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RESUMO

A pneumonia é definida como uma inflamacdo aguda do trato respiratorio
inferior, e atinge cerca de 450 milhdes de pessoas em todo 0 mundo. A pneumonia pode
resultar da infeccdo por bactéria, virus e fungos e sdo classificadas em pneumonias
adquiridas na comunidade e pneumonias nosocomiais. Essa doenga também pode causar
uma complicacdo pulmonar, chamada de sindrome do desconforto respiratério agudo
(SDRA), que se caracteriza por dano endotelial com aumento da permeabilidade capilar,
extravasamento de fluido protéico no espaco alveolar e edema pulmonar. Essa forma
grave pode levar a uma inflamagdo sistémica com conseqliente faléncia de multiplos
orgdos e sepse. Doencas infecciosas graves, como a pneumonia, podem acarretar
alteracéo de longo prazo, como o comprometimento do sistema nervoso central (SNC).
O conhecimento da fisiopatologia da encefalopatia associada a inflamacéo sistémica
ainda € bastante limitado e o desenvolvimento de novos modelos experimentais que
sejam clinicamente relevantes pode ajudar no esclarecimento dos mecanismos
envolvidos na encefalopatia, bem como atuar como ferramenta para o estudo de
estratégias terapéuticas capazes de conter ou reverter a possivel formacédo de sequelas
neurocognitivas. Neste estudo tivemos como principal objetivo investigar 0s
mecanismos neuroinflamatérios associados ao declinio cognitivo em um modelo
experimental de pneumonia grave. Primeiramente foi necessaria a validacdo de um
modelo de pneumonia grave capaz de mimetizar a forma clinica da doenca.
Camundongos C57BL/6 foram divididos em grupo controle e grupo pneumonia
(PA103). Os grupos controle receberam 50 uL de solucdo salina por instilagdo
intratraqueal e o grupo pneumonia recebeu, pela mesma via e mesmo volume, solugéo
contendo 10° CFU da bactéria Pseudomonas aeruginosa 103. Os processos
inflamatorios locais e sistémicos e histopatoldgicos no pulmao dos animais submetidos
ao modelo de pneumonia bacteriana foram analisados. O modelo utilizado levou a uma
diminuicdo da sobrevida dos animais e aumento do escore clinico dos mesmos.
Observamos também que a instilacdo intratraqueal de PA103 provocou uma intensa
migracdo celular para o parénquima pulmonar, acompanhado de formagdo de edema
pulmonar e aumento de citocinas locais e sisttémicas, bem como uma diminuicdo da
funcdo pulmonar. Além disso, o0 modelo de pneumonia grave estabelecido no presente
trabalho foi capaz de promover alteracbes importantes no SNC. As alteracGes agudas
compreenderam a ativacdo de microglia, aumento de mediadores inflamatorios,
presenca de estresse oxidativo e reducdo de proteinas sinapticas. As alteracdes a longo
prazo compreenderam uma disfungdo cognitiva 13 dias ap6s o insulto pulmonar, tano no
modelo de pneumonia quanto no modelo de ligadura e puncao cecal (CLP). No CLP
observamos uma recuperacdo do dano cagnitivo, ao contrario do modelo de pneumonia,
onde essa alteracdo se manteve por 30 e 50 dias ap6s o estimulo. Nossas anélises
também demonstraram persisténcia da diminuicdo de proteinas sinapticas observada
agudamente. Nosso estudo, portanto, apresenta um modelo de pneumonia grave
possivelmente capaz de promover um comprometimento cognitivo permanente.
Adicionalmente, as evidéncias de alteragdes no SNC no modelo abordado proporciona
mais uma ferramenta, clinicamente relevante, para o estudo do comprometimento
cerebral obervado em neuropatologias, em especial as que envolvem a interagdo entre
resposta inflamatoria periférica e SNC.

Palavras-chave: pneumonia, sepse, dano cognitivo, Pseudomonas aeruginosa
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ABSTRACT

Pneumonia is defined as an acute inflammation of the lower respiratory tract and affects
about 450 million people worldwide. Pneumonia can result from infection by bacteria,
viruses and fungi and are classified as community-acquired pneumonia and nosocomial
pneumonia. This disease can also cause a pulmonary complication, known as acute
respiratory distress syndrome (ARDS), characterized by endothelial damage with
increased capillary permeability, fluid protein extravasation in the alveolar space and
pulmonary edema. This most severe form can that lead to systemic inflammation with
subsequent multiple organ failure and sepsis. Severe infectious diseases such as
pneumonia, can cause long-term changes, such as CNS (central nervous system)
involvement. The pathophysiology of encephalopathy associated with systemic
inflammation is still limited and the development of new experimental models that are
clinically relevant can help to clarify the mechanisms involved in encephalopathy, and
act as a tool for the study of therapeutic strategies to contain or reverse the possible
formation of neurocognitive sequelae. The main objective of this study was to
investigate the neuroinflammatory mechanisms associated with the cognitive decline in
an experimental model of severe pneumonia. First, we validated a severe pneumonia
model able to mimic the clinical manifestations of the disease. C57BL/6 mice were
divided into control group and pneumonia group (PA103). The control group received
50 uL of saline solution by intratracheal instillation and the pneumonia group received
50 pL of a solution containing 10* or 10° CFU of the bacteria Pseudomonas aeruginosa
103, also by intratracheal instilation. The local and systemic inflammatory processes
and histopathology in the lungs of the animals submitted to bacterial pneumonia model
were analyzed. The model led to a decrease in the survival of animals and increased
their clinical score. We also observed that intratracheal instillation of PA103 resulted in
an intense cell migration into the lung parenchyma, accompanied by pulmonary edema
formation and increased local and systemic cytokines, as well as a decline in lung
function. In addition, the severe pneumonia model stablished in this study was able to
induce significant changes in the CNS. The acute changes included microglial
activation, increase in inflammatory mediators, the presence of oxidative stress and
reduction in synaptic proteins. The long-term changes included cognitive dysfunction
13 days after lung insult, which unlike polymicrobial sepsis model, remained for 30 and
50 days after challenge. Our analysis also showed persistent decrease in synaptic
proteins observed in the early time-point. Our study, therefore, presents an experimental
pneumonia model possibly capable to induce a permanent cognitive impairment.
Moreover, evidence of cognitive decline and long-term synaptic dysfunction presented
in the addressed model provides another clinically relevant tool for the study of cerebral
impairment seen in neuropathologies, especially those involving the interaction between
peripheral inflammatory response and CNS.

Keywords: pneumonia, sepsis, cognitive damage, Pseudomonas aeruginosa
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1. INTRODUCAO

Estudos clinicos tém demonstrado que pacientes que apresentam formas graves
de pneumonia com hipoxemia grave apresentam sequelas cognitivas importantes de
longo prazo, mesmo apds meses ou anos da alta hospitalar (Shah F.A. e cols, 2013; El
Solh A. e cols, 2006; Davydow D. S. e cols, 2013).

Apesar de estudos em modelos experimentais de sepse ja terem demonstrado a
presenca de disfuncdo cognitiva tardia nesses animais, a maioria dos trabalhos
avaliaram as causas desse comprometimento cognitivo de forma aguda. Nesse estudo,
nos descrevemos, pela primeira vez, um modelo de pneumonia que apresenta um
comprometimento cognitivo que parece ser irreversivel.

Inicialmente foi necesséaria a caracterizacdo de um modelo experimental de
pneumonia que reproduzisse 0s parametros de resposta inflamatéria aguda descritos na
clinica. Para isso, foi utilizado o patégeno Pseudomonas aeruginosa cepa 103 (PA103).
Essa bactéria é capaz de super expressar uma citotoxina, frequentemente presente em
casos graves de pneumonia na clinica, chamada de exotoxina U (ExoU"). Para isso,
foram analisados fatores especificos, locais e sistémicos, descritos por estarem
envolvidos no desenvolvimento da inflamacdo pulmonar aguda. Subsequentemente a
sua caracterizacdo, foi avaliado se esse modelo seria capaz de promover alteragoes
agudas no sistema nervoso central (SNC), através da analise de mediadores
inflamatdrios, proteinas de sinapse e da morfologia das células do SNC. Uma vez
identificadas essas alteracdes agudas, avaliou-se as consequéncias dessas modificacbes
a longo prazo, onde pbde-se observar alteracGes sinépticas, na morfologia das células do
SNC e ainda alteragdes cognitivas nos animais submetidos ao modelo de pneumonia.
Uma vez que as alteracBes cognitivas nesses animais mostraram-se irreversiveis, foi
utilizado um modelo de sepse por peritonite polimicrobiana de ligadura e puncédo cecal
(CLP, do inglés Cecal Ligation and Puncture) para comparagdo das alteracOes
morfolégicas cerebrais de longo prazo, uma vez que tem sido descrito que o dano
cognitivo, bem como disfungdes sinapticas no modelo de sepse polimicrobiana é

reversivel 30 dias ap6s inducdo da sepse (Moraes C. e cols, 2014).



1.1 Pneumonia

1.1.1 Conceitos

O termo pneumonia atipica foi introduzido pela primeira vez em 1938 pelo Dr.
Reimann (Reimann H.A., 1938) e foi relacionado a pneumonias de evolucao lenta.
Atualmente, a pneumonia é definida, de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), como uma inflamacg&o aguda do trato respiratorio inferior (WHO, 2006).

Com o avango das descobertas no campo da microbiologia foram reconhecidos
diversos patdgenos responsaveis por causar pneumonia.

A pneumonia pode resultar mais frequentemente da infeccdo por bactérias e
virus, embora fungos e protozoarios também possam causar a doenca, particularmente
em pacientes imunocomprometidos. As pneumonias séo classificadas principalmente de
acordo com o0 cendrio em que elas ocorreram, classificacdo reconhecida
internacionalmente, sendo assim divididas em pneumonias adquiridas na comunidade
(CAP, do inglés community-acquired pneumonia) e pneumonias nosocomiais (Torres &
Rello, 2009). Entretanto, classificacbes com base no agente etioldgico e na apresentagdo
clinica dos sintomas também podem ser utilizadas.

A CAP é definida como um quadro de sinais, sintomas e alterac6es radioldgicas
obtidos fora do ambiente hospitalar e que se desenvolve em até 48 horas apds a
admissdo hospitalar. Pneumonias nosocomiais séo definidas pela Sociedade Torécica
Americana (ATS, do inglés American Thoracic Society) como aquelas que se
desenvolvem 48 horas apds o internamento.

Recentemente, 0 conceito de pneumonia associada aos cuidados da salde
(HCAP- do inglés health-care associated pneumonia) também vem sendo abordado.
Esse conceito foi introduzido em 2005 em um consenso da ATS e Sociedade de
Doencas Infecciosas da Ameérica (IDSA, do inglés Infectious Diseases Society of
America) e estabelece a incluséo dos seguintes subgrupos de pacientes (ATS, 2005):

= Pacientes hospitalizados em carater de urgéncia por dois ou mais dias
dentre os ultimos 90 dias antes da infeccao;

= Pacientes que sdo tratados em sistema de internagcdo domiciliar;

= Pacientes que receberam antimicrobianos por via endovenosa, ou
quimioterapia, nos 30 dias precendentes a infecgao;

= Pacientes submetidos a hemodiélise.

A pneumonia pode evoluir para formas graves, sendo a causa mais comum de

2



Sindrome do Desconforto Respiratorio Agudo (SDRA). A “Definicdo de Berlim” é o
conceito mais recente para SDRA e a classifica em leve, moderada e grave (Force e
cols, 2012). Adicionalmente, é caracterizada como uma lesdo inflamatéria pulmonar
aguda e difusa que leva ao aumento da permeabilidade vascular e hipoxemia (Force e
cols, 2012).

Outra complicacdo que pode ocorer em pacientes hospitalizados por pneumonia
inclue a sepse. De acordo com o terceiro e mais recente consenso internacional a sepse é
classificada em sepse e choque séptico (Singer M. e cols, 2016). A primeira definida
como uma disfuncdo organica potencialmente fatal causada por uma resposta imune
desregulada a uma infeccdo. A segunda como sepse acompanhada por profundas
anormalidades circulatérias e celulares capazes de aumentar a mortalidade

substancialmente (Singer M. e cols, 2016).

1.1.2 Epidemiologia e Etiologia

InfeccBes respiratorias inferiores sdo comuns em todas as partes do mundo e
afetam mais de 450 milhdes de pessoas por ano. Como consequéncia desse grande
numero de casos, estima-se em 4,2 milhGes de casos fatais por ano, 0 que representa
7,1% do total de mortes globais, tornando a pneumonia a terceira causa mais frequente
de morte no mundo entre todas as idades. Outros dados importantes dos relatérios da
OMS que descrevem as cargas globais de doencas, mostram a pneumonia como a
enfermidade com segunda maior taxa de incidéncia na populacdo e ainda com projecdes
para permanecer entre as 4 principais causas de morte até 2030 (WHO, 2006; Mathers
C.D. e cols, 2006).

No ranking de causas de morte entre 0s paises de alta renda e em
desenvolvimento (Tabela 1), as infeccBes do trato respiratorio inferior encontram-se
como a primeira causa de morte entre os paises de baixa renda (LIC, do inglés low
income countries) e continuam entre as 4 primeiras causas de morte entre os paises de
alta renda (HIC, do inglés high income countries) (Tabela 1) (WHO, 2004).



Tabela 1 - Causa de morte por regido, 2004 (adaptado de WHO,2004)

Mundo Paises de Baixa Renda

1 Cardiopatia isquémica 7,2 12,2 1 Infecgdes do trato 2,9 11,2

2 Doenca cerebrovascular 5,7 9,7 respiratorio inferior

3 Infecgdes do trato 2 Cardiopatia isquémica 2,5 9,4

respiratorio inferior 4,2 7,1 3 Doengas diarreicas 1,8 6,9

4 COPD 3,0 51 4HIV/IAIDS 15 5,7

5 Doencas diarreicas 2,2 3,7 5 Doenca cerebrovascular 1,5 5,6

6 HIV/AIDS 2,0 35 6COPD 0,9 3,6

Paises em Desenvolvimento Paises de Alta Renda

1 Doenca cerebrovascular 3,5 14,2 1 Cardiopatia isquémica 1,3 16,3

2 Cardiopatia isquémica 3,4 13,9 2 Doenca cerebrovascular 0,8 9,3

3 COPD 1,8 7,4 3 Cancer de traquéia,

4 InfecgBes do trato pulméo e brénquios 0,5 59
respiratorio inferior 0,9 3,8 4 Infecgdes do trato

5 Cancer de traquéia, respiratorio inferior 0,3 3,8
pulméo e brénquios 0,7 2,9 5COPD 0,3 3,5

6 Acidentes de trafego 0,7 2,8 6 Doenca de Alzheimer 0,3 3,4

O indice de ano de vida ajustado por incapacidade (DALY, do inglés disability-
adjusted life years) criado por um programa da OMS para medir o 6nus das doencas
determina a medida de incapacidade ajustada para os anos de vida considerando os anos
vividos com incapacitacdo (Murray, 1997). Desta maneira, infeccdes do trato
respiratorio inferior aparecem como a causa mais importante no mundo em termos de
onus gerados ao individuo (WHO, 2004; GBD, 2013).

No Brasil, as infec¢des do trato respiratério inferior sdo a terceira principal causa
de morte e apresentaram uma taxa bruta de mortalidade em crescimento de 2000 a 2012,
de acordo com relatério da OMS em janeiro de 2015 (WHO, 2015).

Criancas, idosos e pacientes imunossuprimidos estdo entre as populacdes de
risco (Reynolds et al, 2010). As taxas de mortalidade s&o especialmente maiores em
criangas abaixo de 5 anos (Chopra M. e cols, 2013; Liu L. e cols, 2015) e em adultos
acima de 75 anos. Porém, de acordo com dados mais recentes da OMS, de todas as
doencas, a pneumonia é a enfermidade que mais mata criangas de 0 a 5 anos no mundo
(Figura 1) (WHO, 2012; Walker C.L. e cols, 2013).
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Figura 1: Distribuicdo global de mortes entre criancas até 5 anos, 2010 (adaptado de
WHO, 2012).

A CAP possui uma incidéncia que varia de 3 a 40 casos por 1000 habitantes por
ano, com taxa de hospitalizagdo entre 40 a 60%. Em torno de 10% dos casos necessitam
de internacdo em Unidade de Terapia Intensiva (UTI) (WHO, 2009). A alta taxa de
hospitalizacdo acaba refletindo em um alto custo do tratamento. As bactérias sdo 0s
microrganismos mais comuns da CAP (Mandell e cols, 2007) entre estas Streptococcus
pneumoniae é o agente etiolégico mais frequente associando-se também a um alto grau
de gravidade (WHO, 2004). Outros microorganismos frequentemente encontrados em
pacientes com CAP sdo: Mycoplasma pneumoniae relacionado a doenca de baixa
gravidade, Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA, do inglés Methicillin-
resistant Staphylococcus aureus) causador da pneumonia necrosante (0,064%),
Enterobacteriaceae (1,3%) e Pseudomonas aeruginosa (0,4%) (Vardakas K.Z. e cols,
2009; Von Baum H., 2010).

Pneumonias nosocomiais sdo a causa mais comum de infeccdo em pacientes

hospitalizados. Bactérias gram-negativas sdo 0s principais agentes encontrados em



pneumonias nosocomiais, sendo a Pseudomonas aeruginosa mais frequentemente
isolada em UTIs e também relacionada a pneumonia associada a ventilacdo mecanica
(VAP, do inglés ventilator-associated pneumonia) (Berra L. e cols, 2010) que também

apresenta alta taxa de mortalidade (Fujitani S. e cols, 2011).

1.1.2 Aspectos Fisiopatoldgicos

O sistema respiratorio representa uma comunicacao direta do organismo com o
meio externo e estd continuamente exposto a uma quantidade abundante de particulas,
oferecendo assim um portal de acesso para infec¢des. O trato respiratério € dividido em
trato respiratorio superior e inferior, sendo este Gltimo acometido nos casos de
pneumonia. As vias aéreas inferiores compreendem a parte inferior da traqueia e o
parénquima pulmonar, também chamado de setor de troca, do qual fazem parte os
pulmdes, os brénquios, os bronquiolos e alvéolos.

A troca de gases propriamente dita ocorre nos alvéolos, porcéo final da arvore
respiratdria e onde h& o contato direto da superficie alveolar com a rede de capilares
sanguineos provenientes da pequena circulacdo. O revestimento dos sacos alveolares é
composto por uma unica e fina camada de células epiteliais chamadas de pneumacitos
do tipo 1, por onde ocorre a difusdo de gases para os capilares sanguineos,
representando assim a barreira alvéolo-capilar. Os pneumdcitos do tipo 2 sdo o segundo
tipo celular encontrado nos sacos alveolares e sdo responsaveis pela producdo de
surfactante pulmonar que, por sua vez, atua na diminuicdo da tensdo superficial dentro
dos alvéolos. Além dos pneumdcitos tipo 1 e tipo 2, a parede alveolar inclui os
macréfagos alveolares dos quais representam a fragdo mais expressiva de fagocitos
residentes das vias aéreas inferiores (Sibille Y. & Reynolds H.Y., 1990).

Em condicBes fisioldgicas, as diferentes particulas e micro-organismos que
penetram as vias aéreas sdo abordados por um conjunto de defesa que compreende as
células do sistema imune bem como a remoc¢do mecéanica dessas particulas. Durante a
conducdo do ar para os pulmdes, 0 mesmo passa por importantes sistemas de defesa
ndo-imune que garantem sua umidificacdo, filtragdo e aquecimento, impedindo a
entrada de particulas estranhas no pulméo. O processo de defesa imune é mais
comumente iniciado pela acdo de macrdfagos alveolares, que irdo promover a retirada,
sem maiores danos ao tecido, de agentes externos. No entanto, quando determinados
agentes virulentos sdo capazes de resistir a fagocitose, macréfagos alveolares

desempenharado o papel de orquestrar a resposta inflamatéria e imune.

6



Agentes patogénicos presentes no espaco alveolar serdo reconhecidos por células
do sistema imune através de receptores especificos chamados de receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRs, do inglés pattern recognition receptors). Estes
receptores discriminam moléculas exclusivas presentes nas superficies membranares de
patdgenos chamadas de padrGes moleculares associados a patdgenos (PAMPs, do inglés
Pathogen-associated molecular patterns) se ligando a elas e iniciando assim o0 processo
de resposta imune. Dentre os principais receptores de superficie membranares e
citosélicos encontram-se 0s receptores semelhantes ao toll (TLRs, do inglés toll-like
receptors) e os receptores semelhantes ao dominio de oligomerizacdo pela ligacdo de
nucleotideos (NLRs, do inglés nucleotide-binding oligomerization domaine/nod-like
receptors), respectivamente (Balamayooram T. e cols, 2010).

Em alguns casos, 0 processo de fagocitose pode estar prejudicado o que levara a
um aumento da populacdo microbiana no espaco alveolar. A proliferacdo de micro-
organismos virulentos no ambiente extracelular acarretard, em primeira instancia, o
recrutamento de neutréfilos para o sitio da infec¢do. Em consequéncia de sua ativacéo,
os neutrofilos sdo capazes de migrar da vasculatura para o espaco alveolar e auxiliar de
diferentes maneiras: através da liberacdo de contetdos com atividade microbicida dos
seus granulos, da fagocitose e destruicdo do patdgeno pela liberacdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species) e da formagdo de redes
extracelulares de cromatina, também chamadas de NETs (do inglés neuthophils
extracelular traps) (Gromes J. e cols, 2011; Brinkmann V. e cols, 2004).

Mediadores inflamat6rios possuem papel fundamental na fisiopatologia da
pneumonia, SDRA e sepse. Uma vez ativados, macrdéfagos, neutrofilos e células
epiteliais alveolares podem produzir e liberar citocinas proinflamatérias, amplificando
assim a resposta imune. Nesse contexto, citocinas inflamatorias participam ativamente
da resposta, como por exemplo a IL-6, que pode apresentar um papel tanto pré quanto
anti-inflamatorio, influenciando a entrada de neutréfilos no pulméo (Leemans J.C. e
cols, 2002). Quimiocinas também participam deste processo, como por exemplo, a
quimiocina KC (quimiocina homologa da IL-8 humana) que tem papel na
quimioatracdo de neutréfilos para o local da inflamacao.

Se por um lado o recrutamento de neutréfilos da circulacdo para o sitio
inflamatdério se mostra em um primeiro momento benéfico para o hospedeiro, 0
estimulo microbiano e/ou sua viruléncia em altas proporc¢des pode levar a um excesso

de neutréfilos no meio, refletindo em uma produgdo exacerbada de agentes danosos
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para o tecido. O dano tecidual, bem como a quebra da barreira alvéolo-capilar
resultantes da intensa resposta inflamatdria disseminada caracterizam formas mais
graves de inflamacgdo pulmonar como por exemplo a SDRA (Sindrome do Desconforto
Respiratorio Agudo) (Matthay M.A. e cols, 2011). Como consequéncia da quebra da
barreira alvéolo-capilar, ocorre a passagem de fluido rico em proteinas para o espaco
alveolar dando inicio a formacdo de edema. A Figura 2 expde uma sintese dos eventos
descritos acima.

Adicionalmente, do ponto de vista estrutural, a disfuncdo pulmonar pode ocorrer
em consequéncia dos efeitos do processo inflamatorio, e também tem papel importante
na fisiopatologia da pneumonia grave (Gattinoni L. e cols, 2004).

Outra consequéncia do desequilibrio da resposta inflamatéria no pulméo e da
descompartimentalizacdo da mesma € a entrada de mediadores da inflamacéo, do agente
microbiano e de seus produtos na circulacdo sanguinea, 0 que leva a uma resposta

inflamatoria sistémica e sepse.
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1.2. Interacao entre o sistema Imune e sistema nervoso central (SNC)

1.2.1 SNC e o conceito de imunoprivilegiado

Um importante avango recente na area da neurociéncia foi uma melhor
compreensdo das interagOes entre o sistema imune e o SNC. Durante muito tempo,
acreditou-se que o SNC era imunologicamente privilegiado. A condicdo de privilégio
imune € quando determinados Orgdos sdo capazes de tolerar a introducdo de um
antigeno sem elicitar uma resposta inflamatoria. Este termo foi criado em 1948 pelo
ganhador do Prémio Nobel Sir Peter Medawar, quando observou que o cérebro, bem
como a camara ocular anterior, ndo apresentavam rejeicdo a aloenxerto, 0 que ndo
ocorria com o tecido subcutaneo (Medawar, 1948). De fato, outros estudos anteriores ao
de Medawar ja demonstravam que antigenos encontrados dentro do parénquima cerebral
conseguiam escapar ao reconhecimento imunoldgico (Shirai, 1921; Murphy e cols,
1923), e posteriormente 0 mesmo acontecimento foi demonstrado com bactérias
(Matyszak M.K. & Perry V.H., 1998), virus (Stevenson P. G. e cols, 1997) e vetores
(Byrnes A.P. e cols, 1996).

Privilégio imune foi entdo considerado uma adaptacdo evolucionaria da qual
poupava Orgdos tidos como vitais, com capacidade limitada de regeneracdo, das
consequéncias deletérias da inflamacdo. Além disso, o privilégio imune garante a
manutencdo do status quo imunolégico dos tecidos fazendo parte da homeostasia dos
mesmos. Orgdos que foram descritos imunoprivilegiados incluem: olhos (Nierderkorn
J.Y. e cols, 2007), SNC (Medawar, 1948), a interface feto/placenta (Guller S. &
LaChapelle L., 1999) e testiculos (Head J.R. & Billingham R.E., 1985). A presenca de
barreiras tecido-sanguineas, relativa auséncia de vasos linfaticos e nimero restrito de
células apresentadoras de antigenos (APCs, do inglés antigen-presenting cells) sdo
algumas das principais caracteristicas apresentadas por 6rgdos imunoprivilegiados
(Forrester J.V. e cols, 2008).

Embora o SNC tenha sido avaliado durante muitos anos como um ambiente
classico privilegiado imunologicamente, devido a dificuldade de acesso de células do
sistema imune ao seu interior, esse conceito tem sido substancialmente revisado ao
longo das ultimas décadas (Harris M.G. e cols, 2014; Louveau A. e cols, 2015). A
observacdo por Paul Ehrlich de que o SNC ndo corava apds injecdo sistémica de

corantes hidrofilicos foi a primeira documentacdo da existéncia de uma barreira fisica

10



entre essas regides (Saunders N.R. e cols, 2014), sendo o termo “Bluthirnschranke”
(barreira  hematoencefalica) utilizado pela primeira vez nos anos 1900 por
Lewandowiski. A presenca da barreira hematoencefalica (BHE) foi considerada um
ponto chave na qualificacdo do SNC como um sitio privilegiado imunologicamente.
Particularmente, as células endoteliais que constituem a vasculatura cerebral na BHE
estdo conectadas umas as outras através de juncBes complexas do tipo tight, o que
dificulta a passagem de macromoléculas forgando-as a uma passagem transcelular e
torna a permeabilidade da barreira demasiadamente seletiva. Dentre as outras
especialidades da BHE estdo a reducdo da atividade de pinocitose e auséncia de
fenestracOes intercelulares.

Consequentemente, estudos foram delineados no sentido de avaliar a
participacdo da BHE na interacdo entre o sistema imune e o SNC. Wolburg H. e cols,
2005 demonstraram, utilizando tecidos de camundongos com encefalomielite auto-
imune experimental (EAE, do inglés Experimental Autoimmune Encephalomyelitis),
que a migracao de leucdcitos através da BHE pode ocorrer sem ruptura das juncdes
tight, revelando uma via transcelular pela qual essas células podem adentrar o SNC
(Wolburg H. e cols, 2005). Também foi demonstrado que um rompimento mecanico
transiente da BHE no trauma parece néo ser capaz de provocar um influxo significativo
de leucdcitos (Dietrich W.T., 1994).

Portanto, em virtude do avango nessas pesquisas, além de impor fisicamente
uma protecdo ao cérebro contra metabdlitos e toxinas provenientes do sangue, foi
estabelecido que a barreira também apresenta um papel importante na limitacdo e
regulacdo da entrada de células imunes no SNC, e ndo o de isolar integralmente o
mesmo da circulacdo sistémica.

Outra caracteristica importante observada que contribuiu para novas definicdes
de imunoprivilegado é a existéncia de uma compartimentalizagdo do privilégio imune,
uma vez que foram observadas diferencas na imunoreatividade entre as diferentes partes
do SNC. Apos injecdo intracerebral de lipopolissacarideo (LPS) observou-se uma
infiltracdo de neutrdfilos na substancia branca, diferentemente da substancia cinza onde
ndo houve a entrada dos mesmos (Anderson P.B. e cols, 1992). Também foi visto que o
crescimento de um tumor ocorria sem rejeicdo quando enxertado na regido do
parénquima cerebral. Em contraste, era possivel verificar uma resposta celular com
posterior destruicdo do material quando o mesmo era inserido numa regido préxima ao
ventriculo (Murphy J.B. & Sturm E., 1923).
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O trafego continuo de leucdcitos, tanto do sistema imune inato quanto do
sistema imune adaptativo, para 0 SNC em condic¢des fisioldgicas esta bem estabelecido,
porém se restringe a determinadas regides. A vigilancia imunoldgica se d& a partir do
sangue atraves do plexo cordide para dentro do liquido cérebro-espinhal e é feito
principalmente por APCs, residentes das meninges e do plexo coroéide, e linfécitos T,
presentes nos compartimentos relacionados ao liquido cérebro espinhal.

Do ponto de vista imunoldgico, levando-se em consideracdo a natureza
imunolodgica das regibes anatbmicas, 0 SNC pode ser organizado em: parénquima, 0S
ventriculos incluindo o plexo cordide e o liquido cérebro-espinhal, e as meninges, cada
qual com um tréfego de leucdcitos e resposta imune caracteristicos. Portanto, a presenca
de leucdcitos patrulhadores em compartimentos especificos do SNC parece ter uma
funcao fisioldgica fundamental, como a de permitir a proximidade entre os leucocitos e
o tecido afetado, porém controlando o potencial agressivo dessas células ao SNC.

Essas e outras descobertas contribuiram para uma redefinicdo do conceito de
imunoprivilegiado do SNC, constatando um funcionamento Unico e diferenciado com
relacdo ao sistema imune periférico, o caracterizando, portanto, como um sitio de

especialidade imunologica.

1.2.2 Neuroinflamacédo

A definicdo de inflamac&o refere-se a resposta imune a uma determinada injuria
tecidual. Tradicionalmente, a inflamacéo é caracterizada através de seus sinais cardinais
— calor, rubor, edema e dor — descritos por Cornelius Celsus na Roma antiga por volta
do ano 30 antes de Cristo. O conceito de perda de funcédo foi introduzido mais adiante,
pelo patologista alemdo Rudolf Virchow ja no século X1X, como o quinto sinal cardinal,
estabelecendo também os principios fisiopatoldgicos da resposta inflamatéria.

Em consequéncia de sua condicdo de sitio com especializacdo imunoldgica, a
resposta inflamatéria no SNC vai além do conceito classico de inflamacdo que é
observado na periferia. Algumas das caracteristicas principais, responsaveis para que as
reacOes inflamatdrias no SNC tenham um comportamento diferenciado das observadas
na periferia sdo: a auséncia de células dendriticas no parénquima cerebral, o papel de
astrécitos e microglia como células responsaveis pela resposta imune inata no
parénquima (Ransohoff R.M. e cols, 2010) e a permeabilidade limitada dos vasos do
SNC, o que dificulta a entrada de células da resposta imune adaptativa.
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O panorama mecanistico da resposta inflamatoria fora do SNC compreende a
elevacdo de citocinas e quimiocinas proinflamatorias, ativacdo de macrofagos,
recrutamento de leucdcitos e lesdo tecidual. No SNC, também pode-se ser observar
durante o processo inflamatorio a producdo aumentada de mediadores da inflamagéo
(Bellaver B. e cols, 2015), ativacdo de células da glia, infiltracdo de células imunes e
morte celular acompanhada de quebra da BHE (Bénardais K. e cols, 2014).

Inicialmente, antes do termo ‘“neuroinflamacdo” entrar em uso, estudos ja
demonstravam o papel da resposta imune em doencgas neurodegenerativas, como a
doenca de Alzheimer (Mcgeer P.L. e cols, 1987; Griffin W.S.T. e cols, 1989). Ainda nédo
esta claro qual ou quais critérios devem ser levados em consideragdo para designar uma
resposta imune no SNC de neuroinflamacéo, porém diversos estudos consideram uma
resposta individual, como por exemplo a producdo de citocinas, suficiente para se
denominar um processo neuroinflamatorio (Vargas D.L. e cols, 2005). As interacdes
neuro-imune podem ocorrer tanto em condi¢Ges de homeostase quanto patoldgicas e
ambas durante o desenvolvimento e no adulto. De fato, mecanismos imunes séo
responsaveis pelo remodelamento de circuitos neurais, consolidacdo de memoria, e
neurogenese em resposta a estimulos diarios do ambiente. No desenvolvimento, uma
grande parte dos processos relacionados com a neurogénse é mediado por células
imunes residentes (Paolicelli R.C. e cols, 2011). A manutencdo da homeostase no adulto
também é feita por células do sistema imune circulantes ou residentes no SNC
(Cusimano M. e cols, 2012; Hao J. e cols, 2010).

Além dos neurdnios, 0 SNC é composto por outra classe de células residentes
ndo neuronais chamadas de células da glia que compreendem principalmente a
microglia, astrécitos e oligodentrdcitos. Diferentemente dos neurdnios, essas células
ndo participam diretamente da neurotransmissdo e interac@es sinpticas, mas participam
da regulagéo das sinapses e tém funcéo de suporte, defesa e desenvolvimento do SNC.

Uma resposta caracteristica a maioria das injurias ao SNC é a ativacdo de
microglia e astrocitos no local do dano, sendo essas células participantes ativas da
resposta imune com o papel de principais fontes de mediadores inflamatérios e
geradores de espécies oxidantes (Sheng W.S. e cols, 2013).

As células da microglia constituem 10% do total de células da glia e séo
definidas como macrofagos residentes do cérebro, representando, portanto, a primeira
linha de defesa do sistema imune no SNC (Lawson, L.J. e cols, 1990). Essas células sdo

originarias da populagdo de células-tronco do saco vitelino e, durante o
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desenvolvimento, migram e colonizam o parénquima cerebral antes da formacéo
completa da BHE (Ginhoux F. e cols, 2010). A microglia é classificada
morfologicamente em ramificada, ameboide e reativa, sendo esta Ultima encontrada em
condicbes patoldgicas. A forma amebdide € vista durante o processo de
desenvolvimento e apds o periodo pré-natal adquirem o fenétipo ramificado e em
repouso. Esse fenotipo em repouso é caracterizado por numerosos e longos processos
que permite a cobertura de todo o parénquima, sem sobreposi¢do, no cérebro normal do
adulto, morfologia exclusiva da microglia (Nimmerjahn A. e cols, 2005). Uma vez
estimuladas, essas celulas se tornam ativas com retracdo do nimero e comprimento de
seus processos, aumento do volume do corpo celular e expressdo de citocinas e
liberacdo de espécies reativas, agindo também como células fagociticas (Figura 3) (Kaur
C. e cols, 2006; Wierzba-Brobowicz T. e cols, 2005).

Ramificada

e
5
*

Nao-ramificada/amebdide/ativada

Figura 3 - Morfologia da microglia no SNC adulto humano
Microglias sdo células morfologicamente e funcionalmente dindmicas capazes de modificar suas

formas de altamente ramificadas a completamente ameboides. A transi¢do pode ser répida ou a
microglia pode permanecer em uma forma por anos (Colton C. A. e cols, 2000). As formas
ilustradas representam a transformacdo que pode ser reversivel em cada um dos pontos, com

variacdes dentre de cada forma mostrada. Adaptado de Karperien A. e cols, 2013.
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Em condicBes fisioldgicas a microglia age como células sentinelas e estdo
constantemente rastreando o tecido cerebral para placas, neur6nios danificados e
agentes infecciosos. Além disso, a microglia pode desempenhar um papel neuroprotetor
através da sua habilidade de promover neurogenese e remodelamento sinaptico pos-
natal, de atuar como celulas fagociticas e de reter a inflamacéo através da liberacdo de
mediadores inflamatorios (Colton, 2009). Em condigdes patoldgicas, a microglia ird
reconhecer PAMPs ou padrdes moleculares associados ao dano (DAMPs, do inglés
damage-associated molecular patterns) através de seus receptores imunes gque incluem
TLRs, NLRs e outros receptores scavengers e a partir desse reconhecimento ocorrera a
liberagdo de citocinas pro-inflamatdrias como IL-6 (Interleucina-6), fator de necrose
tumoral (TNF-a, do inglés tumor necrosis fator-a) e IL-1p (Interleucina-1p), além de
quimiocinas, como a proteina quimioatraente para mondcitos-1 (MCP-1, do inglés
monocyte chemoattractant protein-1) e bem como espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio. Este processo de ativacdo leva a microglia a um fenotipo classicamente
ativado, denominado fendtipo M1. Em contraste, a microglia pode apresentar o fen6tipo
alternativamente ativado, que compreende a liberagdo de mediadores, como a citocina
anti-inflamatoria TGF-f que irdo inibir a inflamag&o e restaurar a homeostase do tecido
cerebral (Kroner A. e cols, 2014). A TGF-p é induzida tanto em lesdes cerebrais agudas
quanto cronicas e receptores para esta citocina estdo presentes nos principais tipos
celulares do SNC (Buckwalter M. e cols, 2004; Unsickler K. e cols, 1991). Apds uma
injuria a sinalizacdo via TGF- 3 pode ser neuroprotetora ou promover fibrose
(Buckwalter M. e cols; Moon L.D. e cols, 2001). Esta citocina também esta envolvida
na formacao de sinapse e tem efeitos diretos em neurdnios (Tesseur 1. e cols, 2006; Sun
M. e cols, 2010).

Portanto, a troca do fen6tipo de microglia classicamente ativada para o fenétipo
de microglia alternativamente ativada, quando ocorrida de maneira correta leva ao
reparo eficiente e contencdo do dano tecidual, enquanto que a continuidade da liberacao
de citocinas e quimiocinas pré-inflamatorias e espécies reativas de oxigénio pode levar
a morte celular e danos no tecido (Kroner A. e cols, 2014).

A funcdo da microglia no SNC é complexa e pode apresentar um papel tanto
neuroprotetor como também neurotoxico. Uma das consequéncias da crenca de que o
SNC eraisolado da circulagéo, foi a de que a resposta imune quando ocorria no mesmo,

era exclusivamente deletéria, com isso muitos trabalhos anteriormente na literatura
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focaram em estudar os mecanismos de ativacdo da microglia em condi¢bes patologicas.
A natureza dos estimulos pode variar, sendo eles LPS (lipopolissacarideo), a proteina
beta-amildide, e interferon-gamma (IFNy), proteina prion (Zhu C. e cols, 2016) e
diversos patogenos como o HIV. A microglia também pode ser ativada devido ao
trauma, isquemia, infeccdo ou durante doencas degenerativas.

Os mediadores inflamatdrios e espécies reativas, ja conhecidos no processo de
inflamagdo que ocorre na periferia, também sdo produzidos e liberados durante a
neuroinflamacdo e fazem parte do progresso da resposta orquestrada por células do
SNC.

As citocinas sdo pequenas moléculas que promovem a comunicacdo intercelular
entre as células do sistema imune. A ativacdo dessas células pode levar a liberacdo de
citocinas pré e antiinflamatérias que irdo se ligar ao seu receptor correspondente e
induzir a transcricdo génica. O perfil de citocinas no SNC é de baixa expressao, onde
participam de eventos fisiol6gicos normais, porém este induz prontamente sua producao
uma vez estimulado a partir de uma infeccdo ou injaria tecidual. Essa producdo por
células residentes do SNC é essencial para propagar os sinais inflamatoérios e determinar
o0 desfecho da resposta. Duas das citocinas importantes no SNC sdo a IL1-$ e a IL-6.

A citocina IL1 é uma das mais amplamente estudadas, foi a primeira citocina
identificada com ag¢fes no SNC e tém a IL-1B como uma das suas formas mais
caracterizadas, sendo liberada logo apds a injuria ao SNC por microglias ativadas.
Possui acOes diversas que incluem a inducdo de fatores de crescimento, reducdo da
liberacdo de glutamato e inducdo da producdo da enzima 6xido nitrico sintase induzida
(iINOS, do inglés inducible nitric oxide synthase). A IL-1p circulante pode ser
transportada através da BHE para propagar seus sinais e a IL-1P produzida no
parénquima cerebral pode promover o aumento da expressdo de moléculas de adesao e
levar a infiltracdo de leucdcitos (Ferrari C.C. e cols, 2004). No SNC essa citocina pode
ser um marcador confidvel de neuroinflamagdo, uma vez que sua expressdo foi
demonstrada elevada em diversas doencas do SNC e estd relacionada aos processos
neuroinflamatérios agudos in vivo. Quando exposto a IL-1p3, o cérebro de roedores
rapidamente leva a ativacao de astrocitos e microglia e a injegdo em bolus dessa citocina
induz o aumento da expressdo de citocinas pro-inflamatérias, de quimiocinas
quimioatraentes para leucocitos, cicloxigenases e metaloproteinases de matriz

(Anderson P.B. e cols, 1992). Além disso, a IL-13, em humanos, esta elevada no cérebro
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e no fluido cerebro-espinhal de pacientes que sofreram lesdo cerebral ou acidente
vascular cerebral. Além da elevacdo da expressdo de IL-13 em lesdes agudas, estudos
mostram que esta citocina estd aumentada também em lesGes cerebrais de pacientes com
doencas neurodegenerativas como na Doenca de Alzheimer e Esclerose Multipla
(Griffin W.S. e cols, 1989; McGuiness M.C., 1997). Alem disso, esses achados foram
reproduzidos em modelos animais de ambas as doencas (Burm S.M.. e cols, 2016).

A citocina IL-6 foi primeiramente demonstrada estar expressa em algumas
linhagens de astrocitoma e glioma e com capacidade de induzir diferenciagéo neuronal
(Yasukawa K. e cols, 1987; Satoh T. e cols, 1988). Portanto, tanto células da glia quanto
células neuronais expressam IL-6 e seu receptor IL-6R por todo o parénquima cerebral,
representando um mediador fundamental no SNC. A IL-6, bem como a IL-1p e outras
citocinas, tem sua expressdo aumentada na ocorréncia de uma infeccdo ou injuria do
SNC. Essa citocina e produzida no SNC durante meningite viral tanto em modelos
experimentais de encefalite quanto em pacientes com infecgdes agudas virais (Frei K. e
cols, 1988). Em pacientes que sofreram traumatismo cranioencefalico (TCE), os niveis
desta citocina estdo mais elevados no SNC do que no plasma. A IL-6 também esta
relacionada a doencgas neurodegenerativas como a Doenca de Alzheimer, onde se
observou seu aumento na regido das placas amiloides e fluido cérebro-espinhal destes
pacientes (Hampel H. e cols, 2005), bem como foi demonstrada a producéo da proteina
precursora beta-amiloide por esta citocina (Ringheim G.E. e cols, 1998).

De maneira semelhante a observada na resposta imune periférica, no SNC
quimiocinas sdo liberadas por células da glia e promovem neuroinflamacdo através da
atracdo de leucdcitos ao local da injuria (Proost e cols, 1996). A importancia das
quimiocinas na neuroinflamacdo se demonstrou inicialmente em estudos com modelo
de EAE, na qual a progressdo da doenca estava associada ao aumento da producgéo de
quimiocinas no tecido cerebral (Ransohoff R.M. e cols, 1993; Glabinski A.R. e cols,
2003). Estudos preliminares in vitro demonstraram que a ligacdo da quimiocina MCP-1
ao seu receptor CCR2 é capaz de induzir a transmigracdo de forma eficiente de
mondacitos e macrdofagos através do endotélio microvascular cerebral (Stamatovic S.M. e
cols, 2005). Além disso, receptores especificos para quimiocinas foram detectados em
diferentes tipo celulares no SNC, como microglia, astrocitos, neurbnios e
microvasculatura cerebral (Ransohoff R.M. e cols, 2007). Citocinas também podem, por
sua vez, estar envolvidas na regulacéo da producdo de quimiocinas (Meares G.P. e cols,
2012) e determinadas quimiocinas sao também quimioatraentes para microglia.
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A ativacdo de microglia e astrocitos com consequente liberacdo de citocinas e
quimiocinas pode também causar estresse nitrosativo e oxidativo que representa um
mecanismo de defesa em baixas concentra¢Ges, porém pode levar a um dano neuronal
de longo prazo quando ocorre um desbalanco entre sua producdo e a capacidade de
defesas antioxidantes (Leszek J. e cols, 2016). Essas espécies reativas sdo consideradas
segundos mensageiros, em baixas concentracbes, e quando liberadas em altas
concentragdes podem danificar lipidios e DNA e promover danos ao SNC, levando ao
prejuizo de funcdes celulares e aumento da inflamacdo (Leszek J. e cols, 2016). O
oximo nitrico € um radical livre e tem efeito neurodegenerativo (Wang L. e cols, 2015).
A INOS é principal enzima utilizada por células da glia para a producéo de 6xido nitrico
(NO, do inglés nitric oxide) no SNC. O aumento dos niveis de dOxido nitrico esta
relacionado a patologias do SNC como EAE e esclerose multipla (Smith K.J. e
Lassmann H., 2002; Cross A.H. e cols, 1996). O NO ainda pode reagir com oxigénio
livre e formar peroxinitrito acarretando a peroxidacdo lipidica e danificando
oligodentrécitos (Cross A.H. e cols, 1997). Na isquemia os neutréfilos sdo as primeiras
células circulantes a aparecerem no local da lesdo, uma vez infiltrados comecam a
produzir ROS e mieloperoxidase (MPQO) que irdo contribuir para a disfuncdo da BHE
(Justicia e cols, 2003). Estudos também demonstraram 0 aumento do estresse oxidativo
com aumento da idade no cérebro. Um resumo das principais células do SNC e seu

potencial neuroinflamatdrio pode ser encontrado na figura 4.
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Figura 4: Células do SNC com potencial neuroinflamatério (adaptado de Wohleb E.S. e cols,
2013). Classificacdo das células do SNC quanto sua origem, funcdo, localizagdo, ativacéo e
potencial inflamatério e imune.

1.2.3 Inflamacéo sistémica e neuroinflamacao

As disfuncdes do SNC podem ser resultado de insulto direto ou através da
inflamacdo sistémica. Diversos estudos indicam que os eventos pro-inflamatorios que
ocorrem na periferia podem induzir um efeito neurotdxico, como por exemplo pela
administracdo sistémica de LPS aumentando a degeneracdo de neurénio motor em
modelos animais de esclerose lateral amiotréfica (Nguyen e cols, 2004). Porém, Qin L.
e colaboradores demonstraram pela primeira vez o efeito toxico direto da administragcdo
sisttmica de LPS, onde uma Unica dose intraperitoneal foi capaz de induzir uma
inflamacdo persistente e neurotoxicidade progressiva por até 10 meses no animal adulto
(Qin L. e cols, 2007).

A inflamacdo sistémica pode ser detectada pelo SNC através dos Orgaos

circunventriculares, que sdo determinadas regides do cérebro onde ha auséncia da BHE
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(Benarroch e cols, 2011), permitindo uma comunicacdo direta entre o cérebro e o
sangue, por rotas neurais, que apresentam receptores de citocinas, como 0 nervo vago, e
pelo transporte ativo de citocinas pela BHE (Duvernoy & Risold, 2007; Quan & Banks,
2007). Portanto, existe uma via bidirecional entre o cérebro e o sistema imune, onde
células residentes sdo ativadas via liberacdo local ou sistémica de mediadores da
inflamacéo (Maier S.F., 2003). Esse quadro de inflamacdo sistémica com ocorréncia de
inflamacdo no SNC pode ser observado na sepse. A sepse estd entre as causas mais
comuns de admissdo em unidades de terapia intensiva, com alta taxa de mortalidade
(Angus D.C. e cols, 2001). A sepse é caracterizada por uma disfuncdo organica com
perigo a vida causada por uma resposta desregulada & uma infeccdo (Singer M. e cols,
2016). O SNC ¢ rapidamente afetado durante a sepse, acarretando uma encefalopatia
aguda e que esta associada ao aumento de mortalidade (Eidelman L.A. e cols, 1996;
Sprung C.L. e cols, 1990). A encefalopatia associada a sepse (EAS) é a causa mais
comum de encefalopatia nas unidades de terapia intensiva e acredita-se que metade dos
pacientes de sepse adquiram essa condicdo (Young G. B. e cols, 1992; Eidelman L.A. e
cols, 1996). Pacientes que apresentam infeccdo do trato biliar e intestinal, e pneumonia
possuem maior risco de desenvolvimento de EAS (Zhang Z., 2015).

A EAS parece estar relacionada a um processo de inflamagdo cerebral, sem
evidéncia de infeccdo local, que pode se manifestar como distirbio de atencdo,
desorientacdo, delirium e sonoléncia, podendo até levar ao coma. (lacobone E. e cols,
2009). O conhecimento da fisiopatologia da EAS ainda é limitado, porém diversos
mecanismos ja foram propostos (Flierl M. A. e cols, 2010). A quebra da barreira
hematoencefélica pode ser um dos mecanismos centrais que favorecem a
neuroinflamacdo na sepse. Dados mostram que o Oxido nitrico derivado da enzima
oxido nitrico sintase endotelial (eNOS, do inglés endotelial nitric oxide synthase)
contribui para a ativacao e disfuncdo das células endoteliais de vasos cerebrais (Handa
O. e cols, 2008). A geracdo de citocinas locais, alteracbes de microcirculacdo e
desequilibrio de neurotransmissores também sdo importantes eventos que contribuem

para o desenvolvimento da EAS (Lucas e cols, 2006).

1.2.4 Inflamacao sistémica e efeitos cognitivos de longo prazo

A EAS frequentemente é descrita como um processo agudo e reversivel, porém

alguns estudos mostram que sequelas cognitivas de longo prazo podem ser
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consequéncias da EAS. Um estudo clinico com pacientes idosos com sepse severa
mostrou que o0s sobreviventes apresentavam alteracfes cognitivas importantes
(lwashyna T. J. e cols, 2010). Adicionalmente, Semmler e colaboradores demonstraram
que sobreviventes de sepse apresentavam déficit cognitivo no aprendizado e memoria,
bem como diminuicdo do volume do hipocampo (Semmler A. e cols, 2013).

Particularmente, alguns estudos clinicos com pacientes que apresentam inflamacéo
pulmonar grave, ttm descrito alteracbes cognitivas de longo prazo nos sobreviventes.
Um estudo interessante sugere uma relacdo bidirecional entre pneumonia e funcdo
cognitiva, onde alteracdes na cognicao ao longo do tempo contribuiram para o aumento
de risco para pneumonia, e por outro lado, a internagdo por pneumonia acelerou as
manifestacdes clinicas de deméncia (Shah F.A. e cols, 2013). Mais de 70% dos
pacientes sobreviventes de SDRA apresentaram comprometimentos cognitivos apés alta
hospitalar, sendo que 43% deles permaneceram com essas alteracfes por até um ano
(Hopkins R.O. et al 2005). Essas alteragdes estdo relacionadas com a qualidade de vida
desses sobreviventes, influenciando em sua capacidade laborativa (Rothenh&usler H.B.
e cols, 2001). Os dominios cognitivos mais frequentemente afetados em pacientes, apds
a hospitalizacdo em UTIs, sdo a memdaria e fungdes executivas (Wilcox M.E. e cols,
2013).

A formacdo de memoria e o aprendizado envolvem regides especificas do SNC, ndo
sendo necessariamente processadas e armazenadas pela mesma maguinaria neural. Em
relacdo a sua duracdo, a memoria é classificada em memoria de curta duracdo e
memoria de longa duragdo. A memoria de curta duracdo é instavel e vulneravel a
perturbacdes, durando poucas horas e podendo ou ndo dar origem a memdria de longa
duracdo (lzquierdo I. e cols, 1998; Izquierdo I. e cols, 1999). Na memoria de longa
duracdo a informacéo é adquirida e armazenada por muitas horas, dias ou anos, e pode
ser evocada quando necessaria (lzquierdo I. e cols, 1998).

Como citado anteriormente, diferentes regides do cérebro estdo envolvidas nos
diferentes estagios da formacdo de memoria, dentre elas, destacam-se o hipocampo, a
amigdala e o cértex. Particularmente, a regido do hipocampo constitue uma estrutura
central no processo de formacgdo das memorias, do qual esté sujeito a modificacGes de
funcdes e estruturas de sinapses (Bekinschtein P. e cols, 2010).

As bases moleculares para a formacéo e consolidacdo de memoria ainda néo séo
completamente compreendidas, porém estudos demonstram o potencial de longa-

duracdo (LTP, do inglés long-term potentiation) como o principal, e mais amplamente
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aceito, mecanismo de plasticidade sinaptica envolvido na codificagdo da memaoria no
hipocampo. Para que se inicie o LTP é necessaria a ligagdo do neurotransmissor
glutamato a um de seus receptores, por exemplo o NMDA (N-metil-D-aspartato),
culminando com a induc&o do influxo de Ca*? para 0 meio intracelular do neurénio pos-
sinaptico e consequente ativacdo da transcricdo de DNA e sintese proteica (Izquierdo &
Medina, 1997).

A ativacgdo crbnica de microglia leva a liberacéo de fatores neurotdxicos, como por
exemplo citocinas inflamatdrias, por essas células que por sua vez podem acarretar em
perda neuronal e inducgéo do dano cognitivo (Kondo S. e cols, 2011; Semmler A. e cols,
2007). Além disso, a resposta inflamatdria pode interferir na renovacéo celular no
cerebro afetando a neurogénese no hipocampo (Monje M.L. e cols, 2003).

Diversos mediadores inflamatorios também foram demonstrados interferir na
plasticidade sinaptica e formacdo da memoria. Em niveis fisioldgicos, a citocina IL1-3 é
importante para inducdo e manutencdo do LTP no hipocampo, porém quando em
concentracdes elevadas pode inibir a LTP (Ross F.M. e cols, 2003). Animais
geneticamente deficientes para a citocina IL-6, TNF-o. e seus receptores do tipo um e do
tipo dois (TNFR1 e TNFR2) apresentavam a consolidagdo de memoria prejudicada
(Hryniewictz A. e cols, 2007; Baune B.T. e cols, 2008). Além disso, a citocina TNF-
o também mostrou estar associada a perda de funcdo cognitiva apés alta hospitalar de
pacientes com CAP (El Solh A. e cols, 2006).
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2JUSTIFICATIVA

A pneumonia consiste em uma importante causa de morte em todo o mundo e
pacientes que apresentam pneumonia grave frequentemente necessitam de cuidados
intensivos. Estudos prévios ja demonstram, consistentemente, taxas elevadas de
mortalidade em um periodo precoce de 30 dias, porém dados recentes também vém
associando as pneumonias, principalmente as CAP, com mortalidade a longo prazo
(Holter J.C. e cols, 2016). Foi demonstrado que a taxa de mortalidade cinco anos apos a
hospitalizacdo pode ser maior que 50% (Johnstone J. e cols, 2008; Bordon J. e cols
2010). As pneumonias grave, portanto, conferem alto risco de mortalidade a longo
prazo.

Outra consequéncia de longo prazo importante que vem sendo observada em
pacientes criticos € a reducéo substancial da capacidade de retorno as atividades do dia a
dia. Grande parte desta diminuicdo da funcdo laborativa € atribuida ao declinio
cognitivo que frequentemente acomete sobreviventes de sepse, e que mais recentemente
tem sido observado também em sobreviventes de SDRA, com prevaléncia de até 78%
na alta hospitalar, 46% em um ano e 25% em seis anos (Wilcox M.E. e cols, 2013).

Embora existam diferentes propostas de mecanismos envolvidos na fisiopatologia
da disfuncdo cerebral, a grande parte das andlises é feita em um tempo precoce, sendo
poucos os estudos que descrevem alteragdes a longo prazo. O presente estudo, portanto,
visa investigar o impacto da pneumonia grave sobre o SNC, descrevendo alteracdes
agudas, mas também observando alteragdes em um periodo tardio.

Adicionalmente, € importante ressaltar que o pulmédo representa o principal foco
inicial de infeccdo na sepse e que, até o momento, estudos clinicos demonstraram a
relacdo entre pneumonia e dano cognitivo. Portanto é de grande importancia o
desenvolvimento de novos modelos experimentais que sejam clinicamente relevantes e
que possam ajudar no esclarecimento dos mecanismos envolvidos no comprometimento
cognitivo tanto na sepse quanto na pneumonia, bem como atuar como ferramenta para o
estudo de estratégias terapéuticas capazes de conter ou reverter a possivel formacao de

sequelas neurocognitivas.

23



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar as alteragbes agudas e de longo-prazo no SNC em modelo

experimental de pneumonia grave

3.2 Objetivos Especificos

e Estabelecer um modelo experimental de pneumonia grave em camundongos,
através da avaliagdo da taxa de sobrevida, escore clinico, parametros

inflamatorios locais e sistémicos;

e Caracterizar os efeitos agudos no cérebro de animais com pneumonia
experimental grave, através da avaliacdo de ativacdo de microglia, presenca de
estresse oxidativo, quantificacdo de mediadores inflamatérios, proliferacéo

celular, bem como avaliar a alteracéo de proteinas sinapticas;

e Investigar as alteracdes cognitivas de longo-prazo na pneumonia experimental

grave e no modelo de sepse polimicrobiana, através da analise comportamental;

e Caracterizar as bases neuro-patoldgicas do dano cognitivo na pneumonia
experimental grave e na sepse polimicrobiana, através da avaliacdo da ativacao

da microglia e da proliferacéo celular.

e Avaliar alteragdes em proteinas sinapticas e na quantificagdo neuronal no

modelo de pneumonia experimental grave.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Camundongos C57BL/6 com idade de 4 a 6 semanas e pesando entre 18-23g
provenientes do Centro de Criacdo de Animais de Laboratério (CECAL) da Fiocruz
foram utilizados nos experimentos. Durante a realizacdo dos experimentos 0s animais
foram alocados no biotério do Pavilhdo Ozorio de Almeida, no qual foram mantidos sob
temperatura de 24 °C, com 12 horas de ciclo claro/escuro e com acesso livre a agua e a
racdo. Todos os experimentos estdo de acordo com o Comité de Etica no Uso de
Animais da Fundacdo Oswaldo Cruz (CEUA-Fiocruz), segundo licenca ndmero
LW36/10.

4.2 Grupos experimentais

No presente trabalho dois modelos foram utilizados: 0 modelo de pneumonia
grave e 0 modelo de sepse polimicrobiana. Os camundongos foram divididos
randomicamente em dois grupos para cada modelo experimental (Figura 5), sendo cada
grupo constituido de pelo menos 6 animais. Esses animais foram entdo eutanasiados
para analise em diferentes tempos apds a inducdo de pneumonia, por instilacdo
intratraqueal de 10* ou 10° unidades formadoras de colonia (CFU, do inglés colony-
forming units) da bactéria Pseudomonas aeruginosa 103 (PA103) ou de sepse
polimicrobiana, pelo modelo de ligadura e perfuracéo cecal (CLP). Os seguintes grupos
foram utilizados:

= Modelo de pneumonia — grupo controle:

Instilagdo intratraqueal (i.t.) de 50 uL de solugdo salina estéril apirogénica e tratamento
com injecao intraperitoneal (i.p.) de 100 uL de antibiético Meropenem (30 mg/kg) seis
horas ap0s a instilacao.

=  Modelo de pneumonia — grupo PA103:

Instilagdo intratraqueal (i.t.) de 50 pL de solugdo contendo 10° CFU de bactéria
Pseudomonas aeruginosa 103 e tratamento com injec¢do intraperitoneal de 100 pL de
antibiotico Meropenem (30 mg/kg) seis horas ap6s o estimulo;

= Modelo de sepse polimicrobiana — grupo Sham operado:

Abertura da cavidade peritoneal, exposicdo do ceco e retorno do mesmo a cavidade
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peritoneal, sem haver ligadura e qualquer extravasamento fecal. Reposi¢cdo volémica
com injecdo subcutanea de 1 ml de salina estéril ao término da cirurgia. Tratamento com
injecdo intraperitoneal (i.p.) de 100 pL de antibidtico Meropenem (30 mg/kg), 6 horas
apos a cirurgia.

=  Modelo de sepse polimicrobiana — grupo CLP:

Abertura da cavidade peritoneal, exposi¢cdo do ceco, ligadura e perfuracdo do mesmo
com agulha de vinte e um gauge e quatro perfuracfes com extravasamento fecal para a
cavidade peritoneal. Reposicdo volémica com injecdo subcutanea (s.b.) de 1 ml de
salina estéril ao término da cirurgia. Tratamento com injecdo intraperitoneal de 200 pL

de antibiotico Meropenem (30 mg/kg), seis horas apds a cirurgia.
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Camundongos
C57BL/6
Controles PA103 PA103
50 pL salina i.t. 50 uL 10* CFU 50 pL 10° CFU
Meropenem PA103 i.t. PA103 i.t.
30 mg/kg i.p. Meropenem Meropenem
30 mg/kg i.p. 30 mg/kg i.p.
B
Camundongos
C57BL/6
Controles PA103 Sham operados CLP
50 pL salinai.t. 50 puL 10° CFU 1 ml salina (s.c.) 21 G; 4 perfuragoes
Meropenem PA103 i.t. Meropenem 1 ml salina (s.c.)
30 mg/kg i.p. Meropenem 30mg/kg i.p. Meropenem
30 mg/kg i.p. 30 mg/kg i.p.

Figura 5: Grupos experimentais utilizados no presente estudo

Organograma dos grupos experimentais utilizados no presente trabalho, onde (A) representa 0s
grupos utilizados no experimento piloto e (B) representa os grupos utilizados nos experimentos
subsequentes. A pneumonia foi induzida através da instilacdo de 50 uL de 10° CFU da bactéria
PA103; o modelo de sepse polimicrobiana foi induzido pelo modelo CLP. PA103, Pseudomonas
aeruginosa 103; CLP, ligadura e perfuracdo cecal; i.t., intratraqueal; i.p., intraperitoneal; s.b.,
subcutanea; r.v., reposicdo volémica; G, Gauge.
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4.3 Desenho experimental

No estabelecimento do modelo de pneumonia grave, os animais C57BL/6 foram
submetidos a instilacdo intratraqueal da bactéria PA103 e foram analisados quanto a
sobrevida, escore clinico, parametros inflamatorios locais e sistémicos.

Para a andlise da curva de sobrevida, os animais C57BL/6 foram submetidos a
instilacdo intratraqueal de 10* ou 10° de CFU da bactéria PA103, e a sobrevida analisada
diariamente durante 7 dias. O escore clinico foi analisado nos tempos de 6 horas e 24
horas ap0s a inducdo de pneumonia.

Animais C57BL/6 submetidos a instilagdo intratraqueal de 10° CFU da bactéria
PA103 tiveram amostras do tecido pulmonar e do lavado broncoalveolar (BAL, do
inglés bronchoalveolar lavage) coletadas seis horas ap6s o estimulo, e pardmetros
inflamatdrios no pulmdo foram analisados. Vinte e quatro horas apds o estimulo, os
animais tiveram amostras do sangue e figado coletadas, para a avaliacdo de parametros
inflamatorios e da presenca de bactéria. Amostras do tecido cerebral para a
caracterizacdo da presenca de neuroinflamacdo foram coletadas vinte e quatro horas
apos o estimulo. Outro grupo de animais foi submetido ao ensaio comportamental para
avaliacdo da funcdo cognitiva 13, 30 e 50 dias ap6s a inducédo de pneumonia. No dia 30
e no dia 50 apds o insulto pulmonar os animais foram submetidos ao ensaio
comportamental e tiveram amostras do tecido cerebral recuperadas (Figura 6A e 6C).

No modelo de sepse polimicrobiana animais C57BL/6 foram submetidos ao
CLP. No dia 13 e no dia 30, esses animais foram submetidos ao ensaio comportamental,

e no dia 30 tiveram amostras do tecido cerebral recuperadas (Figura 6B).
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A

Controle/PA103

6h 24h/D1  Dia2 Dia3 Dia4 Dpia5 Dia6 Dia7
escore clinico escore clinico ......

Analise da sobrevida

B

Controle/PA103

6h 24h Dia 13 Dia 30 Dia 50
eutandsia eutanasia Ensaio Ensaio Ensaio
comportamental comportamental comportamental
eutanasia eutanasia

C

Sham/CLP

-l

Dia 13 Dia 30

Ensaio Ensaio
comportamental comportamental
eutanasia

Figura 6 - Representacdo do desenho experimental utilizado
Representacdo esquematica do desenho experimental utilizado para (A) analise da sobrevida e

escore clinico no modelo de pneumonia grave, para (B) modelo de pneumonia grave e para (C)
modelo de sepse polimicrobiana. A indugdo de pneumonia foi realizada através da instilagéo
intratraqueal de 50 ul de 10* ou 10° CFU da bactéria PA103. A inducéo de sepse polimicrobiana

foi realizada através da ligadura e perfuracéo cecal (CLP).
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4.3 Preparo da bactéria

As cepas da bactéria PA103 foram gentilmente cedidas pelas Dra. Alessandra
Saliba e Dra. Christina Plotkowiski do Departamento de Microbiologia, Imunologia e
Parasitologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual do Rio de
Janeiro.

Colénias de bactérias crescidas em meio de cultura sélido Agar Tryptic Soy
(TSA) foram selecionadas e colocadas em 3 ml de meio liquido LB (Luria-Bertani
broth) overnight. A cultura de bactérias foi centrifugada a 2000 rotagdes por minuto
(RPM — centrigufa LS-3 plus CELM) por 10 minutos e o excesso de sobrenadante foi
descartado. A cultura de bactérias foi homogeneizada novamente, diluida em salina
esteril nas concentragdes de dez, trinta e sessenta vezes em placa de 96 pogos e lida em
leitor de placas. A leitura de 0,1 densidade 6tica (D.O.) representa 102 bactérias por ml e
foi previamente padronizada no laboratorio. Apos a leitura a bactéria foi diluida na

concentragéo utilizada nos experimentos.

4.4 Modelo experimental de pneumonia

Camundongos C57BL/6 machos foram anestesiados através da inalacdo de
anestésico isoflurano. Apos assepsia local com alcool etilico a 70%, foi feita uma
incisdo de aproximadamente 1 cm na superficie ventral do pescoco do animal. Os lobos
da glandula tiredide foram afastados e a traquéia foi exposta. Com a ajuda de uma pinga
curva para estabilizagdo do procedimento foi feita a instilagdo de 10% ou 10° CFU da
bactéria PA103 ou de salina estéril em um volume final de 50 uL. A sutura da pele foi
feita com nylon 5-0 (Brasuture) e a recuperacdo dos animais, apos o procedimento, foi
acompanhada durante uma hora. Animais instilados com salina estéril foram utilizados
como controle negativo. Para os experimentos onde as analises foram feitas 24 horas
apos o estimulo, tanto os animais do grupo controle quanto os animais do grupo PA103
receberam antibiético meropenem na dose de 30 mg/kg, em volume de 200 pL, por via

intraperitoneal (i.p.), 6 horas apos o estimulo.

4.5 Modelo experimental de sepse polimicrobiana

Camundongos C57BL/6 machos foram anestesiados através de injecGes
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intraperitoneais de cloridrato de cetamina (Cloridato de dextrocetamina — Cristalia, 100
mg/kg) e xilazina (Cloridato de xilazina — Syntec, 10 mg/kg) 5 minutos antes da
realizacdo do procedimento. ApoOs tosa e assepsia local com &lcool 70%, o ceco dos
animais foi externado através de uma incisdo de aproximadamente 1 cm na regido
abdominal. A ligadura cecal com fio de algodao 4-0 foi sequida de quatro perfuracdes
locais com uma agulha de 21G. Uma pequena quantidade de material fecal foi
extravasada pelo orificio da puncdo antes da recolocacdo do ceco na cavidade
abdominal do animal. O abddémen foi suturado em camadas com nylon 3-0 néo
absorvivel. A reposicdo volémica foi realizada com 1,0 mL de solucéo salina estéril por
via subcuténea. O antibiotico (Meropenem - dose de 30mg/kg) foi ministrado 6 horas
apos a cirurgia. Animais sham operados (sem ligadura e puncdo cecal) foram utilizados
como controles e também receberam reposicdo volémica por via s.c. de 1,0 mL de
solucdo salina estéril e injecdo i.p. de antibiético Meropenem na dose de 30 mg/kg, 6

horas apds a cirurgia.

4.6 Analise do escore clinico

A andlise do escore clinico foi feita de acordo com Machado G.B. e cols, 2009
(Machado G.B. e cols, 2010). Os parametros clinicos foram observados em 6 horas e 24
horas apds o estimulo. Nesta avaliagdo, a pontuacdo mais elevada se correlaciona com o
aumento da gravidade dos sintomas clinicos causados pelo estimulo inflamatério. Cada
animal foi avaliado com base nos sintomas clinicos descritos na tabela 2, onde o
acréscimo de uma pontuacdo correspondeu a presenca e/ou ao nivel do parametro
clinico correspondente. A gravidade foi determinada a partir do somatorio dos pontos ao

final da anélise.
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Tabela 2 - Escore clinico. Pardmetros clinicos utilizados para estabelecer a gravidade
do modelo utilizado.

pélo liso 0
pélo ericado 1
alerta 0
sonolento 1
alerta 0
letargico 1
moribundo 2
normal 0
forcada 1
normal 0
com secrecao 1

4.7 Quantificacdo da celularidade diferencial e total no BAL e sangque

A avaliagdo da contagem de leucdcitos foi feita no lavado bronco-alveolar (BAL)
e no sangue de animais submetidos ao modelo de pneumonia.

A avaliacdo da contagem de leucocitos no sangue periférico foi feita pela veia
caudal dos animais. Para isso, um pequeno corte na extremidade da cauda do animal foi
feito para a retirada de 5 uL de sangue para realizagdo da quantificacdo total de células,
e de aproximadamente 10 pL para a confeccdo do esfregaco para a andlise diferencial.
Para a quantificacdo dos leucdcitos no BAL, os animais foram eutanasiados por
inalacdo de isoflurano procedendo a coleta do mesmo. Essa coleta foi feita expondo-se a
traquéia como descrito anteriormente, e um pequeno orificio foi aberto para a
introducdo de uma céanula acoplada a uma seringa contendo 1 ml de salina tamponada
fosfatada 1X (PBS, do inglés phospate buffered saline). Metade desse volume foi
injetado e aspirado por no minimo 3 vezes para entdo ser recolhido o volume total de
aproximadamente 1 ml de lavado. Para a quantificacdo de leucdcitos totais as amostras
de sangue e BAL foram diluidas em liquido de Turk (380x e 20X, respectivamente) e as
células foram contadas na camara de Neubauer (Neubauer Improved) através da

visualizacdo ao microscopio optico (Olympus) nos aumentos de 10x ou 40x. Para a
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analise diferencial, 150 pL do BAL foram citocentrifugados (Cytospin 3 - Shandon) a
400 RPM por 5 minutos e coradas, juntamente com os esfregagos sanguineos, por
Pandtico rapido, permanecendo imersas por trés minutos em cada um dos reagentes. A
analise diferencial foi realizada pela observacdo das laminas coradas no aumento de
100x.

4.8 Ensaio de atividade mieloperoxidase

O tecido pulmonar foi pesado e homogeneizado em solugdo de homogeneizagéo
que consistiu em PBS EDTA (do inglés, ethylenediamine tetraacetic acid) 5 uM e
brometo de cetildimetil amdnio. 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 (Centrifuga 5415 R — Eppendorf). Em placas de
fundo chato foram adicionados 50 pL de solugdo de homogeneizagdo + 50 pL de
sobrenadante do homogenato + 50 pL de solugdo de o-dianisidina (0,68 mg/mL). A
placa foi entdo incubada a 37°C na leitora de placas por 15 minutos e em seguida foram
adicionados 50 pL de solucdo de perdxido de hidrogénio (0,006%). Apds mais 10
minutos de incubacdo a 37°C determinou-se a densidade déptica no comprimento de
onda de 460 nm.

4.9 Quantificacdo de mediadores soltiveis no BAL, plasma e tecido cerebral

Para a quantificacdo dos mediadores soltveis no BAL foi utilizado o sobrenadante
proveniente do mesmo, retirado 6 horas e 24 horas apds a inducdo de pneumonia. O
BAL foi centrifugado logo ap6s sua coleta pela rotagdo a 2.000 RPM em centrifuga para
microtubos (Eppendorf) e o sobrenadante foi entdo armazenado a -20°C.

A guantificacdo de mediadores solUveis foi feita no plasma. Para isso o sangue foi
retirado através de puncdo cadiaca com seringa contendo 50 pL de heparina e
centrifugado a 1500 rpm por 5 minutos para obtencdo do plasma.

Para a quantificacdo de mediadores solGveis no cérebro foram preparados
homogenatos do tecido apo0s perfusdo do animal com solucdo salina e posterior
disseccdo do tecido cerebral. As amostras do tecido cerebral foram congeladas com
nitrogénio liquido e alocados em freezer -80 ‘C. Para a preparacdo dos homogenatos 0s
tecidos foram descongelados e imediatamente homogeneizados em tampao usado para

ensaio de radioimmunoprecipitacdo (RIPA, do inglés radioimmunoprecipitation assay
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buffer) contendo coquetel de inibidores de proteases. O homogenato foi centrifugado e
seu sobrenadante aliquotado.

As citocinas TNF-a, IL-6, IL-1B, TGF-B e as quimiocinas MCP-1 e CXCL1/KC
foram quantificadas por ELISA (do inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
segundo instrugdes do fabricante. Placas de fundo chato (Nunc) para ensaio em volume
reduzido foram cobertas com o anticorpo de captura (50ul/poco) e seladas com filme
plastico. Apds incubacdo overnight a 4°C, as placas foram lavadas 4x com tampdo de
lavagem (100uL/poc¢o) e incubadas por 1 hora com a soluc¢do de bloqueio (50uL/pogo) a
temperatura ambiente. A curva padréo foi diluida em tampé&o de bloqueio+ Tween® 20 e
aplicada na placa, bem como as amostras (50uL/pogo). Apds nova incubagdo overnight
a 4°C as placas foram lavadas 6x com tampdo de lavagem e o anticorpo de detecgéo
diluido em tampao de bloqueio+ Tween® 20 (50uL/poco) foi adicionado. Uma hora
apos a incubacdo com o anticorpo de deteccéo, as placas foram lavadas 8x com tampéo
de lavagem e foi adicionada a solucdo de streptavidina-peroxidase (50uL/pogo). Trinta
minutos ap0s a incubacdo no escuro, foi acrescida a solucdo de 3,3',5,5'-
Tetrametilbenzidina (TMB, Sigma Aldrich), substrato para a reagdo colorimétrica. Apos
desenvolvimento de cor na curva-padréo, a reacdo foi parada com solucdo de parada

(50uL/pogo) e a placa lida em leitora de placas na absorvancia de 405 nm.

Tabela 3 - Anticorpos utilizados para a dosagem de citocinas e suas respectivas
concentracoes

Citocina Anticorpo Curva de citocina Anticorpo
de recombinante de
captura deteccéo
IL-6 (R&D, dual set) 2 ng/ml 1000 pg/ml - 15,6 pg/ml 0,2 ug/ml
TNF-a (R&D, dual set) 1 pg/ml 2000 pg/ml - 31,3 pg/ml 0,25 pg/ml
CCL2/MCP-1 (R&D, dual 0,2 ug/ml 500 pg/ml - 7,8 pg/mi 0,05 pg/ml
set)
CXCL1/KC (R&D, dual set) 2 pg/ml 1000 pg/ml - 15,6pg/ml 0,2 pg/ml
TGF-B (R&D, dual set) 1 pg/ml 2000 pg/ml - 31,3 pg/ml 0,25 pg/ml

4.10 Avaliacdo da carga bacteriana no sanque e figado

Apos eutanasiados os animais foram levados a cabine de fluxo laminar de

maneira a evitar contaminacdo com qualquer outro patdégeno proveniente do ambiente e
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todo o procedimento foi realizado no interior da mesma. Para a determinacéo da carga
bacteriana no figado, os animais foram perfundidos com 20 ml de PBS 1X previamente
esterilizado. O figado foi retirado, pesado e homogeneizado com 5 ml de PBS 1X.
Amostras de 20 uL desse homogeneizado foram espalhadas em placas contendo meio
de cultura TSA. Essas placas foram alocadas em estufa a 37 °C overnight. Apés a
incubacdo, o CFU foi contabilizado e representado de acordo com a formula a seguir:
CFU/mg de tecido = (CFU+volume do homogeneizado plaqueado) x fator de diluigéo x
(volume total do homogeneizado + peso do tecido).

Para a determinacdo da carga bacteriana no sangue, foi realizada a puncéo
cardiaca para coleta do sangue. Amostras de 20 uL de sangue foram espalhadas em
placas contendo meio de cultura TSA. Essas placas foram alocadas em estufa a 37 °C
overnight. Apés a incubacdo, o CFU foi contabilizado e representado de acordo com a
férmula a seguir: CFU = nimero de colbnias x fator de diluicdo x y, onde y = volume
coletado + volume plaqueado.

4.11 Avaliacdo da funcdo pulmonar

Os animais foram analisados quanto a resisténcia e a elastancia pulmonares 6
horas e 24 horas ap6s o desafio com a bactéria PA103.

Os animais foram sedados com diazepam (1 mg/kg — i.p.) e anestesiados
com midazolan (3 mg/kg — i.p.). Apds a anestesia, a traqueostomia foi realizada através
da introducédo jelco 20G com 32 mm de comprimento e 0,8 mm de didmetro interno,
sendo a canula fixada a traquéia por meio de fios de algoddo. Os animais foram
paralisados por meio de injecdo intravenosa de 2 mg/kg de brometo de pancurénio
(Pavlon® Organon International Incorporation, Nova Jersey, EUA). O animal foi entdo
conectado a um ventilador Flexivent® (SCIREQ, CANADA). A pressdo das vias aéreas
(Paw) foi medida a partir de uma conexdo disposta na entrada do tubo endotraqueal e
ligada a um transdutor de pressdo (UT PDP-50, SCIREQ, Canada). O fluxo (V) foi
medido por um pneumotacdgrafo aquecido (Hamilton Medical, Suica), posicionado
entre a tomada da Paw e o “Y” do circuito de ventilagdo e conectado a um transdutor
diferencial (UT-PDP-50, SCIREQ, Canada). Ambos os sinais foram amplificados e
filtrados em 30 Hz por filtros ativos passa-baixas Butterworth de 4* ordem, com saidas
entre £ 5 \olts.

Todos os sinais da mecanica respiratoria foram digitalizados via conversor
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analogico-digital (A/D) NI 6009 (National Instruments, USA) e armazenados em um
computador portéatil pelo programa Data Acquisition System (DAS) desenvolvido para o
proposito operando em LabVIEW® versdo 8.2 (National Instruments, Austin, TX,
USA). A frequéncia de amostragem da placa A/D foi fixada em 1000 Hz por canal. A
configuracdo de entrada da placa foi a Reference Single Ended (RSE) com saidas de
+ 10 volts.

Antes de cada experimento foram realizados a verificagcOes e calibracGes das
linhas de base dos sinais da mecanica respiratoria.

A calibracdo do transdutor da Paw foi realizada com um circuito composto por
uma seringa, coluna de vidro preenchida com &gua destilada e duas valvulas de trés vias
conectados, em série, ao canal positivo do transdutor de pressdo. Sucessivos valores
ascendentes de presséo (-10 e 100 cmH20, em degraus de 2 cmH20) eram obtidos com
a pressurizacao do circuito, e a cada degrau de pressdo, o par de valores medido pelo
transdutor, em volts, e o observado na coluna de agua calibrada, em cmH2O eram
armazenados. Em seguida, na colecdo dos pares obtidos, era obtida uma reta de
regressdo pelo método dos minimos quadrados (MMQ), cujo coeficiente angular era o
fator de ganho para o sinal de presséo.

A calibragdo do pneumotacografo para sinal de Vfoi realizada imediatamente
antes de cada experimento com o animal ventilado em ventilacdo controlada a volume
(VCV) com um volume corrente (V1) de 8-10 mL/Kkg, frequéncia respiratoria (FR) de
80 respiracfes/min, relagéo inspiragdo:expiracdo (I:E) de 1:1 e pressao positiva ao final
da expiracdo (PEEP) de 2 cmH.0. O sinal de V era gravado por um minuto seguido por
uma pausa de 10 segundos. Logo apds, o arquivo gerado era processado no aplicativo
"calibra fluxo" (LEP/UFRJ, Brasil) com um algoritmo escrito em MATLAB 2006
(MathWorks Inc., Natick, EUA) que determinava, pelo MMQ, os coeficientes de uma
regressdo de segunda ordem que melhor se ajustavam aos valores medidos. Estes

coeficientes eram utilizados como ganho para o sinal de V.
Os sinais da Paw e a V, salvos pelo DAS, foram importados e processados pelo

aplicativo MECANICA operado em MATLAB 2006 (MathWorks Inc., Natick, EUA).
Antes do processamento, 0s sinais da mecanica respiratdria passaram por uma inspecao
visual para que fossem identificados provaveis artefatos, ruidos ou qualquer evidéncia

de um esforco muscular respiratério. Além disso, no sinal de V, também foram

observados possiveis desalinhamentos do off-set. O critério adotado para a identificacéo
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do desnivelamento da linha de base foi a presenca de um off-set diferente de zero no
grafico V em funcdo do tempo, durante uma pausa expiratoria de 10 segundos. Caso 0
desnivelamento fosse confirmado, um valor era adicionando ao off-set afim de deslocé-
lo para zero. Posteriormente, os ciclos respiratorios foram detectados a partir do sinal da

V, sendo os trechos inspiratorio e expiratdrio identificados a partir de um limiar minimo
volume (0,5.V1). O volume era calculado como a integral da V em cada trecho. Para

cada ciclo respiratorio, um indice de correcdo do volume era aplicado a expiracdo de
modo a garantir que o volume expiratério fosse igual ao inspiratorio. Em seguida, o
volume expiratorio final tinha seu valor ajustado para zero. Em um segundo momento,

os sinais de Paw, V e volume foram utilizados para as estimativas dos parametros de

mecanica ventilatoria com o MMQ, considerando o modelo unicompartimental
homogéneo. A resisténcia e elastancia pulmonares foram analisadas no baseline inicial,

onde ndo houve interferéncia do ventilador.

4.12 Anélise histolégica do pulméao

Os animais foram eutanasiados 6 horas apds a indugdo de pneumonia e o pulmao
coletado para andlise histoldgica. Apds a eutanasia os animais foram perfundidos e o
pulméo esquerdo foi coletado e alocado em falcon contendo 12 ml de solucéo fixadora
de formalina com tampé&o neutro Millonig a 10%. O material foi desidratado através da
imersdo em solugdes com concetragdes crescentes de etanol, sendo estas 70%, 80%,
90% e 100%, com duracdo de 1 hora para cada concentracdo. Apos a fixacdo o material
foi embebido em parafina, obtendo-se posteriormente cortes histolégicos com 4 uM de
espessura. As laminas contendo os cortes foram coradas com hematoxilina e eosina
(HE) e analisadas por microscopia éptica (Microscépio Olympys BX41Mellville, NY,
USA) no aumento de 200X.

4.13 Quantificacdo de tiol no tecido cerebral

A preparagdo das amostras de tecido cerebral para quantificacdo de tiol é
realizada de acordo com o mesmo protocolo utilizado para a dosagem de mediadores
sollveis previamente descrito (secdo 4.9). Apos o preparo do tecido, as amostras foram
diluidas na concentracdo 1:1 em solucdo de &cido tricloroacético (TCA) a 10% e

centrifugadas a 3000 rpm por 14 minutos a 4 C. Em seguida, adicionou-se 300 pL de
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solucéo Tris-HCL (0,4M) contendo 30 mM de EDTA (pH 8.9) e DNTB 1,7 mM (acido
5,5"-ditiobis-(2-nitrobenzoico) a 75 pL de sobrenadante.

Apo6s 30 minutos, a solucdo foi lida em leitor de placa a 412 nm. O resultado foi
normalizado pela quantificacdo de proteinas.

4.14 Imunohistoquimica

Os animais foram eutanasiados com isoflurano e perfundidos com 20 ml de
solugdo salina. Apos a perfuséo o cérebro foi retirado e os hemisférios foram separados.
Para a realizacdo das imunohistoquimicas, um hemisfério foi fixado em solucdo de 4%
paraformaldeido (PFA) por no méaximo 3 dias. Foram utilizados diferentes protocolos de
imunohistoquimica. Para microscopia confocal, apos a fixagdo com 4% PFA, o tecido
foi incubado com solugéo de sacarose 20% para crioprote¢do por 3 dias, congelado em
gelo seco pulverizado e armazenado em -80°C. Cortes histolégicos de 40 um foram
obtidos em criostato, incubados com solucdo de bloqueio PBS 1X contendo 0,3% Triton
e 3% BSA por 2 horas, lavados duas vezes com PBS 1X e incubados com IgG de coelho
anti — lonized calcium binding proteinl (dilui¢do 1:400, marca Wako) overnight. Ap6s 3
lavagens com PBS 1X as fatias foram incubadas por 2 horas com anticorpo secundario
conjugado com Alexa 488, lavadas mais duas vezes com PBS 1X e montadas com meio
de montagem Vectashield com DAPI. Fotomicrografias das células Iba-1 positivas do
hipocampo e de RMS foram obtidas em microscépio confocal (Leica TCS — SPSAOPS)
com objetiva de 63x. A quantificacdo da ativacdo microglial foi feita através de
contagem do nimero de células Iba-1 positivas com morfologia ativada (corpo celular
aumentado e diminuicdo do nimero de ramificacdes) em relagdo ao numero total de
células Iba-1 positivas por campo, e expressa como porcentagem de microglia ativada.
Pelo menos 3 fatias por animal foram fotografadas e analisadas.

Para as andlises automatizadas de Iba-1, ap0s a fixacdo em 4% PFA a solucéo foi
trocada por 0,01% PFA e cortes histologicos de 80 um foram obtidos em vibratomo.
Todo o hemisfério foi seccionado na orientacdo coronal. Os cortes obtidos em
vibratomos foram incubados com solucdo de bloqueio PBS 1X contendo Triton 10% e
5% de BSA por duas horas. Na proxima etapa as se¢des foram incubadas overnight com
0s anticorpos priméarios em solucdo de bloqueio (IgG de coelho anti — lonized calcium
binding proteinl, diluicdo 1:200, Wako), ou Ki67 (IgG de coelho anti Ki67 1:200 -
Abcam) ou NeuN (IgG de camundongo 1:100 - Abcam). Apos 3 lavagens com PBS 1X
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as fatias foram incubadas por 4 horas com anticorpo secundario conjugado com Alexa
546. O nucleo foi marcado com Hoercht na diluicdo de 1:4000. Apds a retirada do
anticorpo secundario as fatias foram lavadas 3 vezes com PBS 1X por 5 minutos e
montadas em laminas com meio Aguamount. Os controles consistiram em fatias
incubadas somente com anticorpo secundario para auséncia de marcacdo. As analises
automatizadas foram feitas com microscopio confocal Cell Voyager 1000 (CV1000 —
lokogawa Global) com objetiva de 60X. As analises foram feitas na regido do
hipocampo através do software Image J. As analises de morfologia da microglia foram
feitas através de software de analise tridimensional sholl realizada no Laboratorio de

Histopatologia Humana e Modelos Animais, Instituto Pasteur, Paris, Franca.

4.15 Dosagem de proteinas pelo método do acido bicinconinico (Bicinconic Acid,

BCA, Pierce)

O Reagente de trabalho foi preparado juntando-se 50 partes de Reagente BCA A
e uma parte de Reagente BCA B. Uma curva padrdo (de 0,01562 a 2mg/mL) foi
construida através de diluicdes seriadas a partir da albumina de soro bovino (BSA)
fornecida pelo fabricante. Dez microlitros das amostras de sobrenadante de BAL ou de
homogenato de tecido pulmonar em tampao de lise para Western Blot (100x diluido em
PBS) foram adicionadas aos pocos contendo 70 pL de Reagente de trabalho. A placa de
fundo em U (Nunc) foi incubada na estufa (Labline) a 37°C por 30 minutos e a leitura

das amostras foi realizada a 562 nm na leitora de placas.

4.16 Coleta de tecido cerebral para ensaios de Western Blot

Animais desafiados com PA103 foram eutanasiados 24 horas, 30 e 50 dias apds
a inducdo de pneumonia. Ap6s perfusdo dos animais com solucédo salina, o cérebro foi
coletado e o hipocampo foi isolado. As amostras de tecido para Western Blot foram
maceradas com 100 plL de tampdo RIPA acrescido de coquetel de inibidores de
protease, em seguida as amostras foram centrifugadas a 1000 rpm por 10 minutos
(Centrifuga Allegra® X-15R — Blackman Coulter). O sobrenadante foi coletado e foi
realizada a dosagem de proteinas utilizando o kit BCA (secdo 4.15). Apos a
quantificacdo de proteinas o sobrenadente foi congelado a -20 °C até 0 momento de

realizacdo da técnica. Uma vez descongelado, parte do sobrenadante foi acrescido de
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tampdo de amostra na propor¢do necessaria para a obtencdo de 80 pg de proteina. Essa
solucéo foi entdo aquecida a 100 ‘C por 5 minutos e aplicada nos pogos do sistema de
eletroforese em gel de poliacrilamida. O padrdo de peso molecular Rainbow também foi
aplicado em um poco separado. Apos a corrida no gel, a transferéncia das proteinas foi
feita para uma membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF, do inglés polyvinylidene
fluoride) fluor previamente ativada com metanol absoluto. Ao término da transferéncia a
membrana foi incubada com 10 ml de tampdo de bloqueio (PBS 1X + 5% de soro de
albumina bovina + 0,05% de Tween) por uma hora em agitagdo. Em seguida, a
membrana foi incubada em agitacdo com anticorpos especificos anti-PSD95 (diluicédo
1:400 - Abcam — AB18258) e anti-sinaptofisina (diluicdo 1:400 - Abcam — AB8049)
diluidos em solugdo de blogueio por até 24 horas. As membranas foram entao lavadas
trés vezes com PBS 1X acrescido de 0,05% de tween, sendo cada lavagem realizada por
5 minutos. Posteriormente, as membranas foram incubadas com anticorpos secundarios
conjudagos com IRDye 680 Rd (Li-cor 926-68170) ou IRDye 800 cw (Li-cor 824-
08365). O equipamento Odyssei foi utilizado para escaneamento das membranas e o

software ImageStudio™ (Li-cor) para analise da densidade das bandas.

4.17 Ensaio Comportamental
4.17.1 Teste de Freezing

O teste freezing é constituido de um dia treino e uma dia teste. No dia treino o
animal foi colocado em uma caixa cuja superficie é feita de grades das quais sera
transmitida uma corrente elétrica. O aparelho indutor de corrente elétrica é conectado a
caixa e foi atribuido um valor de corrente de 0,6 mA com duracdo de 3 segundos. Apds
30 segundos na caixa o0 animal recebeu a primeira corrente elétrica que teve a duracdo
de 3 segundos. Apo6s 30 segundos o animal recebeu uma segunda corrente elétrica que
também teve a duragdo de 3 segundos. 30 segundos ap0ds a segunda corrente elétrica o
animal € retirado da caixa. No dia teste o animal foi colocado novamente na caixa com
as grades permanecendo em observacdo por 180 segundos, na auséncia de corrente
elétrica. Durante os 180 segundos foi contabilizado o tempo em que o animal

permanece estatico na caixa.
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4.18 Analise Estatistica

Os dados foram analisados com o software Graphpad Prism versdo 5.0. A
analise da normalidade foi feita através do teste Kolmogorov-Smirnov. O teste Mann-
Whitney foi utilizado para os dados ndo parametricos e os dados normais foram feitos
através do test T de Student. Para a analise estatistica da curva de sobrevida foi utilizado
o teste Mantel-Cox logrank. Os dados quantitativos s&o mostrados como média + erro

padrdo da média (EPM) e o nivel de significancia foi estabelecido como p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Estabelecimento do modelo experimental de pneumonia bacteriana

5.1.1 Andlise da sobrevida de animais submetidos ao modelo experimental de

pneumonia por instilacdo intratragueal de Pseudomonas aeruginosa 103 (PA103)

Avaliamos a mortalidade de animais submetidos a instilacdo intratraqueal da
bactéria PA103 com duas doses de bacteria distintas escolhendo como base estudos do
grupo do laboratério de Microbiologia e Imunologia da Universidade do Estado do Rio
de Janeiro (UERJ) (Machado G.B. e cols, 2011; Da Cunha L.G. e cols, 2015). Para isso,
camundongos C57BL/6 foram submetidos a instilagéo intratraqueal de 10* ou 10° CFU
de PA103. Animais do grupo controle foram instilados com 50 uL de salina estéril. O
antibidtico Meropenem foi administrado 6 horas apés a cirurgia (30 mg/kg — i.p.) nos
animais de ambos os grupos. A mortalidade dos animais foi observada diariamente no
periodo total de sete dias. Como observado na figura 7, o grupo cujo indculo foi de 10°
CFU apresentou uma sobrevida de 40% ao final dos sete dias, enquanto que o0 grupo
cujo inoculo foi de 10* CFU apresentou uma sobrevida de 80% no mesmo periodo
analisado. No grupo controle a taxa de sobrevida foi de 100%. Tendo em vista que o
indculo de 10° CFU promoveu menor taxa de sobrevida, com diferenca estatistica em
relagdo ao grupo controle, o mesmo representou maior gravidade e foi escolhido para os

experimentos subsequentes.
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Figura 7: Curva de sobrevida apds o desafio com Pseudomonas aeruginosa 103
Camundongos C57BL/6 foram submetidos a instilacdo intratraqueal de 10* ou 10° CFU de

PA103 e sua sobrevida foi analisada diariamente por 7 dias. Animais controle foram instilados
com 50 ulL de salina estéril apirogénica. No grupo pneumonia (PA103), os animais receberam
injecdo intratraqueal de 50 pL de 10* ou 10° CFU da bactéria PA103. N=10 animais por grupo.

(*) p<0,05 em relagdo ao grupo controle.
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5.1.2 Analise do escore clinico de animais submetidos a0 modelo experimental de

pneumonia por instilacdo intratraqueal de Pseudomonas aeruginosa 103 (PA103)

A proxima etapa dos experimentos consistiu em avaliar o nivel de gravidade
induzido pelo modelo utilizado. Para isso, nos utilizamos um escore clinico que levou
em consideracdo alteracGes na aparéncia, fisiologia e comportamento dos animais (ver
material e métodos) que indicam a presenca de um quadro infecioso. Os animais
submetidos ao modelo de pneumonia apresentaram escore clinico elevado, indicando o
desenvolvimento de sepse de moderada a grave, sendo mais predominante o quadro de
sepse grave, tanto em 6 horas (figura 8A) quanto em 24 horas (figura 8B) apos o

desafio, quando comparados com o grupo controle.
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Figura 8 - Escore clinico de animais desafiados com Pseudomonas aeruginosa 103.
Camundongos C57BL/6 foram submetidos a instilagdo intratraqueal de 50 pL contendo 10°
CFU da bactéria PA103 e os sintomas clinicos foram analisados em (A) 6 horas e (B) 24 horas
apos inducdo de pneumonia. Animais controle foram instilados com 50 uL de salina estéril
apirogénica. No grupo com pneumonia 0s animais receberam injegdo intratraqueal de 10° CFU

da bactéria PA103. 9 < N < 12 animais por grupo. (*) p<0,05 em relacdo ao grupo controle.
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5.1.3.1 Analise de parametros inflamatérios no pulmdo de camundongos C57BL /6

submetidos a instilacdo intratraqgueal de PA103

5.1.3.1.1 Analise histopatologica do pulmdo de animais C57/BL6 submetidos a

instilacdo intratraqueal de PA103

Para a avaliacdo qualitativa e da extensdo da resposta inflamatdria nesse modelo
de pneumonia, foram analisados cortes histologicos do pulmdo de camundongos
submetidos a instilacdo intratraqueal de PA103. Como pode ser observado na Figura
9A, cortes de tecido pulmonar apresentam um grande influxo de neutréfilos no espaco
alveolar quando comparado com o grupo controle, seis horas ap6s a instilagdo. Como
bem estabelecido na literatura, os neutréfilos desempenham um papel importante na
resposta inflamatoria em infeccGes que acometem o ambiente pulmonar (Grommes e
cols, 2011). Como mostrado na figura 9B, a instilagdo com 10° CFU de PA103
ocasionou um aumento significativo nos niveis teciduais de mieloperoxidase, 6 horas
apos a inducdo de pneumonia. A mieloperoxidase é uma enzima presente em granulos
de neutrofilos responsavel pela geracdo de espécies oxidantes potentes (Malle e cols,
2006). Um aumento de sua atividade, portanto, pode acarretar um dano tecidual, sendo

também uma medida indireta da presenca de neutréfilos neste ambiente.
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Figura 9 - Analise histopatologica no pulméo de animais C57/BL6 submetidos & instilacéo
intratraqueal de Pseudomonas aeruginosa 103. (A) Fotomicrogafias representativas do tecido
pulmonar no grupo controle e no grupo PA103 coradas com hematoxilina-eosina (HE). Fotos
representativas de pelo menos 4 animais por grupo. Setas amarelas identificando neutrofilos.
(B) Quantificagdo da enzima mieloperoxidase no tecido pulmonar. O grupo controle recebeu
injecdo intratraqueal de 50 uL solucdo salina estéril apirogénica. No grupo com pneumonia
(PA103), os animais receberam injecdo intratraqueal de50 uL de 10° CFU da bactéria PA103.
Anélises feitas 6 horas ap6s a inducdo de pneumonia. Dados representados como média * erro

padrdo da média. N=8 animais por grupo. (*) p<0,05 em rela¢éo ao grupo controle.
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5.1.3.1.2 Avaliacdo da formacdo de edema pulmonar em camundongos C57/BL6
instilados com PA103

A fim de avaliar a formagdo de edema pulmonar na resposta inflamatéria
induzida pela bactéria PA103, camundongos C57/BL6 foram instilados com 10° CFU de
PA103 e tiveram amostras do lavado broncoalveolar (BAL) coletadas para a
quantificacdo dos niveis totais de proteinas pelo método BCA. Como podemos observar
na figura 10, os animais desafiados com a bactéria PA103 apresentaram aumento
significativo na quantidade de proteinas no BAL quando comparados com 0 grupo
controle.
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Figura 10 - Avaliacdo da formagdo de edema pulmonar em animais desafiados com a
bactéria Pseudomonas aeruginosa 103. Camundongos C57BL/6 submetidos a instilacdo
intratraqueal de 50 pL contendo 10° CFU da bactéria PA103 tiveram amostras do BAL
coletadas 6 horas ap6s o desafio. A determinacdo do edema pulmonar foi feita pela analise do
teor de proteinas totais presentes no sobrenadante pelo método de BCA. Os animais do grupo
controle receberam inje¢do intratraqueal de 50 uL solucdo salina estéril apirogénica. No grupo
com pneumonia (PA103) os animais receberam injecdo intratraqueal de 10° CFU da bactéria
PA103. Dados representados como média * erro padrdo da média. N=8 animais por grupo (*)
p<0,05 em relagdo ao grupo controle.
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5.1.3.1.3 Analise da celularidade do BAL de camundongos C57BL/6 submetidos a

instilacdo intratragueal com PA103

Uma das caracteristicas da inflamacdo pulmonar é o aumento da presencga de
células inflamatérias no ambiente pulmonar. Decidimos, entdo, avaliar
quantitativamente e qualitativamente a populacdo de células recuperadas do BAL de
animais estimulados com a bactéria PA103. Para isso, camundongos C57BL/6 foram
instilados com 10° CFU de PA103 e 6 horas e 24 horas apés o estimulo foram
eutanasiados e 0 BAL coletado para contagem de leucdcitos totais e determinacdo da
contagem diferencial. Como pode ser observado nas figuras 11A, houve um aumento no
namero de leucocitos totais no BAL dos animais estimulados com PA103, tanto em seis
quanto em vinte e quatro horas apds o estimulo, sendo este aumento representado pela
maior migracdo de células polimorfonucleares (figura 11C) no sitio da infec¢do, quando
comparados com o grupo controle. Em 6 horas ndo houve diferenca no nimero de
células mononucleares, porém em 24 horas podemos observar uma tendéncia de

aumento dessas células no BAL (figura 11B).
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Figura 11 - Anélise da celularidade de amostras do BAL de camundongos C57BL/6
desafiados com PA103. (A) Contagem de leucdcitos totais, (B) células mononucleares e (C)
células polimorfonucleares 6 horas e 24 horas apds o desafio com a bactéria PA103. No grupo
controle os animais receberam inje¢do intratraqueal de 50 pL de salina apirogénica e no grupo
com pneumonia (PA103) os animais receberam injecéo intratraqueal de 50 pL de 10° CFU da
bactéria PA103. Dados representados como média + erro padrdo da média. N=8 animais por

grupo. (*) p<0,05 em relacéo ao grupo salina.
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5.1.3.1.4 Avaliacdo dos mediadores inflamatérios no BAL de animais submetidos a

instilacdo intratraqueal de PA103

Outra caracteristica importante da resposta inflamatéria é a liberacdo de
citocinas no local da infeccdo. Desta forma, utilizando o sobrenadante do BAL de
animais desafiados com 10° CFU da bactéria PA103, foram quantificados os niveis de
Interleucina-6 (IL-6) e quimiocina derivada de queratindcito (KC), 6 horas apds a
indugéo de pneumonia. Pode ser observado na figura 12 um aumento significativo tanto
dos niveis da citocina IL-6 (figura 12A) quanto da quimiocina KC (figura 12B) quando

comparados com o grupo controle.
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Figura 12 - Avaliacdo dos mediadores inflamat6rios no BAL de animais desafiados com
PA103. (A) Niveis do mediador inflamatorio Interleucina-6 (IL-6) em amostras do BAL 6 horas
ap6s o desafio com a bactéria PA103. (B) Niveis do medidador inflamatorio quimiocina
derivada de queratindcito (KC) em amostras do BAL, 6 horas ap6s o desafio com PA103. No
grupo controle, os animais receberam inje¢do intratraqueal de 50 uL salina estéril apirogénica.
No grupo com pneumonia (PA103) os animais receberam injecdo intratraqueal de 50 pL de 10°
CFU da bactéria PA103. Dados representados como média + erro padrdo da média. N=8 animais

por grupo. (*) p<0,05 em relagdo ao grupo controle.
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5.1.3.1.5 Analise da mecanica pulmonar em animais instilados intratraguealmente
com PA103

Em formas mais graves de pneumonia como no caso da sindrome da angustia
respiratéria aguda (SRDA), é sabido que a funcdo pulmonar esta fortemente prejudicada
devido as alteracBes estruturais no parénquima pulmonar. Para avaliar se 0 processo
inflamatdrio observado até o momento no modelo utilizado era capaz de interferir na
mecénica pulmonar foram avaliados a resisténcia e a elastancia do pulméo atravées da
utilizacdo de ventilador mecanico, pelo qual foram coletados dados em 6 horas e 24
horas apds a inducdo de pneumonia. Como podemos observar na figura 13, a instilacdo
intratraqueal de 10° CFU de PA103 n&o foi capaz de promover alteragdes na fungdo
pulmonar com 6 horas ap6s o estimulo. Em contrapartida, apds 24 horas foram
observados aumentos tanto na resisténcia (figura 13A) quanto na elastancia (figura 13B)

do pulméo nesses animais.
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Figura 13 - Anélise da funcdo pulmonar em animais desafiados com a bactéria PA103.

(A) A resisténcia e a (B) elastancia pulmonares foram avaliadas 6 horas e 24 horas ap6s o
desafio com a bactéria PA103. No grupo controle, 0s animais receberam injecéo intratraqueal de
50 pL de salina estéril apirogénica. No grupo com pneumonia (PA103) os animais receberam
injecdo intratraqueal de 50 uL de 10° CFU da bactéria PA103. Dados representados como média
* erro padrdo da média. N=8 animais por grupo. (*) p<0,05 em rela¢éo ao grupo controle e (+)

p<0,05 grupo PA103 24 horas em relacdo ao grupo PA103 6 horas.
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5.1.3.2 Analise da resposta inflamatoria sisttmica em camundongos C57BL/6

submetidos a instilacdo intratraqueal com PA103

5.1.3.2.1 Analise da celularidade no sanque de animais submetidos ao modelo

experimental de pneumonia grave

Decidimos avaliar quantitativamente e qualitativamente a populacdo de células
recuperadas do sangue periférico de animais deafiados com a bactéria PA103. Para isso,
camundongos C57BL/6 foram instilados com 10° CFU de PA103 e 24 horas ap0s 0
estimulo foram eutanasiados e amostras do sangue foram coletadas para contagem de
leucdcitos totais e determinacdo da contagem diferencial. N&o foi observada alteracdo
no namero de células totais (figura 14A) e no nimero de células mononucleares (figura
14B) porém, como pode ser observado na figura 13C, houve um aumento no nimero de
células polimorfonucleares no sangue dos animais estimulados com PA103 quando

comparados com o grupo controle.
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Figura 14 - Analise da celularidade em amostras do sangue de camundongos C57BL/6
desafiados com a bactéria PA103. (A) Contagem de leucécitos totais, (B) células
mononucleares e (C) células polimorfonucleares 24 horas apds o desafio com a bactéria PA103.
No grupo controle os animais receberam inje¢do intratraqueal de 50 uL de salina apirogénica e
no grupo com pneumonia (PA103) os animais receberam injecdo intratraqueal de 50 uL de 10°
CFU PA103. Dados representados como média + erro padrdo da média. N=8 animais por grupo.

(*) p<0,05 em relag&o ao grupo salina.
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5.1.3.2.2 Avaliacao dos mediadores inflamatdrios no plasma de animais submetidos

a instilacdo intratraqueal de PA103

Uma vez que a presenca de mediadores inflamatorios na circulacdo consiste em
um dos pardmetros que caracterizam o quadro de sepse, decidimos avaliar os niveis de
duas citocinas importantes envolvidas na sepse. Para isso, vinte e quatro horas ap6s o
desafio, amostras do plasmas de camundongos C57BL/6 estimulados com a bactéria
PA103 foram utilizadas para a quantificacdo de IL-6 e fator de necrose tumoral-alpha
(TNF-a). Podemos observar um aumento significativo dos niveis de IL-6 (figura 15A) e
dos niveis de TNF-a (figura 15B) no plasma de animais desafiados com PA103 quando

comparados com o grupo controle, 24 horas apés o estimulo.
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Figura 15 - Avaliacdo de mediadores inflamatorios em amostras do plasma de animais
desafiados com a bactéria PA103. Niveis do mediador inflamatério (A) Interleucina-6 (IL-6) e
do medidador inflamatorio (B) fator de necrose tumoral-o. (TNF-o)) em amostras do plasma, 24
horas apds o desafio com a bactéria PA103. No grupo controle, os animais receberam injecéo
intratraqueal de 50 uL de salina estéril apirogénica. No grupo com pneumonia (PA103) os
animais receberam injecdo intratraqueal de 50 uL de 10° CFU da bactéria PA103. Dados
representados como média + erro padrdo da média. N=8 animais por grupo. (*) p<0,05 em

relacdo ao grupo controle.
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5.1.3.2.3 Analise da presenca de bactérias no sangue e figado de animais

submetidos a instilacdo intratraqueal de PA103

Outra caracteristica importante e que define o quadro de sepse é a presenca de
bactéria na circulacdo e em outro 6rgdo que ndo aquele onde ocorreu a infeccao inicial.
Sendo assim, nosso proximo passo foi avaliar a presenca de bactérias no sangue e no
figado de animais submetidos ao modelo de pneumonia. Para isso amostras de sangue e
de tecido homogeneizado foram coletadas vinte e quatro horas ap6s o desafio com a
bactéria PA103. Os animais desafiados com a bactéria PA103 apresentaram tanto
bactérias no sangue (figura 16A) quanto bactérias no figado (figura 16B). Né&o foi
possivel observar presenca de bactérias no sangue e figado dos animais do grupo

controle, conforme esperado.

Ne de bac x 10°./ml sangue
Ne de bac x 10* /mg tecido
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Figura 16 - Avaliacdo da presenca de bactérias no sangue e no figado de animais
desafiados com a bactéria PA103. (A) Quantificacdo de CFU no sangue, 24 horas apés o
desafio com a bactéria PA103. (B) Quantificacdo de CFU no figado, 24 horas ap6s o desafio
com a bactéria PA103. No grupo controle, os animais receberam injecdo intratraqueal de 50 pL
de salina estéril apirogénica. No grupo com pneumonia (PA103) os animais receberam injecdo
intratraqueal de 50 pL de 10° CFU da bactéria PA103. Dados representados como média + erro

padrdo da média (n= 8). (*) p<0,05 em relacdo ao grupo controle.
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5.2 Caracterizacdo dos efeitos agudos no cérebro de animais submetidos ao modelo
de pneumonia grave

5.2.1 Avaliacdo da ativacdo de microglia no cérebro de camundongos C57BL/6

apos a instilacdo com PA103

A avaliacdo da ativagdo de microglia foi realizada na regido do hipocampo e na
via migratdria rostral (do inglés, rostral migratory stream ou RMS). No hipocampo, a
ativacdo de microglia é essencial para o desenvolvimento de inflamagdo no SNC apoés
inflamacdo sistémica (Michels M. e cols, 2015). A RMS € uma regido especializada por
onde ocorre o trafego de precursores neuronais e foi demonstrado que células imunes
também estdo estreitamente associadas a esta regido (Mohammad M.G,, 2014).

Houve um aumento na expressdo de microglia ativada tanto no hipocampo
(figura 17) quanto na RMS (figura 18) de animais instilados com a bactéria PA103, 24
horas ap0s o estimulo, quando comparados com o grupo controle.
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Figura 17 - Avaliacdo da ativacdo de microglia no cérebro de camundongos C57/BL6
desafiados com a bactéria PA103

(A) Fotomicrografias representativas da ativacdo de microglia no hipocampo 24 horas ap6s o
estimulo com a bactéria PA103. As imagens foram obtidas em microscopio confocal em
aumento de 63X. (B) Percentual de microglia ativada na regido do hipocampo, 24 horas ap6s o
desafio com a bactéria PA103. No grupo controle, os animais receberam injecdo intratraqueal de
50 uL de salina estéril apirogénica. No grupo com pneumonia (PA103) os animais receberam
injecdo intratraqueal de 50 uL de 10° CFU da bactéria PA103. Dados representados como média

+ erro padrdo da média. N=3 animais por grupo. (*) p<0,05 em relacdo ao grupo controle.
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Figura 18 - Avaliacdo da ativacdo de microglia no cérebro de camundongos C57/BL6
desafiados com a bactéria PA103. (A) Fotomicrografias representativas da ativacdo de
microglia na RMS 24 horas ap6s o estimulo com a bactéria PA103. As imagens foram obtidas
em microscépio confocal em aumento de 63X. (B) Percentual de microglia ativada na regido da
RMS, 24 horas ap6s o desafio com a bactéria PA103. No grupo controle, os animais receberam
injecdo intratraqueal de 50 uL de salina estéril apirogénica. No grupo com pneumonia (PA103)
0s animais receberam injecéo intratraqueal de 50 pL de 10° CFU da bactéria PA103. Dados
representados como média + erro padrdo da média (n=3). (*) p<0,05 em relacdo ao grupo

controle. N=4 animais por grupo. (*) p<0,05 em relacdo ao grupo controle.
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5.2.2 Determinacao dos niveis de mediadores inflamatorios presentes no cérebro de

animais C57BL/6 apo6s a instilacdo com PA103

As concentragbes de mediadores inflamatorios presentes no tecido cerebral de
animais desafiados com a bactéria PA103 foram avaliadas. Para isso, o tecido cerebral
foi coletado, homogeneizado e o sobrenadante coletado para quantificacdo dos
mediadores. Os resultados revelaram um aumento significativo da citocina IL1-p (figura
19A), em 6 horas e em 24 horas apds o desafio com a bactéria PA103. A citocina IL-6
(figura 19B) apresentou aumento em sua concentragdo seis horas apds o desafio com a
bactéria PA013. Houve aumento da concentracdo da quimiocina MCP-1 (figura 19C)
tanto em 6 quanto em 24 horas ap6s o desafio e o mediador TGF-B (figura 19D)
apresentou concentracdes elevadas somente vinte e quatro horas ap6s o desafio quando

comparados com o grupo controle.
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Figura 19 - Determinagdo dos niveis de mediadores inflamatorios presentes em amostras
do tecido cerebral de animais desafiados com a bactéria PA103. Niveis dos mediadores
inflamatorios (A) Interleucina-1p (IL-1B), (B) Interleucina-6 (IL-6), (C) proteina quimiotatica
para macréfagos-1 (MCP-1) e (D) fator de crescimento transformador-3 (TGF-B) em amostras
do tecido cerebral, 6 horas e 24 horas ap6s o desafio com a bactéria PA103. No grupo controle,
0s animais receberam injecdo intratraqueal de 50 uL de salina estéril apirogénica. No grupo com
pneumonia (PA103) os animais receberam injecdo intratraqueal de 50 uL de 10° CFU da
bactéria PA103. Dados representados como média + erro padrdo da média. N=8 animais por

grupo. (*) p<0,05 em relacdo ao grupo controle.
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5.2.3 Avaliacado dos niveis de tiol presente no hipocampo de animais C57/BL6 apds

a instilacdo com PA103

Estudos demonstram que o mecanismo de estresse oxidativo desencadeado por
espécies reativas parece ser de grande importancia na patogénese da encefalopatia
associada a sepse (Barichello e cols, 2006). Compostos tidis possuem capacidade
antioxidante, portanto, neutralizando espécies reativas e radicais livres. Sendo assim, 0s
niveis de tidis livres foram analisados em amostras do sobrenadante do macerado
cerebral de animais que foram submetidos a instilacdo intratraqueal de PA103. Como
podemos observar na figura 20, os animais que foram instilados com 10° CFU da
bactéria PA103 apresentaram uma reducdo significativa de tiois livres no hipocampo
seis horas apds o estimulo, indicando a presenca de estresse oxidativo. N&o foi possivel
observar aumento do consumo de tidis livres em vinte e quatro horas ap6s o desafio.
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Figura 20 — Tiol livre presente em amostras cérebro de animais desafiados com a bactéria
PA103. Niveis de tiol livre foram quantificados em amostras do hipocampo, 6 e 24 horas apés o
desafio com a bactéria PA103. No grupo controle, os animais receberam injecdo intratraqueal de
50 pL de salina estéril apirogénica. No grupo com pneumonia (PA103) os animais receberam
injecdo intratraqueal de 50 uL de 10° CFU da bactéria PA103. Dados representados como média

* erro padrdo da média. N=8 animais por grupo. (*) p<0,05 em relacéo ao grupo controle.
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5.2.4 Avaliacdo da proliferacdo celular no cérebro de camundongos C57BL/6 apos

a inducdo de pneumonia grave

Uma vez observado o aumento de citocina e estresse oxitadivo, resolvemos
avaliar se a capacidade de proliferagdo celular vinte e quatro horas apds o estimulo foi
alterada. Para isso, foi feita imunohistoquimica de cortes do tecido cerebral de animais
desafiados com a bactéria PA103 para a proteina Ki67 que representa um marcador de
proliferacdo celular. A quantificacdo de células marcadas positivamente para Ki67 foi
realizada na regido subventricular do ventriculo lateral. Como podemos observar na
figura 21 ndo houve diferenca na capacidade proliferativa de células nessa regido entre

0s animais controle e os animais submetidos a pneumonia grave.
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Figura 21 - Proliferacéo celular no cérebro de animais desafiados com a bactéria PA103.

Numero de células Ki67 positivas (Ki67+), marcadas por imunohistoquimica (IHC), na regido
do ventriculo lateral 24 horas ap6s o desafio com a bactéria PA103. No grupo controle, 0s
animais receberam injecdo intratraqueal de 50 pL de salina estéril apirogénica. No grupo com
pneumonia (PA103) os animais receberam injecdo intratraqueal de 50 uL de 10° CFU da
bactéria PA103. N= 4 animais por grupo, imagens com aumento de 20X. Dados representados

como média + erro padrdo da média.

63



5.2.5 Avaliacdo da plasticidade sinaptica no cérebro de animais instilados com

PA103 apds a inducdo de pneumonia

Procuramos avaliar se a presenca de neuroinflamacdo e estresse oxidativo nos
animais desafiados com a bactéria PA103 se relacionava com a presenca de déficit
sinaptico. Desta forma, foram analisados a expressdo de marcadores pré-sinaptico e pos-
sinaptico, como sinaptofisina e PSD-95. Para isso, camundongos instilados com a
bacteria PA103 tiveram os cérebros perfundidos e coletados, e o hipocampo removido,
24 horas apo6s o estimulo, para a realizacdo do western blot. Como apresentado na figura
22, observamos uma tendéncia de reducdo da expressdo da proteina pds-sinaptica
PSD95 (figura 22A), enquanto que houve alteracdo significativa da expressdo da

proteina pré-sindptica sinaptofisina (figura 22B) quando comparados com o0 grupo
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Figura 22 - Expressdo de proteinas sinapticas no hipocampo de animais desafiados com a
bactéria PA103. Membranas de western blot representativas e analise densitométrica da
expressao de (A) proteina pos-sinaptica PSD-95 e (B) proteina pré-sinaptica sinaptofisina (Sin),
24 horas ap6s o desafio com a bactéria PA103. No grupo controle, os animais receberam injecao
intratraqueal de salina estéril apirogénica. No grupo com pneumonia (PA103) os animais
receberam injecdo intratraqueal de 10° CFU da bactéria PA103. O controle de carregamento
consistiu na deteccdo da proteina B-actina. Dados representados como média + erro padrdo da

média. 4< N <5 animais por grupo. (*) p<0,05 em rela¢do ao grupo controle.
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5.3 Avaliacao das alteracdes no SNC em animais C57/BL6 submetidos aos modelos

de pneumonia grave e CLP 30 dias apos os estimulos

5.3.1 Avaliacdo dos efeitos sobre a memoria aversiva de camundongos C57BL/6

submetidos aos modelos de pneumonia grave e CLP

Uma das consequéncias da sepse em pacientes é o comprometimento de fungdes
cognitivas. Essas alteragdes podem ser transitorias ou permanentes, e permanecer por
até seis anos ap6s a alta hospitalar (Khandaker e cols, 2011). Varios estudos tém
demonstrado que animais sobreviventes ao CLP desenvolvem dano cognitivo, que em
geral é transitdrio, retornando ao normal em torno de 30 dias apds o processo infeccioso
(Barichello e cols., 2005; Moraes C.A. e cols, 2014). Decidimos avaliar em nosso
modelo de pneumonia com a bactéria PA103 e em paralelo no modelo de CLP, se os
animais apresentavam alteracéo na funcéo cognitiva. Como observado na figura 23A, 0s
animais instilados com PA103 apresentam disfuncdo cognitiva, bem como os animais
submetidos ao CLP, 13 dias ap06s a cirurgia, quando avaliados pelo teste de freezing. De
forma interessante, os animais submetidos ao modelo de pneumonia apds 30 dias (figura
23B) da inducdo de pneumonia ainda apresentavam a perda da memoria aversiva,
sugerindo uma alteracdo irreversivel dessa funcdo, o que nao foi observado com os

animais submetidos ao modelo de sepse polimicrobiana.
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Figura 23 — Funcéo cognitiva de animais desafiados com a bactéria PA103 e de animais
submetidos a sepse polimicrobiana. Animais C57BL/6 foram submetidos ao teste freezing (A)
13 dias e (B) 30 dias apds a indugcdo de pneumonia (PA103) ou de sepse polimicrobiana (CLP).
No grupo controle, os animais receberam injecdo intratraqueal de 50 uL de salina estéril
apirogénica. No grupo com pneumonia (PA103) os animais receberam injecéo intratraqueal de
50 pL de 10° CFU da bactéria PA103. No grupo com sepse polimicrobiana os animais foram
submetidos ao modelo de ligadura e perfuragdo cecal (CLP). Dados representados como média

+ erro padrdo da média. 4< N <19 animais por grupo. (*) p<0,05 em relagdo ao grupo controle.
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5.3.2. Avaliacdo morfologica da microglia no hipocampo de camundongos

submetidos aos modelos de pneumonia grave e CLP

Para avaliar se o padrdo de neuroinflamacdo estava relacionado com a evolugédo
do déficit cognitivo, sendo uma possivel ativacdo prolongada da microglia uma das
causas do déficit observado no modelo de pneumonia. Para isso as alteracdes
morfologicas da microglia no dia 30 dias apds a indugdo de pneumonia e de sepse
polimicrobiana foram avaliadas. Os seguintes parametros foram analisados: intensidade
de fluorescéncia (figura 24A), numero das ramificagdes (figura 24B), volume do nucleo
(figura 24C), tamanho dos processos (figura 24D) e volume da microglia (figura 24E).
Como podemos observar na figura 23 nenhum desses parametros se mostrou alterado

em ambos os modelos experimentais.
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Figura 24 — Morfologia da microglia no cérebro de animais desafiados com a bactéria
PA103 e de animais submetidos a sepse polimicrobiana. A morfologia da microglia de
animais submetidos a pneumonia e a sepse polimicrobiana foi analisada 30 dias apds os
estimulos segundo os parametros: (A) intensidade de fluorescéncia, (B) ndmero das
ramificacGes, (C) volume do nucleo, (D) tamanho dos processos e (E) volume da microglia (E).
No grupo com pneumonia (PA103) os animais receberam injecdo intratraqueal de 50 uL de 10°
CFU da bactéria PA103. No grupo com sepse polimicrobiana os animais foram submetidos ao
modelo de ligadura e perfuracdo cecal (CLP). Dados representados como média + erro padrdo

da média. N=4 animais por grupo.
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5.3.3 Avaliacdo da proliferacdo celular no cérebro de camundongos C57BL /6

submetidos aos modelos de pneumonia grave e CLP

Resolvemos avaliar se a capacidade de proliferacdo celular, trinta dias apos o
estimulo, foi alterada. Para isso, foi feita imunohistoquimica de cortes do tecido cerebral
de animais desafiados com a bactéria PA103 para a proteina Ki67 que representa um
marcador de proliferacdo celular. A quantificacdo de células marcadas positivamente
para Ki67 foi realizada na regido subgranular do giro denteado no hipocampo. Como
podemos observar na figura 25 ndo houve diferenca na capacidade proliferativa de

celulas nessa regido em animais controle, submetidos a pneumonia grave, CLP e sham.
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Figura 25 - Avaliacdo da proliferacdo celular no cérebro de animais submetidos aos

modelos de pneumonia grave e CLP
Numero de células Ki67 positivas (Ki67+), marcadas por imunohistoquimica (IHC), na regido

do giro denteado (GD) no (A) hipocampo e (B) ventriculo, 30 dias ap6s o desafio com a bactéria
PA103. No grupo controle, os animais receberam injecao intratraqueal de 50 uL de salina estéril
apirogénica. No grupo com pneumonia (PA103) os animais receberam injecdo intratraqueal de
50 pL de 10° CFU da bactéria PA103. N= 2 a 4 animais por grupo, imagens com aumento de

40X. Dados representados como média + erro padrdo da média.

71



5.4 Avaliacdo de alteracbes no SNC em camundongos C57BL/6 submetidos ao

modelo de pneumonia grave 50 dias apés o estimulo

5.4.1 Avaliacdo da perda de memodria aversiva em camundongos C57BL/6

submetidos ao modelo de pneumonia grave 50 dias apds a instilacédo

Uma vez que o déficit cognitivo nos animais submetidos ao modelo de
pneumonia perdurou até o dia 30 apos o estimulo, nos decidimos avaliar se 0s animais
submetidos ao modelo de pneumonia apresentariam esse dano cognitivo em um tempo
mais tardio. Como observado na figura 26, de forma interessante, 0s animais mesmo em
50 dias apds a inducdo de pneumonia ainda apresentavam a perda da memoria aversiva,
sugerindo uma alteracdo irreversivel dessa funcdo, quando avaliado pelo teste de

freezing e comparado com o grupo controle.
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Figura 26 — Funcdo cognitiva em animais desafiados com a bactéria PA103. Animais
C57BL/6 foram submetidos ao teste freezing 50 dias ap6s o desafio com a bactéria PA103. No
grupo controle, os animais receberam injecdo intratraqueal de 50 pL de salina estéril
apirogénica. No grupo com pneumonia (PA103) os animais receberam injegéo intratraqueal de
50 pL de 10° CFU da bactéria PA103. Dados representados como média * erro padrdo da média.

9<N<17 animais por grupo. (*) p<0,05 em relacéo ao grupo controle.
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5.4.2 Quantificacdo de neurdnios a longo-prazo no hipocampo de camundongos

submetidos a instilacdo intratraqueal de PA103

Uma vez observada a disfuncdo cognitiva e esta permanecendo por até 50 dias,
resolvemos analisar as possiveis explicacbes desse dano em animais submetidos ao
modelo de pneumonia grave por PA103. Para isso, foram feitas laminas com secdes de
cérebro de animais instilados com PA103 retirado 50 dias apos a infeccdo. Como
podemos observar na figura 27 ndo houve diferenca na quantificagdo de neurdnios no

hipocampo desses animais.
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Figura 27 — Quantificacdo neuronal no hipocampo de animais desafiados com a bactéria
PA103. A realizacdo de imunohistoquimica foi feita para a deteccdo de NeuN do hipocampo, 50
dias ap06s o desafio com a bactéria PA103. O nimero de células NeuN positivas (NeuN+) foi
determinado por area na regido do giro denteado. No grupo controle, 0os animais receberam
injecdo intratraqueal de 50 uL de salina estéril apirogénica. No grupo com pneumonia (PA103)
0s animais receberam injecéo intratraqueal de 50 uL de 10° CFU da bactéria PA103. Dados

representados como média + erro padrdo da média. N=4 animais por grupo.
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5.4.3 Avaliacdo da disfuncdo sinaptica de longo prazo no cérebro de animais

submetidos ao modelo de pneumonia grave

Para dar continuidade a investigacdo de possiveis causas do aparente dano
cognitivo irreversivel apresentado, decidimos avaliar aspectos das sinapses em animais
submetidos ao modelo de pneumonia grave 50 dias ap6s a cirurgia. Como podemos
observar na figura 28 os animais que receberam instilacdo intratraqueal de PA103 nédo
apresentaram alteracdo da expressdo de proteina pds-sinaptica PSD-95 no hipocampo,
por outro lado podemos observar a perda sinaptica representada pela reducdo da

expressao da proteina pré-sinaptica sinaptofisina.
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Figura 28 — Expressao de proteinas sinapticas no hipocampo de animais desafiados com a
bactéria PA103. Membranas de western-blot representativas e analise densitométrica da
expressao de (A) proteina pos-sinaptica PSD-95 e (B) proteina pré-sinaptica sinaptofisina, 50
dias ap6s o desafio com a bactéria PA103. No grupo controle, os animais receberam injecdo
intratraqueal de 50 uL de salina estéril apirogénica. No grupo com pneumonia (PA103) os
animais receberam injecgdo intratraqueal de 50 pL de 10° CFU da bactéria PA103. O controle de
carregamento consistiu na deteccdo da proteina B-actina. Dados representados como média *

erro padrdo da média. 4<N <5 animais por grupo. (*) p<0,05 em relag&o ao grupo controle.
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho nos estabelecemos um modelo de pneumonia grave clinicamente
relevante, onde foi possivel observar alteracdes significativas no SNC, tanto de forma
aguda quanto de forma cronica. Recentemente, foram analisadas, em um modelo de
pneumonia similar ao empregado neste estudo, alteracdes da microcirculacao cerebral
apos inducdo da pneumonia (Plotkowiski M.C. e cols, 2015), bem como foram
observadas alteragOes precoces da microcirculacdo cerebral em pacientes com CAP
(Rosengarten B. e cols, 2012). A relagdo entre pneumonia grave e declinio cognitivo a
longo prazo tem sido explorada em estudos clinicos somente recentemente (Davydow
D.S. e cols, 2013; Shah F.A. e cols, 2013) e portanto estudos experimentais que
mostrem uma correlacédo entre pneumonia e dano cognitivo ainda Sao escassos.

Desta forma, na primeira parte deste trabalho, procuramos validar um modelo in
vivo capaz de reproduzir a resposta inflamatdria pulmonar observada em pacientes com
pneumonia grave. Para isso, nés utilizamos em nosso modelo a instilagdo intratraqueal
da cepa produtora de ExoU” de P. aeruginosa 103. Bactérias gram-negativas sao
notoriamente patdgenos predominantes em pneumonias nosocomiais, e nas CAP, apesar
de sua menor prevaléncia, estdo associadas a alta taxa de mortalidade (Kang C.1I. e cols,
2008; Falguera M. e cols, 2009). De uma maneira geral, as infec¢bes por P. aeruginosa
representam quadros de maior gravidade e pior progndstico clinico (Sibila O. e cols,
2015; Arancibia F. e cols 2002).

Uma das principais estruturas associadas a interacdo patdgeno-hospedeiro de
bactérias gram-negativas compreende a maquinaria do sistema de secre¢do do tipo Il
(T3SS, do inglés Type Ill Secretion System). Esse complexo tem como caracteristica
principal seu formato de agulha e proteinas secretadas passam do citoplasma bacteriano
para o citoplasma da célula do hospedeiro através desta estrutura. Proteinas que chegam
a célula hospedeira através deste mecanismo de viruléncia tém papel critico na
patogénese da pneumonia e sepse causadas por Pseudomonas aeruginosa. De fato, um
dos mais importantes fatores de viruléncia do T3SS dessas bactérias, a exotoxina
ExoU’, estd associado a persisténcia bacteriana no pulmdo com subsequente
disseminacdo sanguinea, levando a cepas secretoras dessa citotoxina a condicdo de mau
prognostico do paciente (Schulert G.S. e cols, 2003).

Antes de iniciarmos as analises biologicas para a validacdo do modelo de
pneumonia grave, nos realizamos um experimento de padronizacdo onde foi analisada
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uma curva de sobrevida e determinacdo da dose de bactérias necessaria para induzir
uma taxa de letalidade, semelhante & observada na clinica. Portanto, camundongos
machos C57BL/6 foram submetidos a instilacéo intratraqueal com 10* ou 10° CFU de P.
aeruginosa 103, tratados com antibidtico Meropenem (30 mg/kg — i.p.) e a sobrevida
analisada ao longo de sete dias. A instilacio de 10° CFU de PA103 determinou uma taxa
de sobrevida de 40%, o que consideramos ideal para os experimentos subsequentes (ver
figura 7).

Em nosso trabalho nos avaliamos o escore clinico dos animais 6 horas e 24 horas
ap6s a inducdo de pneumonia com a dose de 10° CFU de PA103, onde 0s mesmos
apresentaram alta pontuagéo que correlacionou-se com uma maior gravidade do modelo
(ver figura 8). A andlise da gravidade de doenca é amplamente utilizada na préatica
clinica e é fundamental para um maior entendimento do prognéstico dos pacientes.
Diversos sistemas de escores como o APACHE Il (do inglés Acute Physiology and
Chronic Health Evaluation), SOFA (do inglés Sequential Organ Failure Assessment) e 0
PSI (do inglés Pneumonia Sverity Index) foram desenvolvidos de maneira a ajudar na
determinacédo do indice de gravidade do paciente internado (Knaus W.A. e cols, 1985;
Fine M.J. e cols, 1997; Vincent J. e cols, 2000). Nesse contexto, sistemas de escore que
possam ser aplicados em modelos animais com a finalidade, tanto de padronizar a
gravidade quanto de corroborar estudos clinicos, vém atualmente sendo descritos na
literatura (Shrum B. e cols, 2014; Huet O. e cols, 2013).

Para darmos continuidade a caracterizacdo de nosso modelo experimental, nés
analisamos parametros histopatoldgicos do parénquima pulmonar, onde observamos um
infiltrado abundante de neutrofilos e aumento da atividade da enzima mieloperoxidase
no tecido pulmonar (ver figura 9). Em nosso trabalho, também foi possivel observar o
aumento significativo de neutréfilos no BAL de animais, tanto 6 horas quanto 24 horas
apos a inducdo de pneumonia (ver figura 11C). Evidenciando, assim, que em nosso
modelo houve intensa migracdo de células para o ambiente pulmonar apés a infecéo.

A presenca macica de neutrofilos no tecido pulmonar é caracteristico de formas
graves de pneumonia, como aquelas que cursam a SDRA, onde durante o processo
inflamatorio, a ativacdo destas células acarreta a producdo de uma variedade de
mediadores citotoxicos. Dentre esses, o &cido hipocloroso é um poderoso agente
oxidante e sua producdo é dependente da enzima mieloperoxidase, presente nos
granulos dos neutrofilos. Como consequéncia, 0 aumento desta enzima pode levar ao

dano tecidual, quando liberada pelos neutrofilos, e a avaliacdo de sua atividade pode ser
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considerada uma medida indireta da presenca dessas células no tecido. Além disso,
estudos demonstram que ela também pode retardar o processo de apoptose nos
neutrdfilos e desta forma contribuir para a persisténcia da inflamacéo (El Kebir D. e
cols, 2008).

Em nosso modelo nds observamos um aumento expressivo das proteinas no
sobrenadante do BAL dos animais instilados com P. aeruginosa (ver figura 10),
demonstrando assim, a formacao de edema pulmonar. Esse resultado esté de acordo com
dados da literatura que mostram que o recrutamento de neutréfilos para o pulméo
também esta associado ao aumento da permeabilidade da barreira alvéolo-capilar
durante a leséo pulmonar (Chignard M. e Baloy V., 2000).

Com relacdo a producdo de mediadores inflamatorios nossos resultados
mostraram um aumento dos niveis da citocina IL-6 (ver figura 12A) e da quimiocina
KC (ver figura 12B) no sobrenadante do BAL 6 horas apds a inducdo de pneumonia. A
dindmica da resposta inflamatoria envolve a ativagdo inicial de células epiteliais e de
macrdfagos alveolares que irdo secretar mediadores inflamatorios, tais como citocinas e
quimiocinas, promovendo inflamacdo local e recrutamento de outras células do sistema
imune, que por sua vez irdo amplificar a resposta inflamatdria (Moldoveanu B. e cols,
2009). A citocina IL-6 é regulada positivamente em diferentes modelos experimentais
de sepse (Barkhousen T. e cols, 2011) e em pacientes criticos parece ser um fator
preditivo de mortalidade (Agusti C. e cols, 2004). As quimiocinas exercem um papel
importante na inflamacdo local, promovendo a migracdo dos leucdcitos da circulacdo
para os tecidos. A quimiocina KC (keratinocyte-derived chemokine) que é uma
quimiocina murina homologa a 1L-8 humana, em particular, atua na quimiotaxia de
neutréfilos para o sitio da inflamacdo e representa um dos fatores mais importantes
envolvidos nesse evento. Nosso resultado corrobora com dados da literatura a respeito
da inducdo de secrecdo de KC estimulada por ExoU” in vivo e in vitro (de Lima C.D. e
cols, 2012) e estd em conformidade com nossos dados de migracdo celular abordados
anteriormente.

Uma vez observada uma intensa resposta inflamatéria no pulméo 6 horas ap6s a
indugdo de pneumonia nos resolvemos avaliar se essa resposta era capaz de promover
alteracdes na fungdo pulmonar nesses animais. NOs analisamos a fun¢do pulmonar
desses animais através da determinacao da resisténcia e elastancia do pulméao. Em nosso
modelo nés pudemos observar um aumento tanto da resisténcia (ver figura 13A) quanto

da elastancia (ver figura 13B) pulmonares em 24 horas ap6s a inducdo de pneumonia. O

77



aumento da resisténcia pode ser explicado pela presenca massiva de neutréfilos nos
espacos alveolares observada anteriormente em nossos resultados. A manutengdo da
elastancia pulmonar estd diretamente relacionada a capacidade de células epiteliais
pulmonares, em especial os pneumdcitos do tipo Il, de produzir surfactante (Whittset
J.A. e cols, 2002). Dentre as propriedades biofisicas dessa substancia, esta a reducao da
tenséo superficial dos alvéolos, evitando o colapso dos mesmos (Hans S. e cols, 2015).
Portanto, o aumento da elastancia observado em nosso modelo mostra uma diminui¢ao
significativa da funcdo pulmonar, sugerindo danos estruturais ao tecido pulmonar que
podem incluir ocupacéo e colapso dos espacos alveolares, lesdo de células epiteliais do
tipo 11, com consequente diminuicdo da produgdo de surfactante, e ruptura da barreira
alvéolo capilar. De fato, diferentes estudos demonstram uma associagdo de alteragdo de
proteinas surfactantes com o desenvolvimento de pneumonia grave (Quasney M.W. e
cols, 2004; Lin Z. e cols, 2000; Ge L. e cols, 2016; Birkum A. A. e cols, 2015).

Prosseguindo na caracterizacdo de nosso modelo, nés realizamos analises da
resposta inflamatoria sistémica a fim de determinar se a indugdo de pneumonia grave
por P. aeruginosa era capaz de se propagar para fora do compartimento pulmonar.
Como esperado, ndo observamos presenca de bactéria no sangue e no figado dos
animais controle. Porém, foi possivel observar a presenca de bactérias tanto no sangue
(ver figura 16A) quanto no figado (ver figura 16B) dos animais submetidos ao modelo
de pneumonia grave 24 horas ap6s o estimulo. Também foi possivel observar em nosso
modelo um aumento das citocinas IL-6 e TNF-a (ver figuras 15A e 15B,
respectivamente) no plasma dos animais 24 horas ap0s a inducdo de pneumonia, sendo
este aumento acompanhado de uma maior quantificacdo de células polimorfonucleares
no sangue (ver figura 14B).

Frequentemente, 0 mau prognostico de pacientes com pneumonia grave
relaciona-se com a evolucdo da doenca para sepse, choque séptico e disfuncdes
organicas. Nestas situacfes, ha liberacdo excessiva e desregulada de mediadores
inflamatorios na circulacdo, ativacdo do sistema de coagulacdo, bacteremia, ou mesmo a
presenca de bactéria em outros sitios que ndo o da infeccéo inicial. Os niveis de IL-6 no
plasma pode predizer o status da resposta inflamatdria sistémica de pacientes com
trauma, bem como informar sobre o progndstico dos mesmos (Giannoudis P.V. e cols,
2008). Em pacientes com SDRA, a IL-6 pode ser incluida como um biomarcador de
gravidade e prognostico (Agrawal A. e cols, 2012). Além disso, tanto a citocina IL-6
quanto TNF-a, foram demostradas estar relacionadas com a morte precoce em pacientes
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com CAP (Bacci M.R. e cols, 2015).

Vérios estudos tém reportado que a cepa bacteriana produtora de citotoxina
ExoU” possui uma maior capacidade de aumento da permeabilidade vascular e de
disseminacédo para outros 6rgdos (Machado G.B. e cols, 2010), o que corrobora nossos
resultados das andlises da presenca de bactérias no sangue e no figado apds a inducdo de
pneumonia (ver figura 16A e 16B).

O conjunto dos resultados discutidos até 0 momento consolidam um modelo de
pneumonia grave relevante para as investigacdes posteriores.

O proximo passo foi avaliar se nosso modelo era capaz de promover alteracfes
agudas no SNC. Diversos estudos tém demonstrado os efeitos da sepse no SNC, e foi
visto que uma inflamacdo sistémica sustentada pode afetar o cérebro, revelando a
vulnerabilidade deste 6rgdo a este tipo de injaria (Flierl M. e cols, 2010). Dentre as
manifestacBes agudas da sepse pode-se destacar a encefalopatia associada a sepse
(EAS) que pode ser uma manifestacdo precoce de disfungdo organica.

A microglia € a celula residente representante do sistema imune no SNC. Sua
ativacdo, portanto, pode ser apresentada como um dos parametros de neuroinflamacéo.
Ja foi demonstrado sua ativacdo na sepse em humanos (Lemstra A.W. e cols, 2007) e
que sua ativacdo parece ser determinante tanto na EAS quanto no comprometimento
cognitivo apos a sepse (Michels M. e cols, 2015).

Sendo assim, a primeira etapa das analises em 24 horas ap6s a indugdo de
pneumonia consistiu na avaliacdo da ativacdo da microglia. Nossos resultados
demonstraram uma ativacdo dessas células na regido da RMS (Rostral Migratory
Stream - rota migratoria rostral) (ver figura 18A e 18B) e no hipocampo (ver figura 17A
e 17B) do cérebro de animais submetidos ao modelo de pneumonia. A RMS é uma
regido de migracdo de precursores neuronais e recentemente foi demonstrada ser uma
rota especifica de ativacdo de microglia em outros modelos experimentais como o
modelo experimental de malaria cerebral e o modelo de encefalite autoimune
experimental (EAE) (Mohammad M.G. e cols, 2014; Hoffman A. e cols, 2016). O
hipocampo é uma regido associada a memoria e os efeitos da neuroinflamacao na sepse
nessa regido tém sido amplamente estudados (Hoogland I.C. e cols, 2015).

No presente estudo, foi possivel observar um aumento de IL-1P (ver figura
19A), IL-6 (ver figura 19B) e MCP-1 (ver figura 19C) em ambos os tempos de 6 horas e
24 horas ap6s a inducdo de pneumonia e de TGF-f3 (ver figura 19D) 24 horas depois do
estimulo. Uma vez ativadas, as microglias podem secretar diferentes mediadores
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inflamatdrios perpetuando os efeitos da inflamacéo sistémica no SNC (Michels M. e
cols, 2014; Terrando N. e cols, 2010). Dessa maneira, n6s decidimos avaliar os niveis
dos mediadores IL-1f, IL-6, MCP-1 e TGF-B. A citocina IL-1p esta associada a
alteracdo de parametros cognitivos apds a sepse (Mina F. e cols, 2014) e pode levar a
deficiéncia do potencial de longa duracdo também na sepse (Imamura'Y. e cols, 2011). A
IL-6 é positivamente regulada juntamente com a IL-1p e contribui para a perpetuacao
da resposta inflamatéria no SNC ap0s estimulo periférico.

O aumento de IL1-B e IL-6 no cérebro dos animais submetidos ao modelo de
pneumonia indica a ativacdo da microglia, vista nos nossos resultados anteriores, para
um perfil classicamente ativado, porém outras analises necessitam ser realizadas para
comprovar essa hipétese. Contudo, ja foi demonstrado que as microglias com perfil de
resposta M1 secretam as citocinas IL-6, IL-13 e TNF-o em doengas neurodegenerativas
(Tang Y. e cols, 2015; Moehle M.S. e cols, 2014).

A quimiocina MCP-1 foi demostrada ter um aumento robusto no cérebro em
modelo de endotoxemia onde seu pico de producdo foi de 6 horas apds o estimulo com
LPS (Thompson W.L. e cols, 2008). Contudo, quando observada em microglias
isoladas, essa quimiocina é capaz de regular a migracdo e proliferacdo dessas células,
porém sem ocasionar dano neuronal (Hinojosa A.E. e cols, 2011). A alteracdo de
citocinas anti-inflamatérias também pode levar a perturbac@es no funcionamento do
cérebro. Por exemplo, camundongos transgénicos que tém aumento da expressao
constitutiva de IL-10 apresentam déficts de aprendizado (Meyer U. e cols, 2008). Com
relacdo ao TGF-, dados na literatura mostram o aumento de apds estimulo com LPS,
em concordancia com nossos dados observados para esse mediador (Semmler A. e cols,
2008).

Para darmos continuidade as analises dos parametros neuroinflamatérios no
modelo de pneumonia grave, nds avaliamos a ocorréncia de estresse oxidativo atraves
da quantificacdo de tidis totais no cérebro. Foi possivel observar uma diminuicdo dos
niveis de tiol livre no hipocampo 6 horas ap6s a inducdo de pneumonia (ver figura 20),
0 que indica a presenca de estresse oxidativo no tecido cerebral desses animais.
Compostos tiol atuam como antioxidantes e o0 consumo desses compostos livres
representa uma medida de estresse oxidativo. Esta descrito na literatura o acimulo de
marcadores de estress no SNC tanto na sepse (Comim C.M. e cols, 2011; Bozza FA. e

cols, 2013; Hernandes M.S. e cols, 2014) quanto em outros modelos experimentais de
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infeccdo (Reis P.A. e cols, 2010).

Em seguida, nos decidimos avaliar se os efeitos da neuroinflamag&o observada
anteriormente eram capazes de promover alteragdes na proliferacdo celular no cérebro
desses animais. Agudamente, nossos resultados ndo demonstraram diferencas na
quantificacdo de células Ki67 positivas ao longo da zona subventricular do ventriculo
lateral (SVZ) (ver figura 21). A quantificacdo de células ki67 positivas também foi feita
30 dias apos o estimulo, em ambos os modelos utilizados, na regido do giro denteado.
Neste contexto, ndo também néo houve alteracdo no numero de células ki67 positivas,
porém houve uma tendéncia de aumento da proliferacdo no grupo CLP (ver figura 25).
A regido SVZ, juntamente com o giro denteado no hipocampo, é estabelecida como um
dos sitios priméarios de neurogénese no adulto. Estudos demonstram que alteragdes do
volume do hipocampo estdo relacionadas a alteracdes da funcdo cognitiva em pacientes
com comprometimento cognitivo e doenca de Alzheimer (Peng G.P. e cols, 2015).
Poucos trabalhos mostram os efeitos da sepse na proliferacdo celular no cérebro, no
entanto, um estudo em modelo de CLP em ratos mostrou haver um aumento da
neurogenese na regido SVZ, o mesmo ndo ocorrendo na regido do giro denteado
(Bakirci S. e cols, 2011). Atribui-se a essa maior proliferacdo a tentativa do SNC de
compensar os efeitos danosos da sepse, 0 que ndo foi observado em nosso modelo.

Uma vez que observamos que nosso modelo de pneumonia foi capaz de
promover alteracdes importantes relacionadas a neuroinflamacéo, nés decidimos avaliar
se essas alteracbes poderiam induzir efeitos tardios nesses animais. Desta maneira, nos
decidimos avaliar o comprometimento cognitivo a longo prazo em nosso modelo de
pneumonia e comparar com um modelo de sepse polimicrobiana por CLP. A funcéo
cognitiva nesses modelos foi avaliada 13 e 30 dias ap06s a indu¢do de pneumonia e
pdde-se observar que no modelo de pneumonia a perda de memaria aversiva persiste até
o dia 30 (ver figura 23B), diferentemente do modelo de CLP, onde ha recuperacdo do
dano visto com 13 dias (ver figura 23A).

Esta descrito que diferentes modelos de sepse sdo capazes de promover
comprometimento cognitivo a longo prazo. A maior parte dos estudos utiliza um modelo
de injecdo de LPS ou o modelo de CLP para inducdo de sepse e posterior analise da
fungéo cognitiva. Poucos estudos até o momento utilizaram um modelo de pneumonia
para avaliar tais parametros. As respostas frente a esses estimulos variados, tanto de
sepse quanto de outras doengas neuroinflamatorias se mostraram diferentes dependendo

do modelo utilizado, do animal, do estimulo e dos tempos analisados. Portanto, a
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caracterizacdo dos efeitos no SNC em modelos que mimetizem a resposta vista na
préatica clinica é de grande importancia. Dados na literatura sdo controversos com
relacdo a perda de memdria a longo prazo. Estudos do nosso grupo demonstraram
(Moraes C.A. e cols, 2014), em concordancia com nossos dados, que ha recuperacdo da
perda cognitiva em animais submetidos ao modelo de CLP 30 dias ap6s a inducdo de
sepse. Outro estudo recente, em modelo de sepse branda por CLP, demonstrou que no
dia 50 pds-sepse, 0s animais ndo apresentaram alteracdes na aquisicdo de memoria,
porém permaneciam com comprometimento na extin¢gdo de memdria (Singer, B.H. e
cols, 2016). Por outro lado, outros estudos demonstraram ainda haver perda cognitiva
30 dias ap0s a inducdo de CLP em ratos (Schwalm M. e cols, 2013; Michels M. e cols,
2015). E de maneira interessante, outro estudo demonstrou que uma Unica injecdo de
LPS foi capaz de causar efeitos no comportamento depressivo e de ansiedade nos
animais a longo-prazo (Anderson e cols, 2015). Deve-se levar em consideracao,
contudo, além do modelo, o tipo de teste cognitivo realizado, bem como a gravidade da
sepse observada.

No6s também decidimos comparar a ativacdo de microglia tardiamente entre os
modelos através da observacdo de sua morfologia. Além da intensidade de fluorescéncia
foram analisados parametros morfoldgicos, tais quais, o volume total, tamanho dos
processos, volume do nucleo e tamanho das suas ramificagdes. Nesse contexto, nds ndo
observamos ativacdo de microglia em ambos os modelos (ver figura 24). No mesmo
estudo onde foi demonstrado o comprometimento da extincdo de memaoria no modelo
de sepse branda foi demonstrado que ndo héa ativacdo de microglia tardiamente, porém o
perfil de expressdo génica dessas células se mostrou alterado tardiamente (Singer, B.H.
e cols, 2016). Talvez, seja interessante também analisarmos o transcriptoma dessas
microglias em ambos 0os modelos, mesmo ndo havendo diferencas em sua morfologia.

Uma vez que observamos alteracdo cognitiva com 30 dias, nos decidimos dar
continuidade a essa analise em nosso modelo de pneumonia, portanto avaliando o
comprometimento cognitivo 50 dias ap6s o estimulo infeccioso. O modelo utilizado
provocou comprometimento cognitivo significativo até 50 dias (ver figura 26). Nossos
resultados sugerem que o comprometimento cognitivo observado apds a indugdo de
pneumonia pode ser irreversivel. Alguns estudos ja demonstraram no modelo de CLP ou
de endotoxemia um comprometimento cognitivo a longo prazo, relacionando com
mediadores  inflamato6rios, estresse  oxidativo, metabolismo  energético e
neuroinflamacdo (Comim C.M. e cols, 2011; Steckert A.V. e cols, 2013; Schwalm M.T.
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e cols, 2013). Um mecanismo que parece estar associado a perda de memoria a longo
prazo na sepse parece ser a ativagcdo da enzima oxido nitrico sintase induzida, uma vez
que foi demonstrado que camundongos knockout para esta enzima e submetidos ao
modelo de injecdo de LPS ndo apresentaram danos cognitivos até 2 meses apds o
estimulo (Weberpals M. e cols, 2009). Com relacdo ao envolvimento pulmonar, um
estudo demonstrou comprometimento do aprendizado e de memaoria em um modelo de
asma crbnica com destruicdo da estrutura sinaptica e alteracbes de LTP (Guo R.B. e
cols, 2013).

Uma vez que observamos uma perda aparentemente irreversivel de memoria,
nos procuramos quantificar as células neuronais na regido do giro denteado no
hipocampo dos animais submetidos ao modelo de pneumonia no tempo de 50 dias apds
a infecdo. Em nossos resultados ndo foi possivel observar alteracdo no ndmero de
células neuronais na regido investigada (ver figura 27). O hipocampo é uma regido
importante no processo de formagdo de memoria. De fato, 0 mecanismo de perda de
memoria foi demonstrado, em alguns casos, estar associado a morte neuronal nessa
regido (Semmler e cols, 2007).

A relacdo entre infeccdo, neuroinflamacdo e disfuncdo cognitiva tem sido
recentemente demonstrada tanto em estudos clinicos quanto em estudos experimentais.
Em sua maioria, esses estudos foram realizados em pacientes sobreviventes de sepse, ou
em modelos experimentais de sepse (Perl T.M. e cols, 1995; Sharshar T. e cols, 2007;
Bozza F. e cols, 2010; Semmler A. e cols, 2013). Adicionalmente, esta bem
demonstrado, que a encefalopatia associada a sepse, bem como o dano cognitivo
observado em pacientes criticos estdo associados a uma maior morbidade e mortalidade
(Nguyen e cols, 2006).

Dando prosseguimento as investigacdes, nos avaliamos se a pneumonia grave
teria um efeito sobre as proteinas sinapticas agudamente. Para isso, nés avaliamos a
presenca de sinaptofinisa e PSD-95 (proteinas pré e pds sinapticas, respectivamente) no
hipocampo desses animais. A inducdo de pneumonia mostrou ter efeito significativo na
diminuicdo de sinaptofisina (ver figura 22B), bem como uma tendéncia a niveis mais
baixos de PSD-95 em 24 horas ap6s a indugdo da pneumonia (ver figura 22A). Em
seguida, nos decidimos avaliar se, com 50 dias ap6s a infeccdo, ainda era possivel
observar as alteracbes sinapticas observadas agudamente. De maneira interessante,
nossos resultados revelaram que hd uma recuperagdo dos niveis de proteina pos

sinaptica PSD-95, porém a perda de sinaptofisina se mantém até o tempo analisado (ver
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figura 28). Esses resultados indicam que a perda de memoria aversiva observada pode
estar relacionada ao decréscimo da funcdo sinéptica nesse modelo, estando de acordo
com dados de Moraes e colaboradores, que também observou diminuicdo somente de
sinaptofisina em um modelo de CLP (Moraes C. e cols, 2014).

O PSD-95 ¢ a proteina mais abundante de terminais pds sinapticos (Cheng e
cols, 2006) e esta associada a estabilidade sindptica durante a LTP (Meyer D. e cols,
2014). A sinaptofisina € uma glicoproteina localizada em vesiculas sinépticas na
membrana dos terminais pré sinapticos de neurdnios e tem funcdo no trafego de
membrana (Evans & Cousin, 2005). Estudo prévio in vitro demonstrou que o 0xido
nitrico proveniente da microglia ativada promoveu uma deficiéncia no transporte axonal
de precursores de vesiculas sinépticas (Stagi M. e cols, 2005).

Apesar de bem caracterizado, do ponto de vista clinico, ainda ndo estdo claros os
mecanismos por trds do comprometimento cognitivo de longo prazo observado em
pacientes sépticos. Diversos mecanismos vém sendo relacionados com o dano cognitivo
de longo prazo na sepse, e acredita-se que ndo apenas um, mas sim um conjunto desses
fatores contribua para essa sequela. Foi visto que sobreviventes de sepse apresentam
lesGes na substancia branca cerebral (Morandi e cols, 2012; Semmeler e cols, 2013).
Fatores como, estresse oxidativo e disfungdo mitocondrial, neuroinflamacéo, disfuncéo
endotelial e quebra da BHE estdo entre os mais estudados e terapias para prevenir ou
reverter reverter tais efeitos também vém sendo estudadas (Barrichello e cols, 2007;
Yokoo e cols, 2012; d"Avila e cols, 2008). No entanto, o estudos que associem
disfungdo sinaptica e neurogénese com os efeitos cronicos no SNC na sepse ainda sdo
escassos. Nosso estudo, portanto, apresenta um modelo de pneumonia grave
possivelmente capaz de promover um comprometimento cognitivo permanente.
Adicionalmente, as evidéncias de alteracbes no SNC no modelo abordado proporciona
mais uma ferramenta, clinicamente relevante, para o estudo do comprometimento
cerebral obervado em neuropatologias, em especial as que envolvem a interagcdo entre

resposta inflamatoria periférica e SNC.
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7. CONCLUSOES

O modelo de pneumonia promoveu uma alta mortalidade e alta gravidade;
O modelo de pneumonia grave estabelecido no presente trabalhno mimetizou a
resposta inflamatoria que ocorre em pacientes no ambiente pulmonar:

o Intenso infiltrado celular;

o Formagéo de edema pulmonar;

o Elevacdo dos niveis de IL-6 e KC;

o Diminuicéo da funcdo pulmonar;

» Do ponto de vista sistémico:

o Aumento de células polimorfonucleares no sangue;

o Presenca de bactéria no sangue e figado do animais;

o Aumento de IL-6 e TNF-a no plasma;
A pneumonia grave foi capaz de induzir neuroinflamacdo, com ativacdo de
microglia; aumento de IL-6, MCP-1, IL1-B e TGF-3 e presenca de estresse
oxidativo no tecido cerebral,
A pneumonia grave foi capaz de induzir um dano cognitivo que parece ser
irreversivel, diferentemente do modelo de CLP onde houve recuperacdo do dano
cognitivo observado;
O padrdo morfologico da microglia se mostrou inalterado a longo prazo tanto no
modelo de CLP quanto no modelo de pneumonia;
A quantificacdo de neurdnios no giro denteado permaneceu inalterada no modelo
de pneumonia quando observada a longo prazo;
A pneumonia grave foi capaz de promover alteracdes sinapticas agudas que
persistiram a longo prazo, podendo este ser um dos mecanismos responsaveis

pelo comprometimento cognitivo observado neste modelo;
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