve que 

camundongos deficientes, ou seja, com um mutação pontual ou nocautes para PPARα, 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 

deficiência ou a ausência na expressão de PPARα nestes animais confere uma desvantagem 

na sobrevivência durante a sepse e que o PPARα exerce um importante papel na manutenção 

da função imune (232). De fato, outros efeitos anti-inflamatórios do PPARα também já foram 

mostrados. Foi descrito por exemplo, que a ativação do PPARα está relacionada com a 

inibição de COX-2 e com a redução da produção de diversas citocinas (como IL-1, IL-6 e 

TNF-α) através da diminuição da atividade do NF-κB (233, 234).  

Ainda na busca para elucidar o mecanismo de ação pelo qual o PPARγ e seu agonista, a 

Rosiglitazona poderia exercer os efeitos na eliminação bacteriana e consequentemente, na 

melhora de sobrevida dos animais, resolvemos analisar também o perfil da produção das 

espécies reativas de oxigênio (ROS). É bem descrito que durante o processo o processo 

inflamatório/infeccioso, a exposição de células fagocíticas como macrófagos e neutrófilos, 

bem como células endoteliais e musculares lisas a produtos bacterianos e a citocinas como IL-

1, TNF-α e IFN-γ levam estas a produzirem e liberarem espécies reativas de nitrogênio (RNS) 

e oxigênio (ROS), como por exemplo, o NO, superóxido (O2
-
) e peróxido de hidrogênio 

(H2O2) (235, 236). A enzima responsável pela produção de O2
-
 e H2O2 é a NADPH oxidase, 

que precisa estar ligada a membrana celular para exercer a função de uma oxidase. É bem 

descrito na literatura o importante papel do NO
 
na defesa do hospedeiro contra a infecção, 
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atuando de maneira sinérgica com outras espécies reativas de oxigênio na eliminação 

bacteriana (105, 237). Existem muitas evidências mostrando que muitos efeitos deletérios do 

NO são de fato, mediados pelo peróxido nitrito. Quando produzidos juntos, O2
-
 e NO reagem 

para produzir peróxido nitrito. O peróxido nitrito é um agente oxidante potente e o mecanismo 

de ação da sua atividade microbicida deve-se a peroxidação lipídica, inativação do transporte 

de sódio, oxidação de diversas proteínas, incluindo a nitração de resíduos de tirosina, que 

resultam em perda de atividade de enzimas e de receptores, e por último, em dano do DNA 

(238). Já foi demonstrado que o peróxido nitrito reduz a atividade quimiotática de leucócitos 

via nitração de resíduos de tirosina de neutrófilos, que consequentemente inibe a 

polimerização de actina (239). Além disso, seus efeitos também incluem a diminuição da 

interação leucócito-endotélio (93) devido à diminuição da expressão da molécula de adesão P-

selectina de células endoteliais (240).  

Em nossos estudos in vitro, observamos que células do sangue de animais submetidos à 

CLP incubadas com PMA na presença da catalase, aumentam de maneira significativa a 

produção intracelular de peróxido de hidrogênio quando comparadas com as células do grupo 

sham. A presença de Rosiglitazona neste ensaio, parece de alguma forma aumentar a 

produção de ROS nas células provenientes de animais sépticos quando comparada às 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 oxigênio em 

um modelo de peritonite pela injeção de E. coli em ratos. Neste trabalho, tanto o NO quanto o 

peróxido nitrito foram responsáveis pela inibição da proliferação bacteriana e pela atividade 

bactericida in vivo. Além disso, células como eritrócitos foram capazes de aumentar 

mortalidade de animais por um mecanismo sequestrador de NO e principalmente pela inibição 

da formação do peróxido nitrito. Em um outro trabalho de Hickman-Davis (242), a 

importância da atividade microbicida das espécies reativas de oxigênio também foi ressaltada. 

Foi mostrado que o papel de uma proteína sufactante presente nos pulmões (SP-A) no 

reconhecimento e na eliminação bacteriana é devido à ativação direta do metabolismo 

oxidativo, bem como o aumento da expressão da NO sintase (NOS) de macrófagos alveolares. 

Curiosamente em nosso estudo, embora tenhamos observado um aumento da produção de 

peróxido de hidrogênio pela Rosiglitazona, o que em parte poderia atribuir a sua atividade 

microbicida, não observamos alterações nos níveis de NO extracelular nos animais sépticos 

tratados com Rosiglitazona quando comparados aos animais submetidos à CLP. Em nossos 

estudos com animais, sugerimos que o mecanismo de ação pelo qual o agonista de PPARγ 

exerce seu efeito na eliminação bacteriana e melhora a sobrevida dos animais em nossos 

estudos depende da ativação do metabolismo oxidativo de células fagocíticas, com um 
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aumento na produção de H2O2 intracelular; que poderiam ser produzidos pelos 

monócitos/macrófagos ou pelos neutrófilos que embora em menor número estarem mais 

ativos e eficientes. 

Ainda interessados no mecanismo de ação 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 neutrófilos humanos incubados com E. coli. 

De maneira interessante vimos que a Rosiglitazona foi igualmente eficaz em aumentar a 

eliminação bacteriana de maneira dependente de concentração, ou seja, quanto maior a 

concentração 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 à CLP, 

assim como em ensaios in vitro com neutrófilos humanos estimulados com E. coli.  

Na luta contra infecção, os PMNs possuem várias funções para conter e proteger o 

organismo da infecção. Dentre os quais estão a fagocitose (113, 243), a produção de ROS, a 

degranulação (244), e finalmente por netose envolvendo NETs (115). As NETs são estruturas 

formadas por fibras de cromatina associadas a proteínas de grânulos citoplasmáticos (119, 

135) que confinam e matam patógenos de maneira bastante eficiente, assim como previnem o 

dano colateral ao tecido do hospedeiro por reter proteases tóxicas e reduzir a sua atividade 

proteolítica (113). É descrito que um dos mecanismos para a netose ou morte celular induzido 

pela formação de NETs, deve-se a principalmente à descondensação da cromatina que ocorre 

com a migração da elastase dos grânulos primários para o núcleo dos neutrófilos, onde estas 

enzimas degradariam as histonas (245). É igualmente descrito que, a MPO, enzima presente 

nas NETs e igualmente um marcador de atividade neutrofílica, também migra para o núcleo 

sinergizando com a elastase para a descondensação de cromatina em um mecanismo ainda 

desconhecido, independente de atividade enzimática. É importante ressaltar que pacientes 

deficientes de MPO são incapazes de formar NETs, ficando mais suscetíveis a infecções (114, 

246).  De fato, Parker e cols (117) mostraram que a MPO associada às NETs é ativamente 

capaz de matar bactérias. Neste estudo, os neutrófilos foram estimulados com PMA, e a 

atividade da MPO medida. Foi verificada que esta enzima é liberada pelos neutrófilos de 2 a 4 

h após o estímulo, concomitantemente com a formação das NETs. Além disso, a adição de 

H2O2 em presença de NETs neste estudo resultou em maior da atividade microbicida por estas 

células, ressaltando o sinergismo entre a MPO e ROS na eliminação do patógeno. Ainda neste 

contexto, em um trabalho recente, Remijesen e cols (247) ressaltaram a importância da 

liberação de ROS na liberação de NETs. O trabalho mostra que pacientes com doença 
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granulomatosa crônica (DGC) são incapazes de produzir ROS por um defeito na NADPH e 

portanto são deficientes na formação destas redes extracelulares (247).  

A partir disto, resolvemos investigar o mecanismo pelo qual a Rosiglitazona elimina as 

bactérias e seu possível envolvimento com a formação destas redes induzidas pelos 

neutrófilos. Para isto utilizamos dois estímulos inflamatórios distintos, o LPS e E. coli em 

diferentes experimentos. Inicialmente vimos que neutrófilos estimulados com diferentes 

concentrações de LPS por uma hora foram capazes de induzir a formação de NETs e este feito 

não pareceu ser dependente da concentração administrada. Concentrações menores do 

estímulo inflamatório foram suficientes pra induzir a formação das mesmas. A presença de 

Rosiglitazona na cultura de PMNs potencializou este efeito, sendo mais evidente a 

visualização em concentrações menores de LPS. É importante ressaltar que embora o LPS 

tenha induzido o aumento da cromatina descondensada no meio extracelular, também 

denominado “hot spots”, ou pontos quentes, a presença da Rosiglitazona permitiu a 

visualização da formação destas estruturas. Observamos também que o efeito do LPS em 

induzir a formação das NETs não parece ser dependente do tempo de incubação, haja visto 

que estes efeitos também foram reproduzidos em uma cinética mais precoce, como em 30 

minutos, efeito este que também foi potencializado pela presença de Rosiglitazona.  

Em nossos estudos verificamos também que este efeito da Rosiglitazona também foi 

reproduzido quando as células foram estimuladas não 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 formação das NETs. Os 

efeitos observados em ambos os estímulos parecem ser mediados por receptor uma vez que o 

antagonista funcional do PPARγ, o GW9662, foi capaz de reverter este efeito em presença de 

LPS e Rosiglitazona ou E. coli e Rosiglitazona. Pelos nossos resultados este efeito não parece 

ser um efeito direto dos ligantes de PPARγ sobre as células não estimuladas. De fato, como 

mostrado em nossos experimentos, as células, quando tratadas com Rosiglitazona ou com o 

antagonista de PPARγ na ausência de estímulos inflamatórios, não foram capazes de induzir 

NETs, reforçando a idéia de que a Rosiglitazona funcionaria como um potencializador deste 

efeito. 

Prosseguindo com as investigações sobre os efeitos do receptor PPARγ na formação das 

redes extracelulares decidimos avaliar neste estudo, a liberação de um  marcador, ou melhor, 

um componente de NETs, a proteína histona (H3) em neutrófilos estimulados igualmente com 

LPS ou E.coli. As NETs contém proteínas histonas H1, H2A, H2B, H3 e H4, assim como 

grânulos de outras proteínas, incluindo elastase neutrofílica, mieloperoxidase e proteínas 

bactericidas (BP) (115). Uma vez ligadas às NETs, a associação de histonas e proteínas 
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antimicrobianas eliminam o patógeno (122). A descondensação da cromatina, a qual é 

particularmente densa em neutrófilos maduros, está associada com a citrulinação da histona 

H3 pela conversão de histona arginina a resíduos de citrulina (248). As análises por Western 

Blotting revelaram que a Rosiglitazona apresentou um resultado favorável ao aumentar a 

liberação da histona H3 quando as células foram estimuladas tanto com LPS quanto por E. 

coli. O receptor de PPARγ parece estar envolvido igualmente nesta resposta já que o 

antagonista GW9662 diminuiu a liberação desta proteína na presença de Rosiglitazona e dos 

estímulos inflamatórios. 

A etapa seguinte do nosso estudo foi correlacionar o efeito da Rosiglitazona na formação 

de NETs com aumento da eliminação bacteriana em ensaio in vitro. Neste estudo, as células 

foram estimuladas previamente com LPS em seguida tratadas com Rosiglitazona na presença 

ou ausência do antagonista GW9662. Foram analisadas a eliminação 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 eliminação 

bacteriana total, que neste estudo foi correlacionado com a eliminação bacteriana extracelular 

mediado pelas NETs. Além disso, este efeito foi inibido pela presença do antagonista 

GW9662, sugerindo que esta resposta é mediada pelo receptor PPARγ. Além disso, os efeitos 

da Rosiglitazona em aumentar a formação de NETs corroboram com os resultados obtidos 

quando analisamos a celularidade do lavado peritoneal dos animais submetidos à CLP e 

tratados com Rosiglitazona. Sugerimos que a diminuição de células totais, assim como de 

neutrófilos observada em nosso estudo poderia estar fortemente relacionada com a morte 

celular mediada por netose. 

É importante ressaltar que o nosso trabalho é o primeiro a demonstrar a participação de 

agonistas de PPARγ na formação destas redes extracelulares induzida por neutrófilos, embora 

existam outros trabalhos ressaltando a importância das NETs no combate de microorganismo 

em diferentes modelos experimentais. Por exemplo, um trabalho realizado pelo grupo de Yost 

e cols (249) ressalta a importância das NETs no sistema imune inato. O trabalho mostra que 

neutrófilos de crianças recém nascidas e prematuras estimulados com LPS ou PAF, possuem 

um defeito na formação de NETs, portanto uma falha no mecanismo de defesa contra 

bactérias, levando a estes indivíduos a uma maior susceptibilidade às infecções. Neste 

trabalho também foi mostrado, que embora a produção de ROS pelas células estivesse 

mantida, como um mecanismo importante no disparo para formação dessas redes 

extracelulares, a sinalização foi insuficiente para induzir a formação das mesmas pelos 

neutrófilos. 
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A formação das NETs por estas células também é citada na fisiopatologia da tuberculose. 

É descrito que os neutrófilos são essenciais para a formação do granuloma durante a infecção 

crônica por Mycobacterium. tuberculosis (250), no entanto, este mecanismo ainda é 

controverso. É discutido se eles são capazes de eliminar ativamente o M tuberculosis, 

controlando desta forma a infecção (251), ou se eles contribuem ainda mais para a 

fisiopatologia da doença (252, 253). Em um estudo in vitro com M. tuberculosis, Kichik e 

cols (254) mostraram que este patógeno intracelular foi capaz de induzir um efeito citotóxico 

nas células e induzir a formação de NETs pelos neutrófilos de maneira tempo dependente. 

Neste trabalho, essas redes extracelulares se mostraram eficientes em capturar o patógeno, no 

entanto, falharam na sua eliminação.  

Interessantemente, em outro trabalho, de Guimarães-Costa e cols. (127), foi ressaltado 

que formas promastigotas de Leshimania amazonensis são capazes de induzir a liberação de 

NETs através de um componente estrutural presente de membrana celular do parasito, o 

lipofosfoglicano. Foi descrito ainda que a atividade leshimanicida associada às NETs é em 

parte mediada pelas histonas presentes nestas redes extracelulares.  

De uma forma reveladora, os nossos estudos com neutrófilos humanos e NETs sugere 

que o efeito na eliminação bacteriana induzido pela Rosiglitazona seja um mecanismo que 

envolve principalmente a netose mediada pela ativação do receptor PPARγ. Sugerimos que o 

mecanismo envolvido nesta resposta possa envolver eventos como a produção de ROS, 

incluindo o peróxido de hidrogênio, que possui atividades que influenciam a fosforilação de 

tirosina e outras vias de transdução de sinais que regulam a formação das NETs. 

Em conjunto, nossos estudos indicam que a Rosiglitazona atuou em diversos parâmetros 

da fisiopatologia da sepse, modulando a resposta inflamatória, aumentando a eliminação 

bacteriana, melhorando o quadro clínico, melhorando a circulação sistêmica e cerebral e 

diminuindo a mortalidade em camundongos sépticos. É importante ressaltar que é de extrema 

importância o entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos na sepse, para que possa 

servir de potencial manobra ou intervenção terapêutica no futuro. 

 

  



103 

 

6 CONCLUSÕES 

 

 O agonista de PPARγ Rosiglitazona diminuiu a migração de neutrófilos no foco 

infeccioso, assim como síntese de citocinas, como o TNF-α e IL-6, o número de 

corpúsculos lipídicos e a carga bacteriana, sem interferir na glicemia; 

 

 O tratamento com Rosiglitazona aumentou os níveis de IL-10, CCL2 e CXCL1, bem como 

o escore clínico e a sobrevida de camundongos não isogênicos submetidos tanto à CLP 

quanto à sepse severa em modelo de injeção de macerado fecal; 

 

 No estudo de microcirculação cerebral, a Rosiglitazona melhorou a perfusão tecidual 

cerebral, com diminuição do rolamento e aderência dos leucócitos, da rarefação capilar e 

da produção de MPO. Os efeitos da Rosiglitazona foram independentes dos efeitos 

hemodinâmicos; 

 A redução da carga bacteriana de animais submetidos à CLP e tratados com Rosiglitazona  

não se deve à intervenções diretas do agonista de PPARγ no crescimento bacteriano; 

 

 A Rosiglitazona diminui a carga bacteriana e melhora  a taxa de sobrevida após CLP 

parece depender em parte, da produção de ROS, mas não interferiu na produção de NO; 

 

 O tratamento in vitro com Rosiglitazona em diferentes concentrações aumentou a 

eliminação bacteriana em co-cultura de PMNs humanos e com E. coli, e este efeito 

mostrou ser dependente de concentração administrada; 

 

 O tratamento in vitro com Rosiglitazona aumentou a formação de NETs, assim como a 

liberação de histona em células previamente estimuladas com LPS ou E. coli. O 

antagonista de PPARγ reverteu estes efeitos; 

 

 O tratamento das células com Rosiglitazona aumentou a eliminação bacteriana 

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

formação de NETs em células pré estimuladas com LPS ou E coli. 
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6.1 CONCLUSÃO FINAL: 

Figura 6.1: Efeito antiinflamatório da Rosiglitazona em animais sépticos: a Rosiglitazona é 

capaz de modular a inflamação por diminuir o infiltrado de neutrófilos, diminuir a produção de 

citocinas inflamatórias e corpusculos lipídicos, aumentar a produção de quimiocinas de 

migração celular como a CCL2 e CXCL1, assim como a produção de citocinas 

antiinflamatórias (IL-10). A Rosiglitazona também melhora a a microcirculação cerebral em 

diminuir a interação leucócito-endotélio e aumentar a densidade capilar funcional. Além disso, 

a Rosiglitazona aumenta a eliminação bacteriana por modular  a formação de redes 

extracelulares formadas por neutrófilos (NETs) e a produção de espécies reativas de oxigênio 

(ROS). Todos estes fatores somados juntos melhoram os sinais clínicos e aumentam a sobrevida 

dos animais sépticos.  Também hipotetizamos se a produção aumentada de quimiocinas e 

citocinas antiinflamatórias poderia interferir com o aumento da eliminação bacteriana mediada 

por netose. 

NETs 
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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 (PPARγ) 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 PPARγ activation in leuko-
cyte–endothelium interactions and alterations in capillary density. Improved cerebral perfusion in animals
treated with rosiglitazone, suggests that PPARγ 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 (PPARγ) by natural or synthetic ligands, including
ivated receptor gamma; CLP,
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PPAR gamma activation prote
thiazolidinediones (TZD), has anti-inflammatory effects (Haraguchi et
al., 2008); (Zingarelli et al., 2003); (Zingarelli and Cook, 2005). PPARγ
is a nuclear receptor expressed in various cells, including monocytes,
macrophages, T cells, endothelial cells, and other cells involved in the
progression of sepsis. PPARγ 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,
PPARγ 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 PPARγ 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
cts the brain against microvascular dysfunction in sepsis, Microvasc.

http://dx.doi.org/10.1016/j.mvr.2012.05.006
mailto:arsilva@ioc.fiocruz.br
http://dx.doi.org/10.1016/j.mvr.2012.05.006
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00262862
http://dx.doi.org/10.1016/j.mvr.2012.05.006


2 C.V. Araújo et al. / Microvascular Research xxx (2012) xxx–xxx
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, i.v.), sham
+rosiglitazone (0.5 mg/kg, i.v.) CLP+vehicle (DMSO, v/v, i.v.), CLP
+GW9662 (1 mg/kg, i.v.) and CLP+GW9662 (1 mg/kg, i.v.)+
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
materwas 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/l: NaCl 132, KCl
2.95, CaCl2 1.71, MgCl2 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 10× and 20× were used to produce a
total magnification of 100× and 200×, 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 μm) per
square mm of surface area (1 mm2), 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,
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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 μm in diameter and 100 μm 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 30 s. Rolling leukocytes were defined as crossing
the 100 μm 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 H2O2 (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 valueb0.05 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 6.0±0.4 to 3.3±
0.2 (Pb0.0001) 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 showsmean 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 PPARγ antagonist GW9662, whereas GW9662
alone had no impact on the brain capillary density of septic mice
(Fig. 1C).
cts the brain against microvascular dysfunction in sepsis, Microvasc.
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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). ⁎Pb0.05 vs. sham+vehicle mice; #Pb0.05 vs. CLP+vehi-
cle group; §Pb0.05 vs. CLP+rosi group.
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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). ⁎Pb0.05 vs. sham+vehicle
mice; #Pb0.05 vs. CLP+vehicle group.
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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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study is the first to demonstrate the anti-inflammatory effects of a
PPARγ agonist in the cerebralmicrocirculation 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 perfusionwere associatedwith 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 PPARγ, since administration of the PPARγ antag-
onist GW9662 prevented it. Brain protecting effects of PPARγ agonists
were also shown in a model of hypertension in rats, where PPARγ
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, beingmore 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 thatmicro-
vascular changes are dependent on specific signaling by PPARγ thus,
potentially, transcription of PPARγ regulated genes in septic mice.
These data, taken together provide evidence for the involvement of
cts the brain against microvascular dysfunction in sepsis, Microvasc.

http://dx.doi.org/10.1016/j.mvr.2012.05.006


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 μm; magnification 200×. 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
+ vehicle

Sham
+ roglitazone

CLP
+ vehicle

CLP
+ rosiglitazone

CLP
+ GW9662

CLP
+ 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. PPARγ
activation increases capillary density and decreases leukocyte rolling/adhesion. PPARγ activation is protective against cerebral microvascular dysfunction in sepsis.
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PPARγ activation in leukocyte–endothelial interactions and alterations
in capillary density in experimental sepsis. They reveal that PPARγ is a
potential target to protect the brain against microvascular dysfunction
in sepsis, potentially leading to improvement of cerebral perfusion.
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