Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacado Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Pés-Graduagao em Biologia Celular e Molecular

Mariana Gisely Amarante Teixeira da Cunha

Atividade protetora da enzima PAF-acetilhidrolase (PAF-AH) na sepse: Efeitos
sobre a eliminagao bacteriana

Tese ou dissertacdo apresentada ao Instituto
Oswaldo Cruz como parte dos requisitos para
obtengcdo do titulo de Mestre Biologia Celular e
Molecular

Orientador: Prof. Dr. Hugo Caire de Castro Faria Neto

Co-orientadora:Profa. Dra. Rachel Novaes Gomes

RIO DE JANEIRO

2010



Ficha catalografica elaborada pela
Biblioteca de Ciencias Biomedicas/ ICICT / FIOCRUZ - RJ

car2
Cunha, Mariana Gisely Amarante Teixeira da.

Atividade protetora da enzima PAF-acetilhidrolase (PAF-AH) na sepse
. efeitos sobre a eliminacéo bacteriana / Mariana Gisely Amarante
Teixeira da Cunha. — Rio de Janeiro, 2010.

xix, 691 -l ; 30 cm.

Dissertac&o (mestrado) — Instituto Oswaldo Cruz, Pos-Graduacéo em
Biologia Celular e Molecular, 2010.

Bibliografia: f. 59-69.

1. Sepse. 2. CLP. 3. rPAF-AH. 4. Eliminacéo bacteriana. |. Titulo.

CDD 618.92




Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Pés-Graduagao em Biologia Celular e Molecular

AUTOR: Mariana Gisely Amarante Teixeira da Cunha

Atividade protetora da enzima PAF-acetilhidrolase (PAF-AH) na sepse: Efeitos
sobre a eliminagao bacteriana

ORIENTADOR: Prof. Dr. Hugo Caire de Castro Faria Neto

CO-ORIENTADORA: Prof. Dra. Rachel Novaes Gomes

Aprovada em: / /

EXAMINADORES:

Profa. Dra. Adriana Ribeiro Silva
Profa. Dra. Carmen Penido Monteiro
Profa. Dra. Claudio de Azevedo Canetti

Rio de Janeiro, 19 de Julho de 2010.


javascript:abreDetalhe('K4797079T8','Carmen_Penido_Monteiro','0')

Ministério da Saude

FIOCRUZ

Fundacao Oswaldo Cruz

DEDICATORIA

Dedico este trabalho em primeiro lugar a Deus, minha for¢a maior.

Aos meus pais, Jodo Luis T. da Cunha e Eliane G.A.T. Cunha meus
verdadeiros mestres, por seu amor incondicional, dedicacdo e
companheirismo.

Aos meus avds pelos ensinamentos que foram importante para a minha.

Ao meu irméo Jodo Guilherme A.T. da Cunha e a Fernanda Coelho da Cunha
e ao anjinho Joao Gabriel

Ao meu Tio Heréclio, meu segundo pai, que me deu abrigo e pelas nossas
conversas, fontes de aprendizado.

A toda minha familia, por ser meu exemplo de unido e fé.

A minha orientadora, Rachel Novaes Gomes, minha mami mestre por me
guiar em toda essa trajetoria.

Ao meu orientador Hugo Caire de Castro Faria Neto, por ter permitido
concretizar esse sonho.

Aos meus irmaos cientificos, Nathassia Esther Roehrs e Silvio Caetano e a
“Michelinha” que também foi minha “maninha” cientifica mais velha, que me
ajudou durante a iniciagéo cientifica.

Aos amigos do laboratério de Imunofarmacologia, que servem de exemplo
pra mim.

A toda equipe da p6s-graduagéo por toda dedicagéo.

Ao pessoal que compdbe o pavilhdo Osdério de Almeida.



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

AGRADECIMENTO

Agradeco em primeiro lugar a Deus pela vida, por ser minha luz e minha
protecdo, por me fortalecer e me dar coragem nos caminhos da vida. Aos meus pais
amados, que moram no meu coragado e que apesar de estarem longe, sempre se
fazem presentes na minha vida. Obrigada pelo “colo” nos momentos em que
precisava. Agradeco também pelo companheirismo, dedicacédo, pelo amor e pelos
ensinamentos. A0 meu irmdo e a minha cunhada sou grata por estarem comigo
sempre nessa trajetdria e me contagiando com sua alegria. Obrigada também por
colocarem a dadiva de Deus, o “Jodozinho”, na minha vida. Obrigada a minha
familia pelo exemplo de unido e dedicacdo. Agradegco aos meus avos, por seu amor
e pelos ensinamentos. Ao meu tio Heraclio, pelo abrigo, compreenséo,
companheirismo e por ser meu segundo pai. A minha mae cientifica, Rachel N.
Gomes, obrigada pelos ensinamentos que serviram como base para minha vida
cientifica. Obrigada por sua dedicacao para com seus “filhos”, pela alegria que torna
0 nosso dia a dia no laboratorio mais feliz. Ao Dr. Hugo Caire de Castro Faria Neto,
por me orientar e me dar a oportunidade de ingressar no mundo da pesquisa
cientifica e de poder fazer parte dessa equipe maravilhosa. A Dra. Patricia Bozza,
Fernando Bozza e a Clarissa Monteiro, agradeco por serem sempre atenciosos para
conosco. Aos meus irmaos cientificos, Rodrigo Améancio, Nathassia Esther Roehrs
(Natles) e Silvio (“Silvuuu”™), por sua amizade, companheirismo, dedicagdo e por
fazerem parte da minha “familia cientifica”. A minha “tia cientifica”, Daniele e & minha
‘prima” Angélica (“Pessoa”) pelo carinho. Aos meus amigos do laboratério de
imunofarmacologia, agradego por serem sempre prestativos, pela dedicacdo e
carinho. Essa equipe é sensacional! A Rose, pessoa sempre prestativa e amorosa
com a gente. A Patricia Elaine e a “Adrianinha” pelo carinho e pela companhia
durante a volta pra casa. Agradeco também a Alessandra, “Surrage”, “Zanon”,
André, Isa Claudia, Edson, “Drica”, Cassiano, “Clarissinha”, Flora, Isabel, Renata,
André Japiassu. A toda equipe que compde a pods-graduacdo da BCM, por todo
empenho e dedicagcado aos alunos, em especial a Daniele. Ao pessoal que compde o

Departamento de Fisiologia e farmacodinamica pelo carinho.



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

‘Determinagdo coragem e autoconfianga sao
fatores decisivos para o sucesso. Se estamos
possuidos por uma inabalavel determinagao
conseguiremos supera-los. Independente das
circunstancias, devemos ser sempre humildes,
recatados e despidos de orgulho”.

Dalai Lama

Vi


http://www.pensador.info/autor/Dalai_Lama/

LISTA DE ABREVIAGOES

a.C. — antes de Cristo.

acetil:CoA — Acetilcoenzima A

AKT — Conhecida como proteino quinase B

Ala - Alanina

anti-MCP-1 — anticorpo neutralizante do MCP-1
C5a — Complemento 5a neutralizante para o MCP-1
SDRA — Sindrome do desconforto respiratério agudo
Arg — Arginina

Asn - Asparagina

bact. - Bactéria

BSA - Soro de Albumina Bovina, que vem do inglés
Cb5a-R- Receptor do complemento 5a

CARD - Proteina contendo dominio de recrutamento de caspase, que vem do
inglés “Caspase recruitment domains”

CASP - Peritonite causada por stent no colon ascendente, que vem do inglés
“Colon ascendens stent peritonitis”

CC quimiocinas - Quimiocinas com residuos de cisteinas adjacentes

CCR-2 — Receptor do MCP-1/CCL-2, que vem do inglés “chemokine (C-C
motif) receptor 2”

CCR2-/- - Animais genéticamente deficientes para o receptor do MCP-1/CCL-
2

CCR-2A - Receptor do MCP-1/CCL-2 subtipo A
CCR-2B - Receptor do MCP-1/CCL-2 subtipo B
Cels. — Células

Células NK — Células Exterminadoras naturais, que vem do inglés “Natural
killer”.

CLP - Ligadura e perfuragcado cecal, que vem do inglés “cecal ligation and
puncture”

cNOS - Oxido nitrico sintase constitutiva calcio-dependente, que vem do
inglés “constitutive NOS”

C-terminal — Carboxi-terminal
C quimiocinas - Quimiocinas com apenas uma ciesteina

Vi



CXC quimiocinas — Quimiocinas com um aminoacido qualquer entre as duas
cisteinas

CX3C quimiocinas - Quimiocinas com trés aminoacidos entre as duas
cisteinas

DFP - Diisopropil fluorofosfatos
DNA — Acido desoxidorribonucléico
E.coli — Escherichia coli

ELISA — Ensaio imunoenzimatico que vem do inglés Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay

eNOS ou NOS-3 — Oxido nitrico sintase de origem endotelial, que vem do
inglés “Endothelial NOS”

E-selectina — Selectina presente nas células endoteliais
Gly- Glicina

HDL - Lipoproteina de alta densidade, que vem do inglés “High-density
lipoprotein”

His - Histidina

HMGB-1- Proteina de alta mobilidade do grupo box 1, que vem do inglés
“high-mobility group box 1 protein”

HSP- Proteinas do choque térmico, que vem do inglés “Heat shock protein”

ICAM — Molécula de adeséo intercelular, que vem do inglés “Inter-Cellular
Adhesion Molecule”

IFN — Interferon
IL- Interleucina
lle - Isoleucina

iNOS-/- - Animais genéticamente deficientes para Oxido nitrico sintase
induzivel

INOS ou NOS-2 - éxido nitrico sintase induzivel, que vem do inglés “Inducible
NOS”

i.p - Intraperitoneal

IPS - Fator Regulador de Interferon gama, que vem do inglés “interferon-
promoter stimulator”

IRF — Fator regulador de interferon, que vem do inglés “interferon regulatory
factor”

JNK — Proteino quinase c-Jun N-terminal, que vem do inglés “c-Jun N-terminal
kinase”

viii


http://en.wikipedia.org/wiki/Endothelial_NOS

KC — Quimiocina derivada de queratindcitos, que é homdloga funcional a IL-8
humana, que vem do ingés “keratinocyte-derived chemokine”

KDa — Quilodaltons

Kg - Quilograma

LAM - Lipoarabinomanana

L-arginina — Acido pentacéico 2-amino-5-(diaminometilideno-amino)
LB - Luria Broth

LBP- Proteina ligadora de LPS.

L-citrulina — Acido N5-Aminocarbonil-(2-5-diamino) pentandico

LDL - Lipoproteina de alta densidade, que vem do inglés “Low-
density lipoprotein”

liso-PAF - 1-alquil-2-liso-sn-glicero-3-fosfocolina
L-NAME — L-NG-Nitroarginina Metil Ester
LPS — Lipopolissacarideo

MAPK — Proteino-quinase ativada por mitdgeno, que vem do inglés “Mitogen-
activated protein kinase”

MAD-5- Gene Associado a Diferenciacdo de Melanoma- 5
mCD14- CD14 ligado a membrana

MCH-II -Complexo de Histocompatibilidade Principal de classe II, que vem do
inglés “Major histocompatibility complex II”

MCP-1 ou CCL-2 - Proteina quimiotatica de mondcitos, que vem do inglés
“‘Monocyte chemotactic protein-1”

MCP-1-/- Animais genéticamente deficientes para o MCP-1
MD-2 — Antigeno de linfocito 2
Mg - Miligrama

MIF- Fator inibidor da migragdo de macrofagos, que vem do inglés
“Macrophage migration inhibitory factor”

MIP — Proteina inflamatéria de macréfagos, que vem do inglés “Macrophage
Inflammatory Proteins”

ml - Mililitro
motivo CpG - Oligodeoxinucleotideo
mRNA — Acido Ribonucléico mensageiro

mtNOS — Oxido nitrico sintase localizada na mitocéndria, que vem do inglés
“mitochondrial NOS”


http://en.wikipedia.org/wiki/Mitogen-activated_protein_kinase
http://en.wikipedia.org/wiki/Mitogen-activated_protein_kinase

MyD88 — Gene de resposta primaria a diferenciagao mieldide
N - Normal
NADPH oxidase - Nicotiamida-adenina dinucleotido fosfato oxidase

NETs - Rede extracelular de neutrofilos, que vem do inglés “Neutrophil
extracellular trap”

NF-Kb — Fator nuclear kappa b, que vem do inglés “nuclear factor kappa b”
Ng - Nanograma

N-glicosilado — Glicosilagdo na posicdo N-acetil, formando a N-
acetilglicosamina

nM - Nanomolar
N. meningitidis — Neisseria meningitidis

nNOS ou NOS-1 — Oxido nitrico de origem neuronal, que vem do inglés
“neuronal NOS”

NO — Oxido nitrico, que vem do inglés “Nitric oxide”

NOD - Dominio de oligomerizagdao de nucleotideo, que vem do inglés
“nucleotide-biding oligomerization domain”

NOD-LRR — NOD contendo repeti¢cbes ricas em leucina
NOS - Oxido nitrico sintases, que vem do inglés “Nitric oxide synthase”
N-terminal — Amino-terminal

PAF — Fator de ativagdo plaquetaria, que vem do inglés “Platelet activating
factor”

PAF-AH — PAF-acetilhidrolase, que vem do inglés “PAF-acetylhydrolase

PAMP — Padrbes moleculares associados a patégenos, que vem do inglés
“pathogen-associated molecular pattern”

Pg - Picograma
poli I:C — Acido Poliinosinico:policitidilico
pPAF-AH - PAF-AH plasmatica

PaO2/FiO2 — Relagao entre a pressao arterial de oxigénio e a frag&o inspirada
de oxigénio

PBS — Tampao de sodio-potassio
P1-3K - Quinase fosfatidilinositol-3, que vem do inglés “phosphatidyl-Inositol”

PRR — Receptor de reconhecimento de padrbes, que vem do inglés “pattern
recognition receptor”



P-selectinas — Selectinas armazenadas em alfa-granulos de plaquetas e
corpos weibel-palade de células endoteliais

RIG — Gene induzido por acido retindico 1, que vem do inglés “retinoic acid-
inducible gene”

Rip — Proteina de interagcdo do receptor, que vem do inglés “receptor
interaction protein”

RNA — Acido ribonucléico

S. aureus- Stafilococus aureus.

sCD14- CD14 soluvel

SDOM - Sindrome da disfungdo organica multipla
Ser- serina

SIRS — Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica, que vem do inglés
“systemic inflammatory response syndrome”

S-Nitrosilagdo - Adigdo de um grupo nitroso a um atomo de enxofre de um
residuo de aminoacido de proteinas

SR27417 - [N-etil (2-dimetilamino)-N-(metil 3-piridinil) [4 - (2,4,6-
triisopropylphenyl)] tiazole amina-2-il]

S. Typhimurium — Salmonella Thyphimurium

SOD - Superoxido dismutase

TSST-1- Toxina sindrome do choque toxico

TCR- receptor de linfocitos T.

TH — T auxiliar, que vem do inglés T helper

Thr - Treonina

TIR- Dominio intracelular homaologo ao receptor de IL-1

TLR- Receptores semelhantes ao Toll, que vem do inglés “Toll like receptors”.

TNFR - Receptor do Fator de necrose tumoral (TNF), que vem do inglés
“TNF-receptor”

TRIF — Dominio TIR com adaptador de indugao de interferon-3
TSA — Agar de soja triptica, que vem do inglés “Triptic Soy Agar”
UFC - Unidades formadoras de colbénias

Val — Valina

VCAM — Molécula de adesdo vascular, que vem do inglés “vascular cell
adhesion molecule”

Xaa- Prolina
Xi



— Mg - Micrograma
— ul - Microlitro

- MM — Micromolar

LISTA DE FIGURAS

4. INTRODUGAO

Xii



Figura 4.1 CUrsO da SEPSE .......uuuiiiiiiiiiiiiiiie ettt e e e e e e e 2
Figura 4.2- Estrutura do lipopolissacarideo de bactérias gram negativas................ 7

Figura 4.3- Reconhecimento do LPS conjugado ao LBP por receptores

6. MATERIAIS E METODOS

Figura 6.1. Reacdo quimica da Sulfanilamida e Dihidroclotedo de
N-1-naptiletilenodiamina (NED) em condi¢des acidas (acido

fosférico) ... 25

7. RESULTADOS

Figura 7.1- A rPAF-AH aumenta a eliminagao bacteriana na cavidade peritoneal

de animais 6 horas apOS O CLP.............ooooiiiiiii e 28

Figura 7.2. A rPAF-AH aumenta a eliminagcao bacteriana no sangue de animais
24 horas apPOS O CLP....... ..o 29

Figura 7.3. A rPAF-AH aumenta a eliminagdo bacteriana na cavidade peritoneal

de animais estimulados com S. Typhimurium.......................ccco, 31

Figura 7.4. A inibigcao da via de sinalizagao do PAF favorece melhor eliminagao

O DACEIIAS . ... .o oo e e e 31

Figura 7.5. A rPAF-AH favorece uma melhor eliminagao de bactérias por
macrofagos peritoneais estimulados com a bactéria E. col.................ccc.c......... 32

Figura 7.6. A rPAF-AH néao influencia de forma direta o crescimento das bactérias
gram negativas S. Typhimurium e E.coli e da bactéria gram positiva S.

1021 LR 34

Figura 7.7- O PAF e o liso-PAF nao possuem efeito direto sobre o crescimento
DACLEIIANO...... ..o 35

xiii



Figura 7.8- O A neutralizagdo do MCP-1/CCL2 reduz a eliminagdo de bactérias

na cavidade peritoneal de animais submetidos ao

Figura 7.9- A neutralizagcao do MCP-1/CCL2 reduz a eliminagdao da bactéria

E.coli por macrofagos peritoneais...............oooooiiiiiiiiiiiiiiiii e 39

Figura 7.10- O MCP-1/CCL2 aumenta a eliminagcao da bactéria E. coli por

Macrofagos PeritoON@aIS. ... 39

Figura 7.11- O tratamento com a rPAF-AH néao foi capaz aumentar a eliminagao
bacteriana de animais geneticamente deficientes para o MCP-1/CCL2 (CCR2-/-)
SUbMEtidOS @0 CLP..........o o 40

Figura 7.12- Aumento do numero de UFC na cultura de neutréfilos
provenientes de animais geneticamente deficientes para o CCR-2 quando

comparados neutréfilos de animais C57BI6.....................oooii 42

Figura 7.13- A inibicao da sintese de 6xido nitrico aumenta a proliferagdo de

bactérias na cavidade peritoneal de animais submetidos ao

Figura 7.14- O tratamento com a rPAF-AH aumenta os niveis de nitrito na

cavidade peritoneal de animais 6 horas apos O CLP...................cccviiieieeennnn. 45

Figura 7.15- Aumento do numero de UFC na cavidade peritoneal de animais
geneticamente deficientes para iNOS (iNOS-/-) mesmo apés o tratamento com
FPAF-AH ...t e et e e e e e e e e e s e s e e e e e e raaaas 47

Figura 7.16. O tratamento com a rPAF-AH aumenta os niveis de IFN-y na

cavidade peritoneal de animais 6 horas apés o CLP................cccviiiiiiiiinnnnenn. 48

Figura 7.17- O MCP-1/CCL2 atua de forma cooperativa com a rPAF-AH,
aumentando significativamente os niveis de nitrito liberados por macréfagos

peritoneais apo6s o estimulo com abactéria E. coli.....................ccccoovvvriiiiinnnn. 50

SUMARIO
1. PRELIMINARES

Xiv



(=l0] | gF= Wo [=X (01110 JEUUR TR TR TR RPN i

Ficha catalografiCa...........ooooiiiieee e i
(o] | F= 0 L= =T o {0 1Y 7= T o= T LN iii
Folha de dediCatOria .........oooiiiiiiii e iv
Folha de agradeCimentos ............iiiiiiiiiiiie e e e aaes %
Folha de epigrafe ... e Vi
Lista de abreViaGies ..........uuuiiiiii i Vil
LiSta de fIQUIAS ... Xiii
2. RESUMO ...ttt et e e e e et e e e e e e e et e e e eenneeeen xviii
B I X O TR Xix
700 [V 0] 010 0. Yo SRR 1
L By I T Y o 1= - SRR 1
4.2- Modelos animais de SEPSE .........oovuiiiiiiiiiiiiie e 3
4.3- Resposta imune inata durante @ Sepse ... 4
4.3.1- Receptores de reconhecimento de padrées ...............ccooovvevriiiiiiiiicccceeenn, 5
4.3.1.1-0complexo CD14-LBP ... 7
4.3.1.2- Receptores TOll-liKe ... 8
4.3.2- Citocinas e quimiocinas liberadas durante asepse ............cccccvvvvciiinnnnn. 11
4.3.3- Espécies reativas do OXigENIO ............cccceeiiiiiiiiiiiiiiiii e 15
4.3.3.1- OXIdO NILIICO ....coovoeeoeieececeeeeeeee e 15
4.3.4- Mediadores lipidiCOS NAa SEPSE .......ooovvviieiiiiiiiiieeeeee e 16
4.3.4.1- Fator de ativacao plaquetaria (PAF) ............cccoieiiiiieiii, 17
4.3.4.2- PAF-acetilhidrolase (PAF-AH)...............oooooiiiii e, 18
4.3.4.3- APAF-AH NA SEPSE ....coooiiiiiiiiiiieie et e 20
5. 0BUETIVOS ...ttt e e e e 22



5.1 OBJETIVO GERAL ...t 22

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .......c.cooieieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 22
6. MATERIAIS E METODOS .......cooooiiieieeeeeeeeeeeeeee e, 23
g ] 1 = T 23
Ligadura e pungdo cecal (CLP) ... 23
Desafio com a bactéria Salmonella Typhimurim ...................ccocoonnn. 23
Tratamento ... 24
Analise do numero de unidades formadoras de colonia (UFC)................ 24
Cultura de macréfagos peritoneais .................cccvvveiiiiiiieiie, 24
Cultura de neutréfilos peritoneais ...................cccccooiiii, 24
Efeito direto sobre eliminagao bacteriana .................................. 25
Dosagem dos niveis de Nitrito ..................cccooi 25
Dosagem dos niveis de INF-y ... 25
Analise estatistica ..............cccco 26
T.RESULTADOS ...t e et ee e e e e et e e e et e e e e anneeeeaneeeeeanneeeeenees 27

7.1- Aumento da eliminagao bacteriana de animais submetidos ao CLP ou ao
modelo de inje¢ao intraperitoneal da bactéria S. Thyphimurium apés o
tratamento com a rPAF-AH ... 27

7.2- O aumento da eliminagao de bactérias é decorrente da inativagao da via

de SiNalizaGao PAF...............oo et 30

7.3- Aumento da eliminagao bacteriana em macrofagos peritoneais tratados

com a rPAF-AH e estimulados com a bactéria Escherichiacoili......................... 30
7.4- Efeito direto da rPAF-AH sobre o crescimento bacteriano.......................... 33

7.5- Efeito direto do PAF e do Iliso-PAF sobre o crescimento

DACKEIIANO. ... e e 33

XVi



Nitrito (uM)

7.6- O MCP-1/CCL2 tem um papel importante na melhor eliminagdao de

bactérias conferida aos animais tratados com a rPAF-AH....................coooiii.... 36

7.7- O tratamento com a enzima rPAF-AH aumenta os niveis de nitrito na
cavidade peritoneal de animais submetidos ao CLP e o 6xido nitrico tem um

papel importante na eliminagao de bactérias.........................oooiiii 43

7.8- O tratamento com a rPAF-AH aumenta a sintese de interferon-gama (IFN-y)

na cavidade peritoneal dos animais seis horas ap6s o CLP............................... 46
7.9- O MCP-1 aumenta a sintese de 6xido Nitrico ..................ccccniiiiiiiiiiiiinnn, 49
B.DISCUSSAD ...t aenas 51
T oZ0) N[0 I U 17X o 2RO 58
10. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..........cocooiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 59

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

XVii



Efeito protetor da enzima PAF-acetilhidrolase (PAF-AH) na sepse: Efeitos
sobre a eliminagao bacteriana

2. RESUMO

DISSERTAGCAO DE MESTRADO

Mariana Gisely Amarante Teixeira da Cunha

A incidéncia de sepse nas Unidades de Terapia Intensiva € alta e representa
uma das maiores causas de mortalidade. Foi demonstrado pelo nosso laboratério
que a atividade da enzima PAF-AH esta reduzida no curso da sepse e que animais
submetidos a sepse de origem polimicrobiana (CLP) e tratados com rPAF-AH
apresentavam uma maior taxa de sobrevida quando comparados com animais hao
tratados e submetidos ao CLP. O objetivo desse estudo foi analisar o efeito do
tratamento com a rPAF-AH sobre a eliminagdo bacteriana e os mediadores
envolvidos nesse processo. Analisamos a eliminagdo de bactérias na cavidade de
animais submetidos ao CLP ou a injegdo intraperitoneal da bactéria Salmonella
enterica sorotipo Typhimurium (S. Typhimurium), tratados com a rPAF-AH.
Analisamos também o crescimento de bactérias em culturas de macréfagos
peritoneais tratados com a rPAF-AH e estimulados com a bactéria Escherichia coli.
Observamos que o tratamento com a rPAF-AH reduziu de forma significativa o
crescimento bacteriano em animais submetidos ao CLP ou desafiados com a
bactéria S. Typhimurium quando comparados aos animais sépticos. A rPAF-AH
também favorece melhor eliminacdo de bactérias por macrofagos peritoneais
estimulados com Escherichia coli. Nossos resultados sugerem que uma maior
producao de MCP-1 e IFN-y pode estar relacionada a um aumento na sintese de
oxido nitrico, o qual poderia aumentar a eficiéncia da eliminagdo bacteriana.
Portanto, a rPAF-AH pode ser uma ferramenta terapéutica importante utilizada no
tratamento de pacientes sépticos, pois € benéfica tanto durante infeccbdes
polimicrobianas (CLP), bem como em infec¢gdes causadas por apenas um

microorganismo Gram negativo (como a Escherichia coli ou S. Typhimurium).

3. ABSTRACT
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The incidence of sepsis is high and represents the main cause of death in
Intensive Care Units. Our laboratory has demonstrated that the rPAF-AH activity is
reduced during sepsis and that animals subjected to polymicrobial sepsis (CLP) and
treated with rPAF-AH showed a higher survival rate when compared with untreated
animals. The purpose of this study was to analyze the effect of rPAF-AH treatment
on bacterial clearance andto characterize the mediators involved on this
process. We analyzed the bacterial clearance of mice submitted to CLP or
intraperitoneally injected with Salmonella enterica serovar Typhimurium (S.
Typhimurium) after the treatment with rPAF-AH. We also analyzed the bacterial
growth in peritoneal macrophage culture treated with rPAF-AH and stimulated with
Escherichia coli. We observed that rPAF-AH administration significantly reduced
the bacterial growth in animals subjected to CLP or challenged with the S.
Typhimurium when compared to septic animals. The rPAF-AH promotes better
bacterial clearance by peritoneal macrophages stimulated with Escherichia coli. Our
results suggest that an increased production of MCP-1 and IFN-y is related to high
synthesis of nitric oxide that could lead to a more efficient bacterial clearance.
Therefore rPAF-AH may be an important therapeutic tool used in treatment of septic
patients, because it is beneficial either during polymicrobial infections (CLP) or
in infections caused only by one Gram negative microorganism (such as Escherichia

coli or S. Typhimurium).
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4. INTRODUGCAO

4.1 - Sepse

Hipocrates foi o primeiro a descrever as manifestagdes clinicas da sepse e
introduziu o termo putrefagdo da ferida (“wound putrefaction”). Ibn Sina observou a
associagao entre a putrefacdo do sangue com a febre e esse conceito foi utilizado
até o século XVIII, quando Louis Pasteur identificou a presenca de bactérias e
microorganismos responsaveis pelo processo de putrefagdo. Em 1914, Hugo
Schottmuller langcou a base para a definicdo moderna da sepse e identificou que a
presenca de um processo infeccioso era fundamental para o desenvolvimento da
doenca. Posteriormente Lewis Thomas descreveu: “¢ a nossa resposta ao
microorganismo que causa a doenga (sepse) e 0 nosso arsenal contra a bactéria é
tdo forte, que pode ser mais perigoso do que a propria bactéria” (Thomas, 1972). A
partir desse conceito, novos estudos foram realizados voltados para a analise da
resposta do hospedeiro a infecgdo (Rittirsch e cols., 2008). Finalmente em 1992, a
sepse foi definida como a resposta inflamatéria sistémica associada a um processo
infeccioso, envolvendo diversos microorganismos como bactérias, fungos, virus,

parasitas (Bone e cols., 1992).

Nos Estados Unidos (EUA), o numero de pacientes hospitalizados com sepse
por ano aumentou de 164.072 no ano de 1979 para 659.935 casos no ano de 2000 e
essa alta incidéncia reflete nos gastos com a internagao dos pacientes. Estima-se
que o gasto com cada paciente é de $50.000, resultando num custo anual de 17
bilhdes de dolares nos EUA (Angus e cols., 2001; Angus e Wax, 2001; Chalfin e
cols., 1993). Os dados epidemiolégicos sobre a presenga de sepse nas Unidades
de Terapia Intensiva (UTIs) brasileiras ainda sdo escassos. Um estudo verificou no
periodo de maio de 2001 a janeiro de 2002, a incidéncia de sepse nas UTls
localizadas no estado de Sado Paulo e Santa Catarina. Dos 1383 pacientes
analisados, 61,4% foram diagnosticados com sepse e a taxa de mortalidade nesses
pacientes foi de 34,7% (Silva e cols.,, 2004). Em um estudo mais recente,
envolvendo 3128 pacientes internados em 75 UTIs de diversos estados Brasileiros,
a incidéncia de sepse foi de 19% e a taxa de mortalidade entre esses pacientes foi
de aproximadamente 16%. E a mortalidade aumentou de acordo com a severidade
da doenga, uma vez que pacientes com sepse grave e choque séptico apresentaram
taxa de mortalidade de 34,4% e 65,3%, respectivamente (Sales Junior e cols.,
2006).



Na fase inicial da sepse ocorre a Sindrome da Resposta Inflamatoria Sistémica
(SIRS), que pode ter como consequéncias: alteragdes nos sistemas de coagulagao
saguinea, na micro-circulagao, no sistema cardiovascular e levar a disfuncao
organica multipla (Figura 4.1). Na sepse severa ha a presenga um estado pro-
coagulante exagerado, que pode afetar a perfusdo sanguinea e a funcionalidade de
orgaos (Cinel e Opal, 2009). Ja o choque séptico ocorre quando as alteracbes da
perfusao sanguinea nao respondem a reposicdo volémica e o paciente permanece
no estado de hipotensdo, acompanhada da disfungdo organica multipla, envolvendo
trés ou mais 6rgaos (Pinheiro da Silva e Nilzete, 2009). A Sindrome da Disfungéo
Orgéanica Multipla (SDOM) é um problema de grande relevancia clinica por ser
responsavel por cerca de 80% dos 6bitos em pacientes sépticos (Kanus e Wagner,
1989).
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Figura 4.1 Curso da sepse. A sepse possui duas fases, um estado pro-inflamatorio e outro

antiinflamatoério. Fonte: (Doi e cols., 2009).



4.2- Modelos animais de sepse

Os modelos experimentais de sepse permitem um maior entendimento sobre
a fisiopatologia e o tratamento da sepse. Dentre os modelos mais utilizados para o
estudo da sepse temos o modelo de injecdo de toxinas exogenas (LPS-
endotoxemia letal), modelo de alteracdo da barreira protetora endégena (CLP,
CASP) e o modelo de infusdo ou instilagdo de bactérias exdgenas (Doi e cols.,
2009).

Na endotoxemia letal os animais sdo desafiados com o lipopolissacarideo
(LPS) (pelas vias: intraperitoneal, intratraqueal, intravenosa, entre outras), que leva
ao aumento de mediadores pré-inflamatérios (TNF-a, IL-1, IL-6, KC e MIP-2) 4 horas
apo6s o desafio com LPS. Os niveis de citocinas e quimiocinas comegam a reduzir no
periodo de 8 horas (Remick e cols., 2000). O ponto negativo desse modelo é que
nao ha o processo infeccioso acompanhado da replicagdo bacteriana, ele apenas
mimetiza a sindrome da resposta inflamatéria sistémica ao ativar o receptor TLR-4.
Além disso, na endotoxemia letal as citocinas sao liberadas mais precocemente em

relacdo aos animais submetidos ao modelo do CLP (Remick e cols., 2000).

Em 1980, o CLP foi desenvolvido por Wichterman e cols. (1980) e até hoje &
considerado o principal modelo para o estudo da fisiopatologia da sepse por ser
clinicamente relevante, pois simula a ruptura do apéndice cecal ou a diverticulite
perfurada. No CLP o ceco é exposto, amarrado e perfurado abaixo da valvula
ileocecal, ocorrendo o extravazamento de conteudo fecal para a cavidade
abdominal, causando peritonite polimicrobiana (Wichterman e cols., 1980). A
severidade do CLP pode ser ajustada pelo aumento do tamanho (ajustado pela
largura da agulha - gauge) ou do numero de perfuragbes (Salgado Junior e cols.,
2007; Wichterman e cols., 1980) e a partir da taxa de mortalidade o CLP pode ser
classificado em letal (12 perfuragbes do ceco com agulha de 21 gauge) e sub-letal (2
perfuragdes do ceco com agulha de 21 gauge), como descrito por Benjamim e cols.
(2000). O CLP sub-letal € marcado pelo aumento do numero de neutréfilos na
cavidade peritoneal, enquanto que no CLP-letal os neutréfilos migram menos para a
cavidade, e essa reducado do numero de neutrdéfilos foi acompanhada pelo aumento
da proliferagao bacteriana tanto no peritoneo quanto no sangue (Benjamim e cols.,
2000).



O modelo de CLP sub-letal (1 perfuragdo cecal com agulha de 18 gauge)
induz inicialmente a liberagao de citocinas pré-inflamatérias como L-6 e MIF (Gomes
e cols., 2006). Ja no CLP letal podemos estudar a sepse severa marcada por
resposta pro-inflamatéria inicial seguida da imunossupressao, associada com a
maior producao de citocinas antiinflamatoérias como a IL-10, que levam a inativagéo
e apoptose das células de defesa (Macréfagos, neutrdfilos, Células dendriticas,
células T e células B), aumento do numero de células T regulatérias CD4+CD25+
(Scumpia e cols., 2006) e esse conjunto de fatores predispdem a ocorréncia de uma

infeccado secundaria.

A injecao ou instilagdo de bactérias vivas permite o estudo do mecanismo de
infeccdo de apenas bactérias do mesmo género e espécie ou de um conjunto de
diferentes tipos de bactérias (co-infecgao). As bactérias podem ser injetadas por
diversas vias, como: intravenosa, intraperitoneal, intranasal e/ou intratraqueal (Buras
e cols., 2005).

4.3- Resposta Imune Inata durante a sepse

As barreiras epiteliais impedem a entrada de agentes infecciosos no

organismo e dentre elas podemos destacar:

- Barreiras Mecanicas: células epiteliais da pele, intestino, pulmdes, olhos e nariz;

fluxo longitudinal de ar e fluidos; movimento do muco pelos cilios.

- Barreiras Quimicas: acidos graxos da pele, baixo pH e enzimas intestinais;
enzimas salivares, além dos peptideos antibacterianos presentes na pele, intestino e

pulmdes.
- Barreiras Microbiolégicas: a flora normal da pele e intestinal.

Quando essa linha de defesa é rompida, seja por ferimentos, queimaduras,
entre outros, o0s microbios invadem o organismo do hospedeiro, sendo
imediatamente reconhecidos pelas células do sistema imune inato: neutrdfilos,
macrofagos teciduais, mondcitos e células dendriticas (Janeway, 2007; Rudiger e
cols., 2008). Macréfagos residentes nos tecidos, ao reconhecerem um
microorganismo, secretam mediadores que irdo atrair fagécitos para o local da
infecgdo (quimiocinas). Os neutréfilos sdo as primeiras células recrutadas para o
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local da infecgdo. Durante a sepse, podemos observar um aumento da migragéo de
neutréfilos para o local da infecgdo durante a fase inicial (Fialkow e cols., 2006).
Durante a sepse severa, pode ocorrer 0 processo de apoptose de neutrdéfilos, a
anergia de mondcitos e macrofagos, que podem levar ao processo de
imunossupressao, impedindo o combate da infeccédo e favorecendo o aparecimento
de infec¢gdes oportunistas. Como demonstrado por Alves-Filho e cols. (2005),
animais submetidos ao modelo de CLP-letal apresentaram reducado da migragao de
neutréfilos para a cavidade peritoneal, associada ao aumento do numero de
bactérias tanto no sangue quanto na cavidade peritoneal, reduzindo a chance de

sobrevida dos animais.
4.3.1- Receptores de reconhecimento de padroes

Os macréfagos e os neutréfilos reconhecem patégenos através de seus
receptores de superficie, como o receptor de manose de macréfagos, os receptores
de varredura (que reconhecem o acido lipoteicoico de bactérias gram positivas), o
receptor CD14 presente em mondcitos e macréfagos e os receptores da familia toll.
Quando ativados, esses receptores induzem fagocitose de microorganismos e
liberacdo de citocinas, quimiocinas e espécies reativas do oxigénio que auxiliam na
degradacgao dos agentes invasores (Janeway, 2007). Durante a fagocitose o0s
microorganismos s&o internalizados em fagossomas. Os leucdcitos possuem os
lisossomas, que contém enzimas proteoliticas, proteinas e peptideos que levam a
degradacdo de bactérias. O fagossoma fusiona com o lisossoma, gerando o
fagolisossoma, onde o conteudo lisossomal € liberado para destruir o patégeno
(Janeway, 2007).

Os receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) reconhecem os
padrées moleculares presentes nas superficies de patégenos (PAMPs) (Cohen,
2002; Janeway, 2007). Dentre os PAMPs podemos destacar o lipopolissacarideo
(LPS) presente em bactérias gram negativas, o0s peptideoglicanos,
lipoarabinomanano de micobactéria (LAM), zimozan (levedura), flagelina, DNA
bacteriano e RNA viral, entre outros (Cohen, 2002). Existem trés grandes familias
de PRRs: Os receptores Toll-like, proteinas NOD ricas em repeticdes de leucina
(NOD-LRR), receptores semelhantes ao RIG-1 (Gene 1 induzido por acido retindico -
RLRs) (Cinel e Opal, 2009).



Os receptores da familia NOD possuem uma regiao C-terminal rica em
repeticdes de leucina e uma regido N-terminal com fungao efetora, capaz de ativar a
apoptose ou diversas vias de sinalizagdes intracelulares. Durante o processo
infeccioso as proteinas NOD s&o recrutadas do citoplasma para a membrana
plasmatica, onde reconhecem peptideoglicanos (Opitz e cols., 2009). O ligante para
NOD1 é o diamino-pimelato de bactérias gram-negativas, enquanto que o NOD 2
reconhece o muramil dipeptideo do peptideoglicano (Cinel e Opal, 2009). Quando
ativados, esses receptores ativam a quinase Rip2 e o CARD9, que culmina com a
ativacao de NF-kB e da MAPK (Opitz e cols., 2009).

A familia de Receptores semelhantes ao RIG-1 (RLRs), presentes
principalmente nas células endoteliais, € composta pelo Gene indutor de acido
retindico 1 (RIG-1) (Andrejeva e cols., 2004; Yoneyama e Fujita, 2004), que
reconhece RNA de fita simples de virus com regido &’ trifosfato (Hornung e cols.,
2006; Kato e cols., 2006; Pichlmair e cols., 2006), e pelo Gene Associado a
Diferenciacao de Melanoma- 5 (MAD-5) (Andrejeva e cols., 2004; Yoneyama and
Fujita, 2004), que ¢é ativado por RNA de virus e pelo DNA de fita dupla sintético poli
I:C (Kato e cols., 2006). Ambos, RIG-1 e MDA-5 possuem o CARD associado a
molécula adaptadora Fator Regulador de Interferon gama-1 (IPS-1) (Kawai e cols.,
2005). O IPS-1 ativa a via de sinalizagdo de IRF3/7 dependente da resposta do IFN-
1 (Kawai e cols., 2005) e a resposta inflamatéria dependente de NF-kB (Kumar e
cols., 2006).

A membrana externa de bactérias gram negativas € constituida por uma
bicamada lipidica, separada da membrana citoplasmatica interna por
peptideoglicanos. A molécula do LPS estd presente na membrana externa da
bactéria e € composta por uma cadeia lateral de polissacarideo (Antigeno O), que
varia entre as espécies de bactérias gram-negativas, tanto em composi¢cao quanto
em comprimento. Além disso, o LPS possui em sua estrutura um nucleo, um
oligossacarideo (2-ceto-3-acido deoxioctonico) e a porgao lipidica A, que serve para
ancorar o LPS a parede celular bacteriana e € o principal componente ativo e toxico
do LPS, relacionado com a habilidade da bactéria em ativar a célula do hospedeiro
(Figura 4.2) (Cohen, 2002; Zivot e Hoffman, 1995). Ja as bactérias gram-positivas
produzem exotoxinas potentes relacionadas ao choque séptico. Um exemplo € a

toxina da sindrome do choque toxico (TSST-1) produzida por cepas de



Streptococcus piogénica. Essas exotoxinas exibem propriedades de superantigenos,
que tem a habiidade de se ligar promiscuamente ao Complexo de
Histocompatibilidade Principal de classe Il (MCH-Il) e ao receptor de linfocitos T
(TCR). Isso desencadeia a ativagdo macica de células T e a liberagdo de citocinas

pro-inflamatorias (Cohen, 2002).
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Figura 4.2- Estrutura do lipopolissacarideo de bactérias gram negativas. KDO: 2-ceto-3-acido deoxiocténico;

LPS: Lipopolissacarideo (Lolis e Bucala, 2003).

4.3.1.1- O complexo CD14-LBP

O CD14 é um co-receptor, capaz de mediar a ativagdo de mondcitos e de
macrofagos, quando se liga ao LPS conjugado ao LBP (proteina ligadora de LPS)
(Cohen, 2002; Pugin e cols., 1993). Existem duas formas de CD14: o CD14 ligado a
membrana (mMCD14), que € uma molécula de glicofosfatidilinositol ancorada na
superficie celular, e o CD14 soluvel (sCD14), encontrado na circulagdo sanglinea
(Wright e cols., 1990). O sCD14 se liga ao LPS conjugado ao LBP e pode transferir o
LPS ligado a ele para o mCD14 ou para o complexo TLR-4/MID-2. Além disso, o
sCD14 pode promover o efluxo de LPS da membrana do leucdcito, removendo o
LPS ligado ao mCD14 e favorecer a ligagdo desse LPS a lipoproteinas (Figura 4.3)
(Kitchens e Thompson, 2005). O sCD14 é encontrado em individuos saudaveis, mas
seus niveis aumentam precocemente no soro de pacientes sépticos e este aumento
foi diretamente relacionado com a taxa de mortalidade de pacientes sépticos
(Burgmann e cols., 1996; Cohen, 2002; Landmann e cols., 1995a; Landmann e cols.,

1995b). Em recém-nascidos com sepse causada por Streptococcus agalactiae, 0s



niveis elevados de sCD14 no plasma foram correlacionados com aumento dos

niveis de citocinas como IL-18, IL-6 e IL-8 no plasma (Berner e cols., 2002).
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Figura 4.3- Reconhecimento do LPS conjugado ao LBP por receptores CD14. O receptor CD14 soluvel pode
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levar a ativagao celular, através da transferéncia do LPS para o CD14 presente na membrana ou diretamente ao
complexo TLR-4/MD-2. Além disso, o sCD14 pode promover o efluxo de LPS da parece das células inflamatérias
e facilitar a ligagdo desse LPS a lipoproteinas, reduzindo assim a ativagao celular e a resposta inflamatéria.LBP:
Proteina ligadora de LPS; LPS: Lipopolissacarideo; mCD14: CD14 de membrana; MD 2: Antigeno de linfécito 2;
TLR-4: Receptor toll like 4; sCD14: CD14 soluvel (Kitchens e Thompson, 2005).

4.3.1.2- Receptores Toll-like

Os receptores Toll foram inicialmente encontrados na Droséfila melanogaster

por Christiane Nusslein-Volhard (1985) e estdo envolvidos no reconhecimento de

componentes microbianos (Cohen, 2002). Posteriormente, estudos identificaram, em
mamiferos, a presenga de receptores homologos aos receptores da familia toll
encontrados nas Drosoéfilas, sendo denominados receptores Toll-like (TLRs). Os
receptores Toll-like sdo capazes de reconhecer os PAMPs e possuem um dominio
intracelular homdélogo ao receptor de IL-1 (TIR). Apesar de uma especificidade
limitada, esses receptores reconhecem diversos organismos patogénicos,
desencadeando a ativacéo e indugao de sinalizagao intracelular através de proteinas
adaptadoras, como por exemplo, o MyD88, que esta presente em quase todos os
receptores da familia Toll, exceto no TLR-3, que possui o TRIF como molécula

adaptadora. Essa via de sinalizacdo intracelular culmina com a ativagao e
8
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translocagao do fator de transcricdio NFKB para o nucleo, ocorrendo sintese de

citocinas e quimiocinas (Cohen, 2002; Janeway, 2007).

Estima-se que os mamiferos possuam cerca de 10 a 15 tipos de receptores
toll-like (Figura 4.4). Dados na literatura demonstram que humanos possuem 10
TLRs, enquanto que em camundongos foram identificados 13 receptores. Os
receptores TLR-1 a TLR-10 sdo homdlogos em ambas espécies (Salomao e cols.,
2008). Os receptores TLR-1, TLR-2 e TLR-6 podem formar heterodimeros (Salomao
e cols., 2008). O receptor TLR-1, presente em macréfagos, mondcitos, células
dendriticas e linfécitos B, reconhece triacil peptideos (Akira e Hemmi, 2003). Ja o
TLR-2 expresso principalmente por mondcitos, macréfagos e células dendriticas, se
liga a glicolipideos, peptideoglicano de bactérias gram positivas (Schwandner e
cols., 1999), lipoarabinomanana (LAM) de micobactérias, o glicofosfatidilinositol de
T. cruzi, acido lipoteicdico (Schwandner e cols., 1999) e ao zimozan de fungos (Sato
e cols., 2003), o TLR-3 possui como ligante o DNA de fita dupla, o TLR-4 reconhece
o lipopolissacarideo, o TLR-5 a flagelina bacteriana (Hayashi e cols., 2001), o TLR-6
diacil lipopeptideos de micobactérias, o TLR-7 e TLR-8 o RNA (Akira e Hemmi,
2003) e o TLR-9 o motivo CpG n&o metilado de bactérias (Bauer e cols., 2009;
Bauer e cols., 2008).

O TLR-4 expresso principalmente por neutrofilos e macrofagos, também esta
presente em plaquetas. Quando as plaquetas sédo ativadas pelo LPS, elas se ligam
aos neutrdfilos e induzem a formacado NETs (Armadilha extracelular de neutréfilos),
que auxiliam na captura dos microorganismos (Clark e cols., 2007). Alguns estudos
demonstraram aumento da expressao de TLR-2 e TLR-4 tanto em pacientes
sépticos quanto em animais submetidos a modelos experimentais de sepse,
principalmente em macrofagos esplénicos, hepaticos, células endoteliais alveolares
(Andonegui e cols., 2003; Harter e cols., 2004; Tsujimoto e cols., 2005; Williams e
cols., 2003). Lissauer e cols. (2009) compararam a expressdo do RNA mensageiro
de receptores da familia toll entre pacientes sépticos e pacientes com SIRS 24 horas
apos o diagndstico e observaram aumento significativo do mRNA nos leucécitos de
pacientes sépticos, quando comparados aos pacientes com SIRS, para os
receptores TLR-1, TLR-4, TLR-5, TLR-8. Apenas o mRNA do TLR-7 estava
reduzido. Esses resultados demonstram que o aumento da expressao dos

receptores TLR é decorrente resposta inflamatdria associada ao processo infeccioso



e que a resposta inflamatdria em si ndo é capaz de induzir aumento da expressao
dos TLRs. Tsujimoto e cols. (2005), ndo observaram uma correlagdo entre a
expressao de TLR-2 e TLR-4 com a severidade da sepse e relatam que existem
poucos dados na literatura sobre essa correlacio.
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Figura 4.4- Receptores da familia toll (TLR) e suas vias de sinalizacdo (West e cols., 2006).

Alguns receptores ainda n&o foram totalmente caracterizados, como os
receptores TLR-10, TLR-12, TLR-13 e TLR-15. O TLR-10 é altamente N-glicosilado
e seu gene esta localizado num lécus que contém TLR-1 e TLR-6. O TLR-11 é
expresso apenas em camundongos e reconhece a E. coli uropatogénica e a profilina
do Toxoplasma gondii (Doi e cols., 2009; Hasan e cols., 2005; Lauw e cols., 2005;
Mishra e cols., 2008; Zhang e cols., 2004). Posteriormente foi identificado o TLR-15
em estudo desenvolvido por Higgs e cols. (2006), que demonstraram que esse
receptor € responsavel pela reconhecimento da bactéria Salmonella entérica do

sorotipo Typhimurium ( S. Typhimurium).

Além de identificarem os PAMPs, alguns receptores da familia toll podem se
ligar a proteinas enddgenas (alarminas). O TLR-4 reconhece a fibronectina contendo
o dominio-A (Okamura e cols., 2001), fibrinogénio (Smiley e cols., 2001), acido
hialurbnico de oligossacarideos, “heat shock protein”- HSP (Ohashi e cols., 2000;

Vabulas e cols., 2001), HMGB-1 (Proteina de alta mobilidade do grupo box 1) (van
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Zoelen e cols., 2009), oligossacarideos (Termeer e cols., 2002), entre outros;
enquanto que o TLR-2 reconhece HSP-60 e fatores liberados durante a necrose
(Vabulas e cols., 2001). A ligacao desses receptores a alarminas propaga ainda
mais o processo inflamatdério, por induzir maior producéo de citocinas e quimiocinas.
O HMGB aumenta a sintese de IL-6, TNF-a, MCP-1/CCL2, do complexo trombina-
antitrombina e induz um maior recrutamento de neutrdfilos via TLR-4 (van Zoelen e
cols., 2009). Macrofagos expostos ao fibrinogénio, possuem aumento da expressao
de mRNA (RNA mensageiro) de MIP-1a, MIP-2 e MCP-1/CCL2 (Smiley e cols.,
2001).

4.3.2- Citocinas e Quimiocinas liberadas durante a sepse

Durante a sepse, ocorre a liberagao de diversas citocinas como a interleucina-
1B (IL-1), interleucina-6 (IL-6), interferon-gama (IFN-y), fator inibidor da migracdo de
macrofagos (MIF), interleucina-12 (IL-12), interleucina-17 (IL-17), fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-a), entre outras. Os mediadores antiinflamatérios liberados
durante a sepse sdo a IL-10 (interleucina 10), IL-4 (interleucina 4), antagonista do
receptor de IL-1 (IL-1ra), IL-13, entre outros. Em termos funcionais, a IL-10 possui
atividade supressora para macréfagos, inibindo a sintese de mediadores pro-
inflamatorios. Ja a IL-13 é capaz de inibir a produgéao de IL-8 (Interleucina 8) por

polimorfonucleares estimulados com LPS (Marie e cols., 1996).

A IL-1 e o TNF-a induzem a sintese de outras citocinas, como IL-6 e IL-8
(Lobo e Lobo, 2007). O TNF-a é um dos mediadores responsaveis pela disfungao
organica e aumento da letalidade durante a sepse (Gaur e Aggarwal, 2003; Gordon
e cols., 2004; Leon e cols., 1998). Essa citocina & liberada principalmente por
macrofagos e células endoteliais ativadas durante a infecgdo e possui efeitos
sistémicos (Janeway, 2007; Old, 1985): induzindo a liberagdo de proteinas de fase
aguda por hepatdcitos; promovendo a ativagao de neutrofilos, macrofagos e células;
estimula a produgéao de citocinas (Gaur e Aggarwal, 2003) e a expressao de ICAM-
1, E-selectina e VCAM-1 (envolvidas com a ades&o de leucdcitos) em células
endoteliais via ativagdo de NFkB e MAPK (Mackay e cols., 1993); induz o processo
de apoptose através da sinalizagao do receptor TNFR-1 (Micheau e Tschopp, 2003;
Wajant e cols., 2003). Durante a fase de imunossupressdo associada a sepse o

TNF-a possui efeito protetor, uma vez que o tratamento com TNF-a recombinante
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aumenta a sobrevida de animais submetidos ao CLP e co-infectados com S.

typhimurium ou Listeria monocytogenes (Echtenacher e cols., 2003).

A IL-6 é considerada como biomarcador de severidade da sepse, onde seus
niveis estavam elevados em cerca de 60 a 100% dos pacientes com sepse (Gogos e
cols., 2000; Kox e cols., 2000). O aumento persistente de IL-6 foi associado com a
disfungdo organica multipla (Pinsky e cols., 1993) e morte (Tanaka e cols., 1996)
Essa citocina aumenta a expressdo de C5a-R (Receptor do complemento C5a) no
figado, rim, coracao e pulmao. O Cb5a por sua vez, induz a sintese de mediadores
pré-inflamatorios e a liberagdo de espécies reativas do oxigénio, que pode levar a
disfungéo organica (Ramnath e cols., 2008; Riedemann e cols., 2003a; Riedemann e
cols., 2003b). Além disso, a IL-6 pode agir em sinergismo com o IL-1 e com o TNF-q,
induzindo a sintese de proteinas de fase aguda, particularmente a proteina C reativa
e a proé-calcitonina por hepatécitos (Bozza e cols., 2005; Hengst, 2003; Janeway,
2007).

Outra citocina pro-inflamatdria liberada durante a sepse € o MIF, capaz de
regular positivamente a expressao de TLR-4 e a producédo de TNF por macréfagos
estimulados com LPS (Roger e cols., 2001a; Roger e cols., 2001b). O MIF é uma
proteina pré-formada presente na glandula pituitaria, em células T e em macréfagos
e foi detectado aumentado no plasma de pacientes com sepse e choque séptico
(Bacher e cols., 1996; Bernhagen e cols., 1993; Calandra e cols., 1994). A injegao
de MIF recombinante em animais submetidos aos modelos de endotoxemia letal por
LPS, aumenta a taxa de mortalidade dos animais (Bacher e cols., 1997) e a
neutralizagdo dessa citocina, aumenta a taxa de sobrevida de animais sumetidos
aos modelos de endotoxemia letal (Bozza e cols., 1999), CLP e nas infecgbes por
Escherichia coli (E.coli) (Calandra e cols., 2000) e Pseudomonas aeruginosa (Bozza
e cols., 1999). Um estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa demonstrou que o
MIF pode ser considerado um biomarcador da sepse, uma vez que a partir dos seus
niveis foi possivel discriminar pacientes sépticos sobreviventes e ndo sobreviventes.
Pacientes sépticos ndo sobreviventes possuem niveis mais elevados dessa citocina
(cerca de 1710 pg/ml) quando comparado aos pacientes sobreviventes

(aproximadamente 965 pg/ml) (Bozza e cols., 2004).
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O IFN-y é importante para a montagem da resposta imune inata (Qiu e cols.,
2001), ativando mecanismos anti-bactericidas (aumentando a apresentacdo de
antigenos, fagocitose e a liberagcado de citocinas TH1) (Seki, 2000). Inicialmente os
interferons foram designados como moléculas que interferem na replicagéo viral
(Isaacs e Lindenmann, 1957; Isaacs e cols., 1957), liberadas principalmente por
células TCD4+, células T CD8+ e células Natural Killer (Bach e cols., 1997; Young,
1996). Atualmente foi descrito que essa citocina também é sintetizada e liberada por
células apresentadoras de antigeno (mondcitos, macrofagos e células dendriticas),
podendo ativar a célula que a produziu ou células vizinhas (Frucht e cols., 2001;
Gessani e Belardelli, 1998).

O HMGB 1 é uma proteina citosolica e nuclear com 30kDa liberada
principalmente por macrofagos. Tem sido descrita como um marcador tardio da
inflamacéo e sepse (Lobo e Lobo, 2007; Wang e cols., 2004) e esta envolvido com o
desenvolvimento de faléncia orgénica multipla (Ueno e cols., 2009). O HMGB
pertence ao grupo dos padrdes moleculares associados ao perigo (DAMPs), levando
ao aumento da expressdo de TLRs, o que amplifica a resposta inflamatdria. O
HMGB-1 atua também como alarmina, aumentando a sintese de IL-6, TNF-a, MCP-
1/CCL2 e induz um maior recrutamento de neutrdfilos via TLR-4 (van Zoelen e cols.,
2009).

A IL-12 é uma citocina heterodimérica. A IL-12 aumenta a protecdo de
animais submetidos ao CLP (Moreno e cols., 2006) e de animais infectados com
Staphyloccocus aureus (S. aureus) (Hultgren e cols., 2001) ou com Pseudomonas
aeruginosa (Yamaguchi e cols., 2000), por elevar os niveis de IFN-y, que aumenta a
producao de oOxido nitrico e consequentemente, favorece uma melhor eliminacéo
bacteriana, que confere maior sobrevida aos animais (Moreno e cols., 2006;

Yamaguchi e cols., 2000).

Dentre as quimiocinas liberadas durante a sepse podemos destacar o MCP-
1/CCL2, IL-8/KC, MIP-1a. As quimiocinas sao classificadas de acordo com o
posicionamento dos residuos de cisteina préximas a regido aminoterminal em: CC
quimiocinas, com residuos de cisteinas adjacentes; CXC quimiocinas, com um

aminoacido entre as cisteinas; as CX3C quimiocinas, com trés aminoacidos entre as
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cisteinas e C quimiocinas, com apenas uma cisteina (Janeway, 2007; Vermont e
cols., 2006).

A IL-8 (ou KC em murinos) promove o recrutamento de neutréfilos para o sitio
da infecgao, enquanto que o MCP-1/CCL2 e o MIP-1a atraem mondcitos, linfocitos,
basdfilos, eosindfilos e células Natural Killer (Vermont e cols., 2006). O MCP-
1/CCL2, pertence a familia das CC quimiocinas e é sintetizado por células
endoteliais, fibroblatos, células epiteliais, musculo liso, astrdcitos, mondcitos e
células da microglia, constitutivamente ou apos estimulos, como o estresse
oxidativo, citocinas, fatores de crescimento e durante o processo infeccioso. Essa
quimiocina exerce sua atividade biolégica ao se ligar ao CCR2. Existem dois tipos de
CCR2: O CCR2A, expresso por células mononucleares e células da musculatura lisa
dos vasos e 0 CCR2B, expresso por monécitos e células NK - Natural killer
(Deshmane e cols.,, 2009). Um estudo realizado por (Speyer e cols., 2004)
demonstrou que polimorfonucleares de camundongos sépticos (CLP) expressam
CCR2, o que torna o MCP-1/CCL2 quimiotatico também para neutrofilos. O MCP-
1/CCL2 pode induzir a quimiotaxia direta ou indiretamente, através da producao de
leucotrieno B4 (Matsukawa e cols., 1999). Em animais sépticos o MCP-1/CCL2 é
capaz de modular a resposta inflamatéria, relacionada com redugao dos niveis de
mediadores pro-inflamatorios, como KC e IL-6 (24 horas ap6s o CLP) e de MIF (6 e
24 horas apés o CLP), bem como aumento dos niveis de IL-10 (24 horas apds o
CLP) (Gomes e cols., 2006b; Matsukawa e cols., 1999).

A IL-8 é produzida por macrofagos e células endoteliais e € armazenada nas
vesiculas weibel-palade (Janeway, 2007; Utgaard e cols., 1998). O recrutamento de
neutréfilos € mediado pela quimiocina IL-8 na superficie endotelial ligada ao seu
receptor em neutrdéfilos, que age em cooperagdo com a E-selectina ligada a porgao
sialil-lewis sulfatado (glicoproteinas de neutrdfilos) e com ICAM-1 ligada ao
CD11a/CD18 ou ao CD11b/CD18 (MAC-1) (Baggiolini e Clark-Lewis, 1992;
Janeway, 2007; Utgaard e cols., 1998). Recentemente foi atribuido a IL-8 aumento
da produgao de espécies reativas do oxigénio e do nitrogénio em ceélulas endoteliais
via ativacdo de NADPH oxidase, o que pode contribuir para a progressédo da sepse
severa, uma vez que o NO promove a vasodilatacdo, aumentando o estado de

hipotensao do paciente (Miyoshi e cols.,2010).
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4.3.3- Espécies reativas

Macrofagos e neutréfilos ativados durante a sepse produzem uma variedade
de moléculas téxicas, que auxiliam na degradagao de patdégenos. Podemos destacar
0 Oxido nitrico, o anion superoxido e o peroxido de hidrogénio. Durante a respiragao
oxidativa, o superoxido formado a partir da NADPH oxidase € convertido em
peréxido de hidrogénio pela superoxido dismutase. A peroxidase converte o
peréxido de hidrogénio em radical hidroxila e em ions hipoclorito e hipobromito
(Janeway, 2007).

4.3.3.1- Oxido nitrico

O o6xido nitrico (NO) € um mediador produzido por uma familia de enzimas
denominadas o6xido nitrico sintases (NOS). Duas enzimas sdo bem conhecidas, a
isoforma constitutiva calcio-dependente, chamada cNOS e a isoforma induzida
calcio-independente, a 6xido nitrico sintase induzivel, INOS (NOS-2) (McCall e cols.,
1989), expressa nos leucécitos, eritrécitos, e alguns érgdos como rim (Kan e cols.,
2004; Liu e cols., 1993; Mundel e cols., 1992; Tojo e cols., 1994), figado (Geller e
cols., 1990), pancreas (Kan e cols., 2004) e pulmao (Kan e cols., 2004; Knowles e
cols., 1990). As cNOS s&o subdivididas em: nNOS ou NOS-1, de origem neuronal
(Bredt e cols., 1991; Hope e cols., 1991) e eNOS ou NOS-3, de origem endotelial,
que foi descrita por Palmer e cols. em 1989) Recentemente, uma terceira isoforma
tem sido descrita, a mtNOS, localizada na mitocéndria de diferentes organismos
(Ghafourifar e Richter, 1997; Richter e cols., 1997) que € uma variagédo da nNOS
(Elfering e cols., 2002).

A iNOS precisa formar homodimeros para exercer sua atividade bioldgica, a
conversdo da L-arginina em L-citrulina e oxido nitrico (Janeway e cols., 2007).
Existem diversas moléculas responsaveis pelo aumento da expressao da enzima
iINOS, onde podemos destacar os componentes bacterianos (DNA, LPS, acido
lipoteicdico, RNA) e citocinas, como por exemplo o IFN-y, o IFN-a/, o TNF-a e a IL-
1B (Korhonen e cols., 2005).

Os dados na literatura sobre o papel do NO sao controversos. Alguns autores
demonstram que o NO aumenta a sintese de citocinas, o dano tecidual renal e
hepatico (Eum e cols., 2007; Heemskerk e cols., 2006; Hickey e cols., 2002), leva a

disfuncdo miocardica e a esta relacionado com o aumento da mortalidade durante a

15



sepse (Hauser e cols., 2005; Hauser e cols., 2008). De forma contraria, no modelo
de infeccdo pulmonar crbénica por Pseudomonas aeruginosa, o 6xido nitrico tem um
papel importante na prevengao do dano pulmonar, bem como na reducido de
mediadores pro-inflamatérios, como a IL-6 (Hopkins e cols., 2006). Esse mediador &
importante também para a protecdo de animais durante a sepse, onde animais
geneticamente deficientes para a INOS submetidos ao CLP possuem uma taxa de
mortalidade superior aos animais que expressam a enzima (Cobb e cols., 1999). No
modelo do CLP-letal, o NO reduz a migracdo de neutrofilos para a cavidade
peritoneal o que nao é observado no CLP sub-letal (Benjamim e cols., 2000). O NO
reduz a adesdo de leucécitos a parede endotelial, via modulagcdo de CD11/CD18
(Yang e cols., 1997), um efeito divergente ao PAF, que aumenta a expressao dessa

B2 integrina (Prescott e cols., 2000).

O peroxinitrito que € produto da reag&o do perdxido de hidrogénio com o NO
e pode ter efeitos tanto de oxidacdo quanto de nitracdo. Os efeitos de oxidacao irdo
levar a degradacdo do DNA, a peroxidagdo de lipideos, o que altera a
permeabilidade de agentes invasores, que culmina com a morte da bactéria.
Entretanto, o processo de nitragdo € responsavel pela reducdo de protaglandina
sintase |, inibicdo da superoxido dismutase (SOD), das cicloxigenases 1 e 2, e da

ribonucleotideo redutase (Korhonen e cols., 2005).
4.3.4- Mediadores lipidicos na sepse

O acido araquidénico é formado a partir da clivagem de fosfolipideos de
membrana por enzimas, como as fosfolipases C e A. Apds esse processo, o acido
araquidénico pode ser degradado pela vias: da cicloxigenase (onde sao formados
leucotrienos e prostaglandinas) e da lipoxigenase, no qual a 15-lipoxigenase catalisa
a formagéo de lipoxinas e, a 5-lipoxigenase, participa da sintese de leucotrienos
(Miller, 1983). Neutréfilos produzem principalmente prostaglandina E., enquanto que
macrofagos e mondécitos liberam leucotrienos (que sado quimioatraentes para
diversos tipos celulares, como neutrdfilos), tromboxano A, que induz a agregagao
plaquetaria e a constricgdo de vasos e brénquios (Rang e cols., 2007). Ja o PAF é
formado a partir de duas vias, a via de remodelamento, que inicia com a hidrdlise do

alquil fosfolipideo (1-O-alkyl-2-araquidonoil-sn-glicero-3-fosfocolina para 1-O-alquill-
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sn-glicero-3-fosfocolina) por fosfolipases A2 e a via de novo, onde o PAF é formado

pela enzima acetil:CoA: Liso-PAF (Castro Faria Neto e cols., 2005).
4.3.4.1- Fator de ativagao plaquetaria (PAF)

Dentre os mediadores lipidicos liberados durante a sepse, o PAF (1-o0-alquil-2-
acetil-sn-glicero-3-fosfocolina) tem um papel central. O PAF é uma molécula pro-
inflamatodrio gerada por leucécitos, células mieldides, plaquetas, mastécitos, e
células endoteliais, em reposta aos estimulos inflamatérios (Castro Faria Neto e
cols., 2005).

Depois de formado, o PAF, ao se ligar ao seu receptor (PAF-R) induz uma
sinalizagao intracelular via proteina G, que amplifica a resposta inflamatéria. Em
macrofagos esse fosfolipideo induz a atividade pré-coagulante proteino-quinase C
(Kucey e cols., 1992). Em neutrdfilos pode atuar de forma cooperativa com a P-
selectina participando do processo de adesdo de neutréfilos as células endoteliais
(Lorant e cols., 1995; Zimmerman, 1992), além de induzir a desgranulagdo de
neutréfilos, e a geragdo de radicais livres do oxigénio (Kuijpers e cols., 2001;

Prescott e cols., 2000; Zimmerman, 1992).

Niveis elevados de PAF tém sido encontrados no lavado broncoalveolar de
pacientes com sindrome do desconforto respiratério agudo e no plasma de
pacientes com sepse (Matsumoto e cols., 1992; Opal e cols., 2004; Sorensen e
cols., 1994). A instilagao intratraqueal de PAF induziu, de forma dose-dependente:
acumulo de macrofagos no espago alveolar; degeneragdo e necrose do epitélio
alveolar; acumulo de neutréfilos e plaquetas no lumem do capilar alveolar com
alteragdes nas células endoteliais (Camussi e cols., 1983) e, esta associado ao
aumento da permeabilidade vascular pulmonar (Kroegel, 1988; Nakos e cols., 1998;
Opal e cols., 2004; Prescott e cols., 2000). A inibicdo do PAF durante a bacteremia
por E.coli preveniu o desenvolvimento da hipertensdo e do edema pulmonar (Clavijo
e cols., 2000). Foi observado que esse fosfolipideo esta associado com aumento
taxa de mortalidade de animais com pneumonia induzida através da instilagcao
intratraqueal de Klebisiella pneumoniae, bem como durante a infeccdo por E. coli
(Makristathis e cols., 1993).
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Diversas estratégias terapéuticas estdo sendo desenvolvidas na tentativa de
reduzir os efeitos deletérios decorrentes do aumento dos niveis de PAF, onde
podemos ressaltar a utilizagdo de antagonistas do receptor do PAF, que competem
pelo sitio de ligagdo do PAF, assim como pela administragdo da enzima responsavel
por sua degradagdo, a PAF-AH. Entretanto, os resultados obtidos utilizando
antagonistas do receptor PAF n&o foram muito significativos. Por isso, novos
ensaios tém sido realizados utilizando a PAF-acetilhidrolase recombinante (Gomes e
cols., 2006a).

4.3.4.2- PAF-acetilhidrolase (PAF-AH)

A PAF-AH pertence ao grupo das fosfolipases A2 calcio independentes, com
atividades acetilhidrolase e transacetilase (Lio e Dennis, 1998), responsavel pela
hidrélise do éster acetil na posicao Sn-2 do PAF. Atualmente sdao descritas duas

isoformas dessa enzima, intracelular (Ib e Il) e plasmatica (Karasawa, 2006).

A forma intracelular |b, expressa principalmente no cérebro bovino, possui
subunidades: alfa 1/2 (45kDa) com atividade catalitica (Ho e cols., 1997) e beta
(30kDa), semelhante a proteina humana lisencefalia-1 (LIS-1), que atua no controle
do processo de formacao do coértex. Ja a PAF-AH |l apresenta peso molecular de 40
kDa e é encontrada principalmente no rim e figado (Arai e cols., 2002; Samanta e
Bahnson, 2008).

A PAF-AH plasmatica (pPAF-AH) é um polipeptideo monomérico de 45kDa
extensamente N-glicosilado (nos aminoacidos Asn-423 e Asn 433), composto por
441 residuos de aminoacidos e possui a sequéncia Gly-Xaa-Ser-Xaa-Gly (GXSXG),
geralmente encontrada em lipases e esterases (Samanta e Bahnson, 2008). A
enzima encontra-se associada com as lipoproteinas de alta e de baixa densidade
(LDL e HDL), o que modula a sua atividade. Geralmente associagdo com o LDL
facilita a degradacdo de fosfolipideos pro-inflamatérios produzidos durante o
estresse oxidativo em particulas de LDL (Castro Faria Neto e cols., 2005). J4 o HDL
funcionaria como reservatério de pPAF-AH, que pode ser utilizada em situacbes
onde ha excesso de PAF ou de fosfolipideos “PAF-like”. A enzima é expressa por
diversos tipos celulares, desde células hematopoiéticas a hepatdcitos. Macrofagos e

mastdcitos sintetizam pPAF-AH em resposta a um estimulo inflamatério, como por
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exemplo ao LPS, apés a ativagao do receptor do PAF e durante a diferenciacao de

monadcitos para macréfagos (Karasawa, 2006).

Cada subtipo da enzima possui afinidade a um determinado grupo de
fosfolipideos “PAF-like”. A PAF-AH Ib tem grande afinidade a fosfoglicerideos com
grupo acetil na posicdo sn-2, enquanto que a PAF-AH Il e a pPAF-AH, sdo mais
especificas para analogos de PAF contendo propionil e butiroil na posi¢cao sn-2.
Existem enzimas do soro que também sao capazes de hidrolisar o PAF, como por
exemplo, a lecitina:colesterol acetiltransferase e a paraoxonase |. Isso € importante,
pois elas podem compensar parcialmente as alteragdes que podem ocorrer na
atividade das PAF-AHSs, tanto em decorréncia de mutagcdes quanto pela inativagao
por inibidores de serino-proteases, como o Diisopropil fluorofosfatos (DFP) (Castro
Faria Neto e cols., 2005; Karasawa, 2006).

A atividade da enzima pPAF-AH encontra-se alterada na asma (Henderson e
cols., 2000; Henig e cols., 2000), na sepse (Gomes e cols., 2006a), no lupus
eritematoso sistémico (Cederholm e cols., 2004), na artrite reumatoide juvenil
(Tselepis e cols., 1999), na doenga de Crohn (Oshimoto e cols., 2005), em disturbios
envolvendo o sistema nervoso (onde sua atividade encontra-se reduzida) (Seet e
cols., 2010), e em doengas cardiovasculares (Karasawa, 2006). Alguns estudos
sugerem que a pPAF-AH pode ser inibida por inibidores de serino proteases, como o
Diisopropil fluorofosfatos, indicando que sua atividade hidrolase €& serino-

dependente.

O PAF tem um papel importante na fisiopatologia da asma, onde a expressao
desse fosfolipideo encontra-se aumentada no pulmao de pacientes asmaticos. Além
disto, a instilagdo intra-traqueal desse fosfolipideo, induziu a broncoconstricgéo, o
aumento da secrecdo de muco e aumento da permeabilidade, que sao
caracteristicas observadas na asma (Henderson e cols., 2000). Entdo, estratégias
para bloquear a acao bioldgica desse fosfolipidio tém sido utilizadas. Henderson e
cols. (2000) demonstraram, que animais submetidos ao modelo de indugc&o de asma
e tratados com a enzima PAF-AH recombinante (rPAF-AH), possuem redugéo da
resposta inflamatoéria, caracterizada por diminuicdo da migracédo de células, da

secrecao de muco e da hiperreatividade brénquica. Entretanto, num estudo de fase
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lla com individuos asmaticos tratados com a enzima na dose de 1 mg/kg, esse efeito

protetor néo foi observado (Henig e cols., 2000).

Foram detectados niveis elevados de PAF no lavado broncoalveolar de
pacientes com Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo (SDRA), associados
tanto com mutagbes do gene da enzima PAF-AH (Arg92His, 1le198Thr, e
Ala379Val), quanto com a reducdo da sua atividade enzimatica e com a taxa de
mortalidade. A SDRA possui uma alta taxa de mortalidade e é caracterizada pela
presenca de infiltrados pulmonares bilaterais, hipoxemia refrataria, relagao
PaO2/FiO2 inferior a 200, edema pulmonar ndo cardiogénico. Como fatores
etiologicos, podemos destacar as causas pulmonares (como aspiragao, inalagao,
infeccdo pulmonar) e os eventos extrapulmonares (como a sepse e trauma) (Li e
cols., 2009).

4.3.4.3- A PAF-AH na sepse

Gomes e cols. (2006a) demonstraram que a atividade de PAF-AH reduz de
forma tempo dependente em animais submetidos ao modelo de meningococcemia
(pela injeccao da bactéria N. meningitidis) e de endotoxemia letal, através da injecao
intraperitoneal de LPS e no CLP. A diminuicdo dos niveis de PAF-AH esta
relacionada diretamente com o aumento da incidéncia da faléncia multipla dos

orgaos e a morte (Schuster e cols., 2003).

Em 1995, a PAF-AH foi clonada e, a partir dai, diversos estudos foram
desenvolvidos para analisar seu papel terapéutico (Tjoelker e cols., 1995). Em
animais submetidos a modelos experimentais de sepse, o tratamento com a PAF-AH
promoveu um balanco da resposta inflamatéria e consequentemente, um aumento
na taxa de sobrevida (Gomes e cols., 2006a). Entretanto antes da realizagdo dos
ensaios pré-clinicos, foi publicado um estudo clinico de fase Il, envolvendo pacientes
com pneumonia, demonstrando que o tratamento com a PAF-AH, na dose de
1mg/Kg, foi associado com o aumento da sobrevida e com a redugéo da incidéncia
de Sindrome do desconforto Respiratério Agudo (Schuster e cols., 2003). Ja um
estudo de fase lll, que compreendeu um largo espectro de pacientes, com sepse de

diversas origens, o efeito protetor da PAF-AH nao foi observado (Opal e cols., 2004).
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Como houve uma divergéncia de resultados nos estudos de fase Ilb e lll,
Nosso grupo resolveu investigar os mecanismos de agao da rPAF-AH. Inicialmente
foi caracterizado o efeito protetor dessa enzima em animais submetidos ao CLP,
onde a rPAF-AH possui um papel importante na modulagéo da resposta inflamatéria
e confere uma maior sobrevida desses animais. Como essa enzima aumenta a
sobrevida desses animais, resolvemos investigar o efeito do tratamento com a rPAF-
AH sobre a eliminagao bacteriana. Os modelos de escolha foram o CLP (ligadura e
perfuragdo cecal) e a injegao intraperitoneal da bactéria S. Typhimurium, bem como
analisamos o efeito do tratamento com a rPAF-AH em culturas de macréfagos
peritoneais estimulados com a bactéria Escherichia coli. Em seguida, resolvemos
caracterizar os mecanismos envolvidos com essa melhor eliminagdo bacteriana.
Inicialmente averiguamos se a enzima possuia efeito sobre a parede bacteriana.
Posteriormente, identificamos a participagdo de mediadores, como o MCP-1/CCL-2,
IFN-y e o oxido nitrico na degradagao de bactérias e as possiveis vias de sinalizagao

envolvidas.
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5. OBJETIVOS
5.1 - OBJETIVO GERAL

O presente estudo tem como objetivo investigar o efeito do tratamento com a
enzima rPAF-AH sobre a eliminacdo de bactérias, analisando a participagcao de
mediadores como o 6xido nitrico, IFN-y e MCP-1/CCL2.

5.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Investigar o efeito do tratamento com a rPAF-AH sobre a eliminagao bacteriana,
através dos modelos de peritonite polimicrobiana (CLP) e injecao intraperitoneal de
bactéria S. Thyphimurium;

- Verificar se a enzima rPAF-AH favorece melhor eliminacdo bacteriana por
macrofagos peritoneais estimulados com a bactéria E. coli;

- Analisar se a enzima rPAF-AH possui efeito direto, na auséncia de células, sobre o
crescimento de bactérias gram negativas, como a S. Typhimurium e E. coli, e da
bactéria gram positiva S. aureus;

- Caracterizar os mecanismos e o0s mediadores envolvidos com a eliminagcao
bacteriana mediada pelo tratamento com a enzima rPAF-AH, analisando a
participacdo do MCP-1/CCL2, 6xido nitrico e do IFN-y.
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6. MATERIAIS E METODOS
Animais

Foram utilizados nesse estudo Camundongos Swiss e C57BI6 machos, bem
como animais geneticamente deficientes para o receptor do MCP-1/CCL-2 (CCR2-/-)
e animais geneticamente deficientes para a enzima iNOS (iNOS-/-), provenientes da

Fundacao Oswaldo Cruz, pesando de 20 a 25 gramas.
Ligadura e perfuragao cecal (CLP)

Camundongos foram anestesiados com ketamina (80 mg / Kg) e tiopental (40
mg / Kg) diluidos em salina estéril, administrados por via intraperitoneal.
Posteriormente, foi realizada a abertura da cavidade abdominal até a exposi¢ao do
ceco. Em seguida, o ceco foi ligado na regido abaixo da valvula ileo-cecal e
perfurado 1 vez, com uma agulha de 18 gauge. Apds esse procedimento, o ceco foi
reposicionado na cavidade abdominal e, o periténio e a pele suturados em planos
com linha de sutura de nylon de 3-0. Em seguida, realizamos reposigao volémica de
0,5 ml de salina estéril. Os animais controle (conhecidos também como falso
operados ou “sham”) sdo submetidos a um procedimento similar, porém nao é
realizada a perfuracdo e ligadura cecal. Apés o CLP, os camundongos foram
tratados com uma dose intraperitoneal de rPAF-AH (1 mg / Kg) 15 minutos apds
CLP. A taxa de sobrevida foi analisada por 144 horas. Entretanto, alguns animais
foram sacrificados em tempos determinados para a coleta do lavado peritoneal e do
sangue por pungao cardiaca, para a contagem total e diferencial de células
inflamatorias, analises da proliferacdo bacteriana (contagem das unidades
formadoras de colénias —UFC), dosagem de mediadores (6xido nitrico, quimiocinas

e citocinas).
Desafio com a bactéria Salmonella Typhimurim

A bactéria Salmonella entérica sorotipo Thyphimurium (S. Typhimurium) (
5x10° bactérias - I0C 5302/04) foi injetada por via intraperitoneal e 15 minutos
depois os animais foram tratados com a rPAF-AH (1 mg / kg, i.p). Apds 6 horas, os
animais foram sacrificados, o lavado peritoneal recolhido para contagem do numero

de unidades formadoras de colénia (UFC).

23



Tratamento

Os animais submetidos ao CLP ou a injegao intra-peritoneal da bactéria S.
Typhimurium foram tratados com rPAF-AH por via intraperitoneal (ICOS corporation)
15 minutos apdés o CLP ou ao desafio com a S. Typhimurium na dose de 1 mg / Kg,
L-NAME por via intraperitoneal (SIGMA) na dose 10 mg / kg 2 horas apés o CLP,
PAF (SIGMA) por via intraperitoneal na dose de 20 ug / kg 15 min apés o CLP,
SR27417 (SIGMA) por via intraperitoneal na dose de 1 mg / Kg, anti-MCP-1/CCL2
(PeProtech) na dose de 10 ng / kg.

Analise do numero de unidades formadoras de colonia (UFC)

O sangue, lavado peritoneal ou o sobrenadante das culturas de células foram
semeados em placas contendo TSA. As placas foram colocadas na estufa a 37°C e

24 horas apoés as UFCs foram contadas.
Cultura de macréfagos peritoneais

Os animais Swiss, C57BI6, CCR2-/-, iINOS-/- receberam uma dose
intraperitoneal de 3ml tioglicolato a 3% (SIGMA). Trés dias apds foram sacrificados,
o lavado peritoneal recolhido e os macréfagos peritoneais foram plaqueados (1X10°
células por pogo) em placas de 24 pogos. A placa foi colocada por 2 horas na estufa
de CO, a 37°C para a adesdo de macrofagos na superficie da placa. Todas as
células ndo aderentes foram removidas através de 3 lavagens com PBS. Os
macrofagos foram tratados com rPAF-AH (20 ug / ml), MCP-1/CCL2 recombinante
(100 ng / ml, da Peprotech), PAF(500 ng / ml), LPS de E. coli 0111:B4 (300 ug / ml,
da Sigma), anticorpo anti-MCP-1/CCL2 (10 ng / ml) e uma hora apds, estimulados
com as bactérias S. Thyphimurium (IOC 5302/04) ou Escherichia coli (E.coli) (10°
bactérias / ml) por meia hora. Em seguida, o sobrenadante da cultura foi recolhido

para a contagem do numero de UFC e dosagem dos niveis de nitrito.
Cultura de neutréfilos peritoneais

Os animais receberam injecao de 3ml de tioglicolato a 3% (Sigma Aldrich) por
via intraperitoneal. Dois dias apds foram sacrificados, tiveram suas cavidades
peritoneais lavadas com PBS 1X estéril. Os neutréfilos foram separados através do

gradiente de Percoll (GE Healthcare). Foram plaqueados 10° neutréfilos por pogo,
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em placa de 24 pocos, e em seguida estimulados com a bactéria E.coli (10° bact. /

ml) por meia hora. O sobrenadante foi recolhido para a contagem de UFC.
Efeito direto sobre a eliminagao bacteriana

As bactérias E. coli, S. Typhimurium ou S. aureus, foram colocadas em
contato direto com a enzima rPAF-AH (20 ug / ml) (ICOS corporation), PAF(500 ng /
ml) (SIGMA) ou Liso-PAF (485 ug / ml) (CAYMAN), suspensa em meio de
crescimento bacteriano, o LB( Luria Broth da BD— Tryptone, Yeast extract, Sodium
Chloride), e duas horas apés a solugao foi aliquotada em placas contendo TSA, para

a contagem do numero de UFC.
Dosagem dos niveis de Nitrito

O nitrito € um dos produtos do 6xido nitrico. Os niveis de nitrito, no lavado
peritoenal dos animais ou no sobrenadante das culturas de neutréfilos e macréfagos,
foram determinados a partir do ensaio de Griess utilizando o kit da SIGMA, que é
baseado na reacdo quimica da Sulfanilamida e Dihidrocloreto de N-1-

naptiletilenodiamina (NED) em condi¢des acidas (acido fosférico).
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Figura 6.1. Reacdo quimica da Sulfanilamida e Dihidrocloreto de N-1-

naptiletilenodiamina (NED) em condi¢des acidas (acido fosforico).
Dosagem dos niveis de INF-y

Os niveis de IFN-y presentes no lavado peritoneal dos animais foram

quantificados utilizando o kit de ELISA sanduiche da R&D systems.

Foi aplicado 50ul do anticorpo de captura do IFN-y por po¢o em placa de 96
pocos, responsavel pelo reconhecimento da citocina e 24 horas apds, os pogos
foram lavados com PBS tween a 0,05%, para remog¢ao dos anticorpos nao

aderentes a superficie da placa. Esse procedimento foi seguido do bloqueio com
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PBS com 2% Soro de Albumina Bovina (BSA) por cerca de uma hora. O bloqueio foi
realizado para evitar que ocorram ligacoes inespecificas. Apds o bloqueio a placa foi
lavada novamente por trés vezes com PBS tween a 0,05% e entao foram aplicadas
as amostras a serem analisadas e o anticorpo recombinante do IFN-y, diluido de
forma seriada em cada pogo da placa de 96 pocos. No dia seguinte, a placa foi
lavada por quatro vezes com PBS tween a 0,05% e, posteriormente, foi aliquotado o
anticorpo de detecgao biotinilado do IFN-y (BD pharmingen). Apos 1 hora a placa foi
lavada seis vezes com PBS tween a 0,05%, e aplicamos a estreptavidina conjugada
a peroxidase, que se liga a biotina. Meia hora apés a placa foi lavada 8 vezes com
PBS tween a 0,05%, e foi adicionada a solugdgo de TMB (3,3',5,5-
Tetrametilbenzidina da sigma), que é o substrato da peroxidase. Em seguida, nés
utilizamos uma solugdo de parada com acido sulfurico a 12 N, que foi lida no
comprimento de onda de 450 nm em leitora de microplacas e os dados foram

analisados utilizando o programa Softmax Pro 5.
Anadlise estatistica

Os resultados foram representados como média e erro padrao da média
(EPM) e avaliados estatisticamente através do teste T-Student para comparacao

entre dois grupos, considerando significativos os valores de P<0,05.
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7. RESULTADOS

7.1 - Aumento da eliminagao bacteriana de animais submetidos ao CLP ou ao
modelo de injecdao intraperitoneal da bactéria S. Typhimurium apdés o

tratamento com a rPAF-AH

A PAF-AH é responsavel pela hidrélise e consequente inativagdo do PAF,
levando a formagao do liso-PAF. Gomes e cols. (2006a), demonstraram que o
tratamento com a rPAF-AH aumenta a sobrevida de animais submetidos ao CLP ou

ao modelo endotoxemia letal.

Para avaliar se o tratamento com a rPAF-AH interfere na eliminagao
bacteriana, animais submetidos ao CLP e tratados com a rPAF-AH (15 minutos
depois) tiveram suas cavidades peritoneais lavadas apés 6 horas. O lavado
peritoneal foi recolhido e aliquotas deste lavado foram plaqueadas em placas
contendo meio de cultura para crescimento bacteriano (TSA) e 24 horas apds o
plagueamento, o numero de unidades formadoras de colénia (UFC) foi contado.
Como podemos observar na figura 7.1, o tratamento com a rPAF-AH diminuiu o

numero de UFC no lavado peritoneal dos animais submetidos ao CLP.

Com a finalidade de investigar o numero de UFC, no sangue de animais
tratados com a rPAF-AH, 24 horas apds o CLP foi feita puncdo cardiaca nesses
animais e o plasma foi plaqueado para determinagdo do numero de UFC. Na figura
7.2, observamos uma reducgao no numero de UFC no grupo tratado com a rPAF-AH
quando comparamos com o grupo controle. Esses resultados sugerem que a rPAF-
AH, aumenta a eliminagdo bacteriana tanto no foco da infecgdo quanto no sangue

de animais submetidos ao CLP.
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Figura 7.1- A rPAF-AH aumenta a eliminagao bacteriana na cavidade peritoneal
de animais 6 horas apés o CLP. Os grupos experimentais consistem de 13
animais, sendo representado um experimento de trés realizados com resultados
similares. O grafico representa o numero de unidades formadoras de col6nia (UFC)
na cavidade peritoneal de animais submetidos ao CLP, tratados ou ndo com a rPAF-
AH (1 mg / kg, i.p). A analise foi feita 6 horas ap6s o CLP. A linha horizontal
representa a média do grupo analisado (A). Figura ilustrativa do grafico exposto (B).
O asterisco (*) representa diferengca estatisticamente significativa quando
comparamos o grupo CLP+rPAF-AH ao grupo CLP + Veiculo, com um P<0,05 (teste
T-Student).
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Figura 7.2- A rPAF-AH aumenta a eliminagao bacteriana no sangue de animais
24 horas apo6s o CLP. Os grupos experimentais consistem de 10 animais, sendo
representado um experimento de trés realizados com resultados similares. O grafico
representa o numero de unidades formadoras de colénia (UFC) no plasma de
animais submetidos ao CLP, tratados ou ndo com a rPAF-AH (1 mg / kg, i.p). A
analise foi feita 24 horas apés o CLP. A linha horizontal representa a média do grupo
analisado (A). O asterisco (*) representa diferenca estatisticamente significativa
quando comparamos o grupo CLP+rPAF-AH ao grupo CLP + Veiculo, com um

P<0,05 (teste T-Student). Figura ilustrativa do grafico exposto (B).
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Como o CLP é um modelo de sepse polimicrobiana, decidimos investigar o
efeito do tratamento com a rPAF-AH na eliminagao bacteriana no modelo de injegao
de bactérias gram-negativas vivas, onde a bactéria de escolha foi a S. Typhimurium.
Os animais foram estimulados intraperitonealmente com a bactéria S. Typhimurium
(5x10° bactérias / cav.) e tratados com a rPAF-AH (15 minutos depois). Apos 6
horas, os animais tiveram suas cavidades peritoneais lavadas, o lavado peritoneal
recolhido e aliquotas deste lavado foram plaqueadas em placas contendo TSA para
contagem de UFC. Como podemos observar na figura 7.3, o tratamento com a
rPAF-AH diminuiu o numero UFC no lavado peritoneal dos animais estimulados com
S. Typhimurium. Esse resultado sugere que a rPAF-AH favorece melhor eliminagao
de bactérias tanto na sepse polimicrobiana causada pelo prodecimento do CLP,

quanto durante a infecgao por apenas um tipo de bactéria, como a S. Typhimurium.

7.2- O aumento da eliminagao de bactérias é decorrente da inativagao da via de

sinalizagao PAF

Para analisar se a melhor eliminagcdo bacteriana era dependente da inativacéo
do PAF, fizemos um pré-tratamento com SR27417 (1 mg / Kg), que € antagonista do
receptor do PAF. Uma hora apds submetemos os animais ao CLP. Seis horas apés
0s animais tiveram suas cavidades peritoneais lavadas e realizamos a contagem de
UFC na cavidade peritoneal desses animais. O grupo de animais pré-tratados com o
SR27417 apresentou redugdo do numero de UFC (Figura 7.4). Esse resultado
sugere que a inibicado da via de sinalizacdo do PAF pelo antagonista do receptor do

PAF, favorece melhor eliminagao de bactérias.

7.3- Aumento da eliminagao bacteriana em macréfagos peritoneais tratados

com a rPAF-AH e estimulados com a bactéria Escherichia coli

Analisamos também o efeito do tratamento com a rPAF-AH na eliminacao
bacterianade macrofagos peritoneais estimulados com E.coli. Macrofagos
peritoneais foram pré-tratados com a rPAF-AH (20 ug / ml) por 1 hora e em seguida
estimulados com a bactéria E. coli por 30 minutos. Posteriormente, o sobrenadante
da cultura foi aliquotado em placas contendo TSA, para a contagem de UFC. Como
podemos observar na figura 7.5, o tratamento com a rPAF-AH reduz o numero de
UFC. Esse resultado sugere que a rPAF-AH aumenta a eliminagdo bacteriana de

macrofagos peritoneais estimulados com a E. coli.
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Figura 7.3- A rPAF-AH aumenta a eliminagao bacteriana na cavidade peritoneal
de animais estimulados com S. Typhimurium. Os animais foram estimulados com
a bactéria S. Typhimurium (5x10° bactérias / cav.) e 15 minutos depois tratados com a
rPAF-AH (1 mg / kg, i.p). Apds 6 horas, os animais foram sacrificados, e o lavado
peritoneal foi recolhido para contagem do numero de unidades formadoras de colénia
(UFC). Os grupos experimentais consistem de 6 animais, sendo representado um
experimento de dois realizados com resultados similares. O asterisco (*) representa
diferenga estatisticamente significativa quando comparamos o grupo S.
Typhimurium+rPAF-AH com o grupo S. Typhimurium+veiculo, com um P<0,05 (teste
T-Student).
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Figura 7.4- A inibigao da via de sinalizagao do PAF favorece melhor eliminagao
de bactérias. Animais pré-tratados com SR27417 (1 mg / Kg) e submetidos ao CLP
tiveram suas cavidades peritonais lavadas. A solugao foi aliquotada em placas de
TSA para a contagem do UFC. O grafico representa trés experimentos diferentes, e
as linhas horizontais representam a média da contagem de UFC. O asterisco (*)
representa diferenga estatisticamente significativa entre o grupo CLP+SR, quando

comparado com o grupo de animais ndo tratados e submetidos ao CLP, com um
P<0,05 (teste T-Student).
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Figura 7.5- A rPAF-AH favorece uma melhor eliminagdao de bactérias por
macroéfagos peritoneais estimulados com a bactéria E. coli. Os macréfagos foram
pré-tratados com a rPAF-AH (20 ug/ml) e 1 hora apos estimulados com a bactéria E.
coli. Meia hora apds, o sobrenadante foi aliquotado com placas contendo TSA para
contagem do numero de unidades formadoras de colénia (UFC). Os grupos
experimentais consistem de 6 animais, sendo representado um experimento de dois
realizados com resultados similares. O asterisco (*) representa diferenga
estatisticamente significativa quando comparamos o grupo E.coli +rPAF-AH com o

grupo E.coli, com um P<0,05 (teste T-Student).

32



7.4- Efeito direto da rPAF-AH sobre o crescimento bacteriano

Para investigar se a melhor eliminagdo bacteriana era um mecanismo
dependente da acéo direta da rPAF-AH sobre o crescimento bacteriano, resolvemos
colocar as bactérias E.coli, S.Typhimurium e S. aures em contato direto com a
enzima, em meio LB e na auséncia de células. Os resultados demonstram que a
enzima nao possui efeito direto sobre o crescimento de bactérias gram positivas,
quanto gram negativas, uma vez que as bactérias (E. coli, S. Typhimurium e S.
aureus) em contato com a rPAF-AH possuem o mesmo numero de UFC que o grupo

de bactérias ndo estimulado com a enzima (Figura 7.6).
7.5- Efeito direto do PAF e do liso-PAF sobre o crescimento bacteriano

Durante a reacao de hidrélise da PAF-AH sobre a cadeia do glicerol do PAF,
ocorre liberagdo da forma biologicamente inativa, o liso-PAF. Por isso, investigamos o
efeito da acdo direta do PAF ou liso-PAF sobre o crescimento bacteriano. Como
podemos observar na figura 7.7, nao houve diferenca na contagem de UFC apés
incubacado da S. Typhimurium com PAF ou liso-PAF, o que sugere que tanto o PAF

guanto o liso-PAF influenciam de forma direta o crescimento bacteriano.
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Figura 7.6- A rPAF-AH nao influencia de forma direta o crescimento das
bactérias gram negativas S. Typhimurium e E.coli e da bactéria gram positiva S.
aureus. Triplicatas das solugbes contendo bactérias foram colocadas em contato
direto com a enzima, suspensas em meio de crescimento bacteriano (Luria Broth-LB)
e duas horas apos as solugdes foram aliquotadas em placas contendo TSA, para a
contagem de UFC. (A) representa a solugdo de 10° S. Typhimurium / ml, com e sem
rPAF-AH (20 ug / ml). (B) representa a solugdo de 10° Escherichia coli | ml, com e
sem rPAF-AH (20 ug / ml). (C) representa a solugdo de 10° S. aureus / ml, com e sem
rPAF-AH (20 ug / ml). Os graficos representam trés experimentos diferentes, e as

linhas horizontais representam a média da contagem de UFC.
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Figura 7.7- O PAF e o liso-PAF nao possuem efeito direto sobre o crescimento
bacteriano. Triplicatas das solugdes contendo 10° bactérias S.Typhimurim foram
colocadas em contato direto com o PAF (500ng/ml) ou liso-PAF (485ug/ml),
suspensas em meio de crescimento bacteriano (LB) e duas horas apds as solugdes
foram aliquotadas em placas contendo TSA, para a contagem de UFC. O gréfico

representa trés experimentos diferentes, e as linhas horizontais representam a média

da contagem de UFC.
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7.6- O MCP-1/CCL2 tem um papel importante na melhor eliminagcao de

bactérias conferida aos animais tratados com a rPAF-AH

Nosso grupo demonstrou que o tratamento com a rPAF-AH aumentou os
niveis da quimiocina MCP-1/CCL2 (Gomes e cols., 2006a). Em outro estudo nosso
grupo mostrou que a quimiocina MCP-1/CCL2 tem um papel protetor na sepse,
aumentando a sobrevida dos animais e favorecendo um balango dos niveis de
citocinas pro e antiinflamatérias (Gomes e cols., 2006a; Gomes e cols., 2006b). Uma
vez que o MCP-1/CCL2 aumenta a sobrevida dos animais submetidos ao CLP,
resolvemos analisar a participacdo do MCP-1/CCL2 na melhor eliminagdo de
bactérias. Para isso, animais foram pré-tratados com anticorpo anti-MCP-1/CCL2 (10
ug / ml) e 1 hora ap6s submetidos ao CLP e podemos observar aumento do numero
de UFC quando comparamos ao grupo de animais nao tratados (Figura 7.8). Uma
vez que a acdo biolégica do MCP-1/CCL2 é importante para o processo de
eliminacdo bacteriana, resolvemos verificar se o tratamento com o MCP-1/CCL2
recombinante (rMCP-1/CCL2) aumentaria a eliminagao bacteriana por macréfagos
peritoneais. Fizemos uma cultura de macrofagos peritoneais tratados com anticorpo
anti-MCP-1/CCL2 (10 ug / ml) (Figura 7.9) ou com rMCP-1/CCL2 (100 ng / ml)
(Figura 7.10) ou e uma hora apos estimulados com a bactéria E.coli O
sobrenadante da cultura foi aliquotado em placas contendo TSA para contagem de
UFC. Como podemos observar o tratamento com rMCP-1/CCL2 reduz o numero de
UFC no sobrenadante da cultura de macréfagos estimulados com as bactérias E.coli
(Figura 7.10) e esse aumento da eliminagdo bacteriana ndo € observado apds o
tratamento com o anticorpo anti-MCP-1/CCL2 no sobrenadante da cultura de
macrofagos estimulados com E. coli, que possuem aumento do numero de UFC
quando comparamos com o grupo estimulado com a E.coli ndo tratado com o anti-
MCP-1/CCL2 (Figuras 7.9).

Com base nesses dados, avaliamos o papel do MCP-1/CCL2 na maior
eliminagdo bacteriana observada apds o tratamento com a rPAF-AH. Para isso,
submetemos ao CLP animais geneticamente deficientes do receptor do MCP-
1/CCL2 (CCR2-/-), tratamos com a rPAF-AH e fizemos a contagem de UFC na
cavidade peritoneal (Figura 7.11). O grupo de animais CCR2-/- submetidos ao CLP
possui aumento do numero de UFC e quando esses animais foram tratados com a

rPAF-AH ndo observamos reducdo do numero de UFC. Esse resultado sugere a
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participacdo do MCP-1/CCL2 na melhor eliminagcdo bacteriana observada apds o

tratamento com a rPAF-AH.
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Figura 7.8- A neutralizagcado do MCP-1/CCL2 reduz a eliminagao de bactérias na
cavidade peritoneal de animais submetidos ao CLP. Os animais foram tratados
com anti-MCP-1/CCL2 (10 ng / Kg) e uma hora apds, submetidos ao CLP. Seis
horas apds, os animais tiveram suas cavidades peritoneais lavadas para a contagem
de UFC. Os grupos experimentais consistem de 5 animais no grupo CLP e 5
animais no grupo CLP+anti-MCP-1/CCL2, sendo representado um experimento de
trés realizados com resultados similares. O asterisco (*) representa diferencga
estatisticamente significativa entre o grupo CLP+anti-MCP-1/CCL2 quando

comparado com o grupo CLP, com um P<0,05 (teste T-Student).
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Figura 7.9- A neutralizacao do MCP-1/CCL2 reduz a eliminagdo da bactéria
E.coli por macrofagos peritoneais. Macrofagos peritoneais de animais Swiss foram
tratados com anti-MCP-1/CCL2 (10 ng / ml) e uma hora apds estimulados com E.coli
(10° bact. / ml). Meia hora apds o sobrenadante foi aliquotado em placas contendo
TSA, para a contagem de UFC. O grafico representa trés experimentos diferentes, e
as linhas horizontais representam a média da contagem de UFC. O asterisco (*)
representa diferenga estatisticamente significativa no grupo E.coli+anti-MCP-1/CCL2

quando comparado com o grupo E.coli, com um P<0,05 (teste T-Student).
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Figura 7.10- O MCP-1/CCL2 aumenta a eliminagao da bactéria E. coli por
macrofagos peritoneais. Os macrofagos peritoneais provenientes de animais Swiss
foram plaqueados em placa de 24 pogos (10° Céls. / pogo), tratados com rMCP-
1/CCL2 (100 ng / ml) e uma hora apos estimulados com E.coli (10° bact. / ml) por 30
minutos. Em seguida, o sobrenadante foi aliquotado em placas contendo TSA, para a
contagem do UFC. O asterisco (*) representa diferenga estatisticamente significativa
do grupo E.coli+MCP-1/CCL2 quando comparado com o grupo E.coli, com um P<0,05
(teste T-Student).
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Figura 7.11- O tratamento com a rPAF-AH nao foi capaz aumentar a eliminagao
bacteriana de animais geneticamente deficientes para o MCP-1/CCL2 (CCR2-/-)
submetidos ao CLP. Animais C57BI6 (“background genético”) e animais CCR2-/-
foram submetidos ao CLP e 15 minutos depois tratados com a rPAF-AH (1 mg / kg,
i.p). Apos 6 horas, os animais foram sacrificados, o lavado peritoneal recolhido para
contagem do numero de unidades formadoras de colénia (UFC). Os grupos
experimentais consistem de 6 animais, sendo representado um experimento de trés
realizados com resultados similares. O asterisco (*) representa diferenga
estatisticamente significativa quando do grupo C57BI6+rPAF-AH comparado com o
grupo C57BI6, com um P<0,05 (teste T-Student). O (+) representa diferenca
estatisticamente significativa quando do grupo CCR2 -/- +rPAF-AH comparado com o

grupo C57BI6+rPAF-AH, com um P<0,05 (teste T-Student).
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Um estudo realizado por Speyer e cols. (2004) demonstrou que
polimorfonucleares de camundongos sépticos (CLP) expressam CCR2, o que torna
o MCP-1/CCL2 quimiotatico para neutrofilos. Para averiguar se o MCP-1/CCL2
também influencia a eliminagdo bacteriana mediada por neutrofilos, fizemos a
contagem do UFC do sobrenadante de neutréfilos provenientes de animais
geneticamente deficientes para o CCR2 (CCR2-/-) estimulados com E.coli. Os
neutroéfilos peritoneais de animais geneticamente deficientes para o CCR2 possuem
aumento do numero de UFC quando comparamos com o grupo de animais C67bl6.
(Figura 7.12), o que indica que o MCP-1/CCL2 pode ter papel importante no
aumento da eliminagdo de bactérias via neutréfilos. No entanto, sdo necessarios

mais ensaios para confirmar essa hipotese.

41



400+

A e E coli (C57 bi6)
€ 2004
o 300 s E coli (CCR2-/-)
3
< 200-
X R
®
. —_—

(":'3) 100 -

0

Figura 7.12- Aumento do numero de UFC na cultura de neutréfilos provenientes
de animais geneticamente deficientes para o CCR2 quando comparados
neutrofilos de animais C57BI6. Neutroéfilos peritoneais de animais C57BI6 e CCR2-/-
foram isolados através de gradiente de percoll, plaqueados em placas de 24 pogos
(10° céls. / pogo) e estimulados com a bactéria E. coli (10° bact. / ml). Meia hora apds
o sobrenadante foi aliquotado em placas contendo TSA, para a contagem do UFC. As

linhas horizontais representam a média da contagem de UFC.
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7.7- O tratamento com a enzima rPAF-AH aumenta os niveis de nitrito na
cavidade peritoneal de animais submetidos ao CLP e o 6xido nitrico tem um

papel importante na eliminagao de bactérias

O 6xido nitrico € um mediador importante envolvido na eliminagao bacteriana.
O peroxidonitrito, produto da reacdo do NO com o anion superdxido, promove
peroxidagado dos lipidios de membrana de agentes invasores (alterando assim a
permeabilidade das membranas celulares), inibicdo de fungbes mitocondriais no
microorganismo, bem como a fragmentagao do DNA bacteriano, que culmina com a
morte celular (Hauser e cols., 2005). Para analisar a participagdo do 6xido nitrico na
melhor eliminacdo bacteriana, submetemos animais ao CLP e tratamos com L-
NAME 2 horas apds. O L- NAME é um analogo da arginina que inibe a sintese de
NO e como podemos visualizar na figura 7.13, o tratamento aumentou o niumero de
UFC na cavidade peritoneal dos animais submetidos ao CLP, o que confirma a
importancia do NO na degradagdo de bactérias, que ja estda bem descrita na

literatura.

Sabendo que o tratamento com a enzima rPAF-AH aumenta a eliminagao
bacteriana, resolvemos entdo dosar os niveis de nitrito na cavidade peritoneal de
animais submetidos ao CLP e tratados com a rPAF-AH. Como podemos observar na
figura 7.14, o tratamento com a rPAF-AH induz um aumento nos niveis de nitrito no

lavado peritoneal de animais submetidos ao CLP.

43



- * .
800 o+ CLP + Veiculo
- v v CLP + L-NANME (2 horas apos)
600
v
] _YVYVVVYY
400+
(1w 200
0LX)
a4n
0 [ PV L Yy

Figura 7.13- A inibicao da sintese de 6xido nitrico aumenta a proliferagcao de
bactérias na cavidade peritoneal de animais submetidos ao CLP. Os animais
Swiss foram submetidos ao CLP e 2 horas apés tratados com L-NAME (10 mg / kg-
i.p.). Ap6s 6 horas, os animais foram sacrificados, o lavado peritoneal recolhido para
contagem do numero de unidades formadoras de colénia (UFC). Os grupos
experimentais consistem de 5 animais para o grupo CLP e 10 para o grupo CLP+L-
NAME, sendo representado um experimento de dois realizados com resultados
similares. A linha horizontal corresponde a média da contagem do UFC. O asterisco
(*) representa diferengca estatisticamente significativa entre o grupo CLP+L-NAME

quando comparado com o grupo CLP+veiculo, com um P<0,05 (teste T-Student).
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Figura 7.14- O tratamento com a rPAF-AH aumenta os niveis de nitrito na
cavidade peritoneal de animais 6 horas ap6és o CLP. Os animais foram
submetidos ao CLP e 15 minutos depois tratados com a rPAF-AH (1 mg / kg-
i.p.). Apés 6 horas, os animais foram sacrificados, o lavado peritoneal
recolhido para dosagem de nitrito, pelo método de Griess. Os grupos
experimentais consistem de 6 animais, sendo representado um experimento
de trés realizados com resultados similares. O asterisco (*) representa
diferenca estatisticamente significativa entre o grupo CLP+rPAF-AH quando

comparado com o grupo CLP+Veiculo, com um P<0,05 (teste T-Student).
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Além disso, submetemos animais geneticamente deficientes para a enzima
iINOS (animais iINOS-/-) ao CLP e tratamos os animais com a enzima rPAF-AH. Os
animais iINOS-/- possuem aumento do numero de UFC e a rPAF-AH nao reduzir o
numero de UFC nesses animais (iINOS-/-) (Figura 7.15). Sugerindo entdo que a
rPAF-AH, através da maior producdo de NO na cavidade peritoneal, aumenta a

eliminacao de bactérias.

7.8- O tratamento com a rPAF-AH aumenta a sintese de interferon-gama (IFN-y)

na cavidade peritoneal dos animais seis horas apés o CLP

Como a rPAF-AH aumenta a eliminagao de bactérias via produgcédo de 6xido
nitrico, resolvemos dosar os niveis de IFN-y na cavidade peritoneal de animais
tratados com a rPAF-AH, uma vez que o IFN-y aumenta a expressao da iNOS, que é
a enzima responsavel pela sintese do 6xido nitrico (Sheffler e cols., 1995). Para isso
animais submetidos ao CLP e tratados com a rPAF-AH, tiveram suas cavidades
peritoneais lavadas e os niveis de IFN-y foram dosados através de método ELISA.
Como podemos observar, o tratamento com a rPAF-AH aumenta os niveis de IFN-y

seis horas apés o CLP (Figura 7.16).
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Figura 7.15- Aumento do numero de UFC na cavidade peritoneal de
animais geneticamente deficientes para INOS (iNOS-/-) mesmo apés o
tratamento com rPAF-AH. Os animais selvagens (C57BL6) e animais iNOS-/-
foram submetidos ao CLP e 15 minutos depois tratados com a rPAF-AH (1 mg / kg-
i.p.). Apds 6 horas, os animais foram sacrificados, o lavado peritoneal recolhido para
contagem do numero de unidades formadoras de colénia (UFC). Os grupos
experimentais consistem de 6 animais, sendo representado um experimento de dois
realizados com resultados similares. A linha horizontal corresponde a média da
contagem do UFC. O asterisco (*) representa diferenga estatisticamente significativa
do grupo C57BL-6+rPAF-AH quando comparado com o grupo controle ndo-tratado
(C57BI6), com um P<0,05 (teste T-Student). O (+) representa diferencga
estatisticamente significativa do grupo iINOS+rPAF-AH quando comparado com o
grupo C57BI6+PAF-AH, com um P<0,05 (teste T-Student).
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Figura 7.16- O tratamento com a rPAF-AH aumenta os niveis de IFN-y na
cavidade peritoneal de animais 6 horas apés o CLP. Os animais foram
submetidos ao CLP e 15 minutos depois tratados com a rPAF-AH (1 mg / kg, i.p).
Apds 6 horas, os animais foram sacrificados e o lavado peritoneal foi recolhido para
a dosagem de IFN-y através do método ELISA. Os dados representam trés
experimentos diferentes. O asteristico (*) representa diferenca estatisticamente

significativa do grupo CLP+rPAF-AH quando comparamos com o grupo CLP

(P<0,05).
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7.9- O MCP-1/CCL2 aumenta a sintese de Oxido Nitrico

Dados do nosso laboratério demonstram que em cultura de macréfagos
peritoneais o MCP-1/CCL2 age em sinergismo com IFN-y (Dado ndo mostrado).
Além disso, macrofagos de animais genéticamente deficientes para o MCP-1/CCL2
estimulados com LPS, IFN-y e LPS+ IFN-y, produzem menos NO, quando
comparamos macrofagos provenientes de animais C57BI6 (Dado ndo mostrado).
Como o NO e o MCP-1/CCL2 sao importantes para a eliminagcao bacteriana e estao
aumentados apos o tratamento com a enzima rPAF-AH, resolvemos verificar se ha
uma correlagdo entre esses dois mediadores. Para isso, analisamos os niveis de
nitrito no sobrenadante da cultura de macrofagos peritoneais estimulados com o
rMCP-1/CCL2 e com a rPAF-AH. Observamos que macrofagos peritoneais tratados
com rMCP-1/CCL2 e rPAF-AH simultaneamente produzem niveis elevados de 6xido

nitrico, apos o estimulo com a bactéria E.coli (Figura 7.17).
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Figura 7.17- O MCP-1/CCL2 atua de forma cooperativa com a rPAF-AH,
aumentando significativamente os niveis de nitrito liberados por macréfagos
peritoneais apés o estimulo com a bactéria E. coli. Macréfagos peritoneais foram
incubados com rMCP-1/CCL2 (100 ng / ml) e rPAF-AH (0,025 mg / pogo) ou ambos
e estimulados com E. coli (10° bact./pogo). Apds 24 horas, o sobrenadante da cultura
foi obtido para determinacdo dos niveis de nitrito através do ensaio de Griess. Os
dados representam trés experimentos diferentes (média + EPM). O asteristico (*)
representa diferenga estatisticamente significativa do grupo E.coli+rPAF-AH+rMCP-

1/CCL2 quando comparamos com o grupo E.coli (P<0,05).
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8. DISCUSSAO

Dentre os mediadores lipidicos liberados durante a sepse, o PAF tem um
papel central na interacao entre as células do sistema imune, aumentando a adesao
de leucocitos as células endoteliais, agindo em sinergia com P-selectinas ou
induzindo a expressdao de B2 integrinas (CD11/CD18), além de aumentar a
polarizagéo, a liberagdo de enzimas granulares e a redistribuicdo dos ligantes de
superficie em leucdcitos. Adicionalmente o PAF pode propagar a resposta
inflamatdria, decorrente da maior expressdo de TLR-4 e NF-kB em macrofagos
(Kuijpers e cols., 2001; Lorant e cols., 1995; Prescott e cols., 2000). Estratégias
terapéuticas estdo sendo desenvolvidas na tentativa de antagonizar ou inativar esse
fosfolipideo e consequentemente reduzir seus efeitos biolégicos, onde podemos
ressaltar a utilizagcdo de antagonistas do receptor do PAF, que competem com o
PAF pelo sitio de ligagdo do seu receptor, assim como a administracdo da enzima
rPAF-AH, que hidrolisa e inativa o PAF. O estudo clinico de fase Il, envolvendo
pacientes com sepse severa com foco pulmonar principalmente, demonstrou que o
tratamento com a rPAF-AH (1mg/Kg) foi associado com a reducéo da incidéncia de
disfungcdo orgéanica multipla, com conseqiente aumento da sobrevida (Schuster e
cols., 2003). Ja em um estudo de fase Ill, que compreendeu 2522 pacientes
internados em 146 Unidades de Terapia Intensiva de 9 paises da América do Norte,
Europa, Israel e Africa do Sul, com sepse severa de diversas origens, o efeito
protetor da rPAF-AH nao foi observado (Opal e cols., 2004). O ponto negativo desse
estudo foi que os pesquisadores nao verificaram a atividade da rPAF-AH nesses
pacientes, analise que foi realizada durante o estudo de fase lIb. Esse conhecimento
€ importante, pois seriam selecionados os pacientes com a atividade da enzima
reduzida, que poderiam ser favorecidos pelo tratamento. Outro fator que explicaria o
motivo pelo qual esse estudo ndo obteve resultados positivos seria que os ensaios
clinicos foram realizados antes dos experimentos na bancada, que sdo necessarios
para caracterizagdo do mecanismo de agao da droga, se a mesma possui efeitos
colaterais, para quais tipos de bactérias ela se mostra mais eficaz e a partir dai
direcionar o tratamento aqueles pacientes em que a administracdo da enzima rPAF-

AH seria benéfica.
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Em 2006, o nosso grupo de pesquisa publicou o primeiro artigo envolvendo

experimentos de bancada, onde tratamento com a rPAF-AH aumentou a sobrevida

dos animais com peritonite polimicrobiana gerada pelo CLP e esse efeito protetor
esta relacionado com o balango da resposta inflamatéria, marcado pela redugao dos
niveis de IL-6 e MIF e aumento de MCP-1/CCL2 e IL-10 (Gomes e cols., 2006a).
Como a rPAF-AH aumenta a sobrevida dos animais submetidos ao CLP e ja foi
descrito que ela promove um balanco da resposta inflamatéria resolvemos analisar
se a rPAF-AH aumenta também a eliminacado bacteriana. O CLP foi o modelo de
escolha para este estudo, pois é clinicamente relevante por simular a diverticulite
perfurada e a ruptura de apéndice cecal (Buras e cols., 2005). Nesse modelo ocorre
o desenvolvimento de peritonite polimicrobiana associado a translocacdao de
bactérias da flora intestinal para o sangue (Wichterman e cols., 1980). O tratamento
com a rPAF-AH aumenta a eliminagdo de bactérias tanto na cavidade peritoneal 6
horas ap6s o CLP (Figura 7.1), quanto no sangue 24 horas apés o CLP (Figura
7.2). Esses resultados sugerem que a rPAF-AH pode ser uma estratégia terapéutica
importante, pois aumenta a eliminacdo de bactérias tanto no foco da infecgao
(cavidade peritoneal), quanto atua de forma sistémica reduzindo o numero de UFC
no sangue dos animais submetidos ao CLP e esse aumento da eliminagdo
bacteriana também foi observado na cavidade peritoneal de animais 6 horas apés o

desafio com a bactéria S. Typhimurium (Figura 7.3).

Nés demonstramos que a melhor eliminagdo de bactérias foi decorrente da
inibicdo da atividade bioldégica do PAF, uma vez que animais pré-tratados com o
SR27417 (antagonista do receptor do PAF) submetidos ao CLP possuem aumento
da eliminagdo de bactérias (Figura 7.4). O SR27417 se mostrou eficaz durante o
pré-tratamento, mas novos estudos sao necessarios para confirmar se ele é eficaz
também durante o pds-tratamento. Dados na literatura sobre a utilizacdo de
antagonistas do PAF s&o controversos. Alguns estudos demonstram que os
antagonistas do PAF podem atuar como agonistas parciais (como o SRI 63-441,
CVv 3988, WEB 2170, WEB 2086, entre outros), induzindo efeitos decorrentes da
ativacao do receptor do PAF (Chen e cols., 1992; Hu e cols., 1993), como por
exemplo, a indugdo da vasoconstriccdo (Chen e cols., 1992; Hu e cols., 1993). Por
isso, 0s ensaios atuais tém focado na utilizagdo da enzima rPAF-AH. Nosso grupo

demonstrou que a rPAF-AH possuiu eficacia tanto 15 minutos quanto 6 horas apds o
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CLP (Gomes e cols., 2006a), o que a torna clinicamente viavel, por permitir um

tratamento pds-diagnostico de sepse.

A rPAF-AH reduz a migragdo de neutréfilos para a cavidade peritoneal
(Gomes e cols., 2006a), mas nao altera o numero de mononucleares na cavidade
(Gomes, 2006), que pode ser explicado pelo aumento dos niveis de MCP-1/CCL2
(Gomes e cols., 2006a). Como o perfil celular na cavidade peritoneal dos animais
submetidos ao CLP apds o tratamento com a rPAF-AH é composto principalmente
por células mononucleares, resolvemos investigar o papel dos macréfagos no
processo de eliminacdo bacteriana. O tratamento com a rPAF-AH aumenta a
eliminagcdo bacteriana na cultura de macréfagos peritoneais estimulados com a
E.coli (Figura 7.5).

A redugao do crescimento bacteriano observada apés o tratamento com a
rPAF-AH pode ser decorrente da inativacdo do PAF, uma vez que nosso grupo de
pesquisa observou que macrofagos peritoneais tratados com PAF e estimulados
com E. coli possuem reducdo da eliminagao bacteriana (dado ndo mostrado). E esse
dado ja foi descrito na literatura, onde Zaitseva e cols. (1998), observaram que o
PAF reduziu a atividade fagocitica de macrofagos obtidos de animais desafiados
com LPS (proveniente de Pseudomonas aeruginosa). Entdo quando a célula é
ativada pelo LPS, ela produz diversos mediadores, dentre eles o PAF. Quando
essas células entram em contato novamente com o PAF, elas se tornam anérgicas.
Esta hipotese foi confirmada nesse mesmo estudo, onde macréfagos provenientes
de animais tratados com PAF reestimulados com o PAF in vitro possuem reducgao da
atividade fagocitica. A redugdo da atividade fagocitica pode ocorrer devido a
reducdo da expressao do receptor do PAF, bem como pela reducdo da afinidade
deste fosfolipideo ao seu receptor. O processo de anergia também ocorre devido a
dessensibilizacdo heterdloga, onde fator de transferéncia liberado por um tipo de
macrofago tornaria macréfagos residentes em outros tecidos hiporresponsivos ao
PAF, com redugdo da fagocitose. Isso também foi observado por Zaitseva e cols.
(1998), no qual macrofagos peritoneais expostos a fatores de transferéncia liberados
por macrofagos esplénicos e tratados com o PAF possuem reducado da atividade
fagocitica. Esses fatores de transferéncias se ligam aos antigenos de maneira
especifica (memoadria imunoldgica) e transmitem a informagao imunoldgica de uma
célula ativada a uma célula naive (Rosenfeld e Dressler, 1974), aumentando a

sintese de citocinas (Kirkpatrick, 1993).
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A rPAF-AH aumenta a eliminacao de bactérias tanto na cavidade peritoneal e
no sangue de animais submetidos ao CLP quanto na cultura de macréfagos
peritoneais estimulados com a E.coli. Nossos resultados sugerem que essa maior
eliminacao de bactérias ndo € decorrente da agao direta da rPAF-AH (figura 7.6), do
PAF ou do liso-PAF sobre o crescimento bacteriano (Figura 7.7). Nao esta descrito
na literatura se a rPAF-AH influencia de forma direta o crescimento bacteriano, no
entanto um estudo realizado por Seo e cols. (2006) demonstrou que a rPAF-AH
hidrolisa e inativa fosfolipideos “PAF-like” como o acido lipoteicoico (LTA) ancorado
a parede de bactérias gram positivas, uma vez que bactérias gram-positivas
Streptococcus mutans e Streptococus do grupo B colocadas em contato direto com
a rPAF-AH nao foram habeis em ativar macréfagos, tanto de camundongos quanto

de humanos.

O MCP-1/CCL2 possui um papel importante no processo de eliminacéo de
bactérias mediado pela rPAF-AH, onde animais pré-tratados com anticorpo anti-
MCP-1/CCL2 e submetidos CLP, possuem aumento do numero de UFC (Figura
7.8). Quando os macréfagos peritoneais foram tratados com MCP-1/CCL2 e
estimulados com E.coli (Figura 7.10) observamos melhor eliminagao bacteriana, que
foi inibida quando macréfagos estimulados com a E.coli foram pré-tratados com o
anti-MCP-1/CCL2 (Figura 7.9). Analisamos a participagdo do MCP-1/CCL2 na
elminacao de bactérias, uma vez que nds anteriormente demonstramos que o MCP-
1/CCL2 esta aumentado apés o tratamento com a enzima rPAF-AH (Gomes e cols.,
2006a). Em animais geneticamente deficientes para o CCR2 e submetidos ao CLP,
a rPAF-AH nédo foi capaz de aumentar a eliminacdo de bactérias (Figura 7.11).
Adicionalmente. Em outro estudo demonstramos que o papel protetor do MCP-
1/CCL2, que foi capaz de modular a resposta inflamatéria de animais submetidos ao
CLP, reduzindo os niveis de MIF, IL-6 e KC, e aumentando os niveis da citocina
antiinflamatéria, a IL-10 (Gomes e cols., 2006b). Feterowski e cols. (2004)
demonstraram que na sepse severa, induzida por CASP, a ativagdo da via de
sinalizagao do CCR2 inibe a sintese de IL-10, reduzindo assim a imunossupressao
mediada por esta citocina, favorecendo a morte de bactérias. Nossos resultados
também demonstraram o efeito desta quimiocina sobre a degradagao bacteriana, no
entanto observamos que o MCP-1/CCL2 aumenta os niveis de IL-10. O MCP-

1/CCL2 também tem um papel importante na regulagéao da eliminagao de bactérias
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por neutrofilos, como demonstrado na figura 7.12. Neutrofilos provenientes de
animais geneticamente deficientes para o CCR2 estimulados com E.coli, possuem
aumento do numero de UFC. No entanto, novos ensaios sdo necessarios para
comprovar essa hipotese. Dados da literatura descrevem a agao direta do MCP-
1/CCL2 sobre neutrdfilos, aumentando a atividade da mieloperoxidase e o
recrutamento de neutréfilos (Ramnath e cols., 2008), de forma direta ou indireta,
através da producao de leucotrieno B4 (Matsukawa e cols., 1999). O leucotrieno B4
aumenta o numero de neutrofilos no sitio de infeccdo e a eliminagao bacterianade
microorganismos (Rios-Santos e cols., 2003). No entanto, Winter e cols. (2009),
associam o efeito protetor do MCP-1/CCL2 com o recrutamento preferencial de
macrofagos e células dendriticas para o local da infeccdo. Gomes e cols. (2006a)
também sugerem que o MCP-1/CCL2 regula o perfil celular na cavidade peritoneal
de animais com sepse, ao observarem uma redugdo no numero de mononucleares
na cavidade abdominal associado ao aumento da migracdo de neutrofilos em

animais genéticamente deficientes para o CCR2.

Como a rPAF-AH nao possui efeito direto sobre o crescimento bacteriano, a
melhor eliminagao de bactérias envolve a producdo de mediadores pelos leucdcitos.
Nés demonstramos que o NO tem participacdo na redugdao do crescimento
bacteriano, uma vez que o tratamento com L-NAME (inibidor da sintese de NO)
reduziu a eliminagao de bactérias (Figura 7.13). Adicionalmente nés demonstramos
que o tratamento com a rPAF-AH aumenta os niveis de nitrito na cavidade peritoneal
de animais submetidos ao CLP (Figura 7.14). Corroborando a participagdo do NO
na melhor eliminagcdo de bactérias nés demonstramos que em animais
geneticamente deficientes para iINOS, o tratamento com a rPAF-AH n&o foi capaz de
reduzir o numero de UFC na cavidade peritoneal (Figura 7.15), indicando que a
melhor eliminacdo de bactérias observada apdés o tratamento com a rPAF-AH é
dependente da produgéo de NO. O efeito microbicida do NO ja esta bem descrito na
literatura. O NO atua: na reducao da replicagcdo do DNA bacteriano; no aumento da
sintese espécies oxidantes reativas como o peroxidonitrito; em sinergismo com
radical hidroxila levando a degradacdo da fita dupla de DNA; inibindo de
metaloenzimas antioxidantes, como a catalase, a qual eleva os niveis de peréxido
de hidrogénio e do radical hidroxila (De Groote e cols., 1995). Quando o NO

encontra-se em niveis exacerbados no curso da sepse, ele pode ter efeitos
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sisttmicos e estd envolvido com a disfuncdo da microcirculagcdo hepatica,
vasodilatagao sistémica e a depressao miocardica, que leva o individuo ao choque
(Duke e cols., 1997; Eum e cols., 2007). No entanto, em nosso estudo observamos
um aumento de nitrito apenas na cavidade abdominal dos animais tratados com a
rPAF-AH e esse aumento de nitrito no local da infecgao parece favorecer a melhor

eliminacao de bactérias.

Nés sugerimos também que a maior produgdo de NO observada apds o
tratamento com a rPAF-AH 6 horas apds o CLP pode ser decorrente do aumento
dos niveis de IFN-y na cavidade peritoneal dos animais (Figura 7.16) e essa
hipétese esta de acordo com dados descritos na literatura, que demonstram que o
IFN-y aumenta a expressdo da iNOS, e consequentemente a producdo de o6xido
nitrico (MacMicking e cols., 1997). Adicionalmente o IFN-y induz a maior expressao
da argininosuccinato sintase, que leva a formagao da L-arginina (substrato da iNOS)
(Nussler e cols., 1994). O IFN-y também tem um papel é importante para a
montagem da resposta imune inata (Qiu e cols., 2001), ativando mecanismos
bactericidas (aumentando a apresentagao de antigenos e a fagocitose) (Seki, 2000)

e mecanismos tumoricidas (Douvas e cols., 1985; Young, 1996).

Algumas evidéncias sugerem que o MCP-1/CCL2 aumenta a sintese de NO.
Dados do nosso laboratorio demonstraram que macréfagos peritoneais estimulados
com rMCP-1/CCL2 concomitantemente com o INF-y produzem niveis mais elevados
de NO (dado ndo mostrado). Além disso, nosso grupo observou que os macrofagos
peritoneais provenientes de animais geneticamente deficientes para a quimiocina
MCP-1/CCL2 (MCP-1/CCL2-/-), produzem niveis significativamente reduzidos de
nitrito quando estimulados com LPS, IFN-y ou ambos (dado nédo mostrado). O MCP-
1/CCL2 pode agir em cooperagdo com a rPAF-AH, aumentando a sintese de NO
(Figura 7.17). A participagdo do MCP-1/CCL2 na indugao da sintese de NO ja foi
sugerida por alguns autores. Okuma e cols. (2006) descreveram que o MCP-1/CCL2
reduz a injuria pulmonar aguda induzida pela hiperdxia via produgao de 6xido nitrico.
Biswas e cols. (2001) observaram que a via de sinalizacggo do MCP-1/CCL2
envolvida com a produgao de NO por macrofagos peritoneais, envolve a quinase
fosfatidilinositol-3 (PI3K), a proteina quinase C, e as MAPK p42/44, além de ser
regulada pela via calcio/calmodulina. A ativacéo da via da PI3 quinase/AKT confere

protecao durante a sepse, com redugao dos niveis de IL-6, TNF-a, e IL-10 seis horas
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apos o CLP e aumento da atividade oxidativa e a fagocitose de neutréfilos via C5a
(Wrann e cols., 2007). A ativacao desta via poderia explicar o efeito protetor do
MCP-1/CCL2. Adicionalmente, alguns autores relatam que o 6xido nitrico também
tem um papel importante na modulagdo da expressdo de MCP-1/CCL2 (Tsao e
cols., 1997; Zeiher e cols., 1995) e essa regulagdo pode ocorrer em virtude da

regulacdo do NFkB (Korhonen e cols., 2005).

Durante a sepse os niveis de PAF encontram-se aumentados, devido a
reducao da atividade da enzima PAF-AH e isso parece impactar no desfecho de
animais com sepse (Gomes e cols., 2006a). A PAF-AH leva a inativagdo do PAF,
modulando a resposta inflamatéria durante o processo infeccioso, aumentando os
niveis de mediadores antiinflamatérios como a IL-10 e o MCP-1/CCL2/CCL-2 e
reduzindo as citocinas pro-inflamatérias KC, IL-6, TNF-a e MIF. A rPAF-AH nao
possui efeito direto sobre a proliferagdo bacteriana e essa modulagdo da resposta
inflamatdria € importante para o processo o controle da infeccéo, via producao de
IFN-y e MCP-1/CCL2, que aumentam a sintese de NO. Sio necessarias mais
investigacbes para esclarecer a via de sinalizagdo pelo qual o MCP-1/CCL2
aumenta a sintese de 6xido nitrico e se ha um sinergismo entre MCP-1/CCL2 e IFN-
y durante o tratamento com a rPAF-AH. Com uma melhor eliminagdo bacteriana
ocorre uma maior sobrevida dos animais tratados com a rPAF-AH. A rPAF-AH pode
ser uma ferramenta importante utilizada no tratamento de pacientes sépticos, no

entanto novos estudos s&o necessarios para confirmar essa hipotese.
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9. CONCLUSAO

O tratamento com a rPAF-AH aumenta a eliminagdo bacteriana em animais
submetidos ao modelo de sepse polimicrobiana. Essa melhor eliminagao bacteriana
também ¢é observada durante a infeccdo pela bactéria gram negativa S.
Typhimurium, bem como em macréfagos pré-tratados com a rPAF-AH e estimulados

com a E. coli.

Quando colocamos a enzima rPAF-AH em contato direto com a bactéria, na
auséncia de células, observamos que essa enzima nao possui efeito direto sobre o
crescimento bacteriano. Uma vez que a rPAF-AH nao possui efeito bactericida, essa
melhor eliminacao bacteriana € decorrente da produgao de mediadores, como o IFN-

y € o MCP-1/CCL2, que aumentam a sintese de oxido nitrico.

A rPAF-AH pode ser uma ferramenta terapéutica importante utilizada no
tratamento de pacientes sépticos, pois € benéfica tanto durante infeccbdes
polimicrobianas (CLP), bem como em infecgdes causadas por apenas um agente
gram negativo (como a E.coli e S. Typhimurium). No entanto, novos estudos sao
necessarios para definir as condi¢des ideais onde este tratamento poderia beneficiar

pacientes sépticos.
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