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Resumo



Foi demonstrado anteriormente nos modelos de endotoxemia e de ligadura e
perfuragdo de ceco (CLP) que a redugido da migragido de neutrdfilos para a cavidade
peritoneal esta correlacionada com o pior progndstico da doenga. Assim, objetivamos
no presente estudo: a — Padronizar o modelo de sepse induzido por S.awreus; b -
Caracterizar o fendmeno da redugio da migragio de neutrdfilos para o foco infeccioso;
c - correlacionar o maior ou menor recrutamento dos neutréfilos na cavidade
peritoneal, com o nimero de bactérias nesta cavidade e no sangue; d - investigar a

participagio de citocinas como TNF-ot e IFN-y na redugio da migragio de neutréfilos;
€ - analisar o possivel papel do NO na redugio da migragio de neutréfilos; f - identificar
o tipo de célula residente, como fonte de mediadores envolvidos na redugio da
migracdo de neutr6filos.

Dois grupos experimentais foram estabelecidos: o grupo subletal (SL) (0,5x10°
UFC/cavidade) apresentou 100% de sobrevida, migragio de neutrdfilos para a cavidade
peritoneal (12x10° neutrdfilos/cavidade) e pequena quantidade de bactérias no exsudado
peritoneal e auséncia de bacteremia. Por outro lado, o grupo que recebeu inéculo letal
(L) (16x10° UFC/cavidade) apresentou 100% de mortalidade, além de redugio da
migragio dos neutrdfilos para cavidade peritoneal (4x10° neutréfilos/cavidade), grande
presenga de bactérias na exsudato peritoneal e acentuada bacteremia. Ainda neste grupo,
foi observado edema agudo de pulmio e infiltrado de PMN neste 6rgdo. Ambos os
grupos experimentais apresentaram niveis elevados de TNF-a , IL-1 e IL-10, tanto no
soro, quanto no exsudato, caracterizando dessa forma o modelo de sepse utilizado no
presente estudo.

Objetivando estudar a participagio de TNF-at e IFN-y no fen6meno da faléncia
da migragio de neutrdfilos para a cavidade peritoneal, foram utilizados animais
deficientes para o receptor p55 de TNF-a e animais deficiente para a produgdo de IFN-
y. Ambos os grupos, selvagens e deficientes, que receberam in6culo letal apresentaram
resultados semelhantes quanto a faléncia da migragdo, sobrevida e quantidade de
bactérias no exsudato peritoneal. Entretanto, os animais deficientes que receberam
in6culo subletal apresentaram maior nimero de bactérias na cavidade e maior letalidade
do que os selvagens, apesar do nimero de neutréfilos no foco infeccioso ser
semelhante. Desta maneira, sugerimos que a redugdo da migragdo dos neutré6filos para a
cavidade peritoneal ndo é mediada pelo TNF-ao ou IFN-y, embora sugerimos a
participagdo destas citocinas na atividade bactericida dos neutréfilos.

O envolvimento do 6xido nitrico (NO) no presente modelo foi estudado a partir
da administragio de aminoguanidina. O pré-tratamento com esta droga seguido da
administragio da in6culo letal previniu a redugdo da migragio de neutrdfilos, reduziu a
quantidade de bactérias no exsudato peritoneal e sangue, embora a taxa de sobrevida foi
a mesma nos animais pré-tratados ou apenas inoculados. A administragio de uma dose
de 5 mg/kg de aminoguanidina, 6 horas apds a inoculagio letal, apresentou sobrevida de
40%, acompanhada da prevengdo da migragio dos neutréfilos e diminuigdgo do nimero
de bactérias no exsudato peritoneal. O conjunto destes dados demonstram que o NO
participa da redugdo da migragdo dos neutréfilos para a cavidade peritoneal e que esta
redugio esta correlacionada com o pior prognéstico da doenga.

Corroborando com os dados de que o NO esti envolvido na faléncia da
migracio de neutrdfilos para a cavidade peritoneal, estudo da migragdo in wtro de
neutréfilos revelaram que neutréfilos provenientes de animais que receberam indculo
letal possuiam menor capacidade quimiotixica. Além disto, o pré-tratamento com
aminoguanidina restabeleceu esta capacidade.



Caracterizando a importante atividade microbicida do NO no presente modelo,
o grupo subletal tratado com aminoguanidina (30 minutos antes da inoculagzo e 2 horas
apOs), apresentou maior quantidade de bactérias presentes no exsudato peritoneal e
bacteremia, apesar de manter o nimero de neutr6filos na cavidade semelhante aos
animais nio tratados. Além disto, a sobrevida dos animais tratados é 50% menor. Dados
que corroboram com os anteriormente citados, foram obtidos de animais deficientes
para a enzima NOSi. Os animais deficientes que receberam iné6culo subletal
apresentaram maior quantidade de bactéria na cavidade peritoneal, assim como uma
menor taxa de sobrevida do que os animais selvagens que receberam a mesma
inoculagdo. Estes dados analisados em conjunto demonstram a importancia do NO
como agente bactericida do S.aureus.

No que se refere a participagio de outros tipos celulares como fonte de
mediadores envolvidos na redugio da migragio de neutréfilos para o sitio infeccioso,
observamos que tanto o aumento do nimero de macréfagos, quanto a diminui¢do dos
mastocitos residentes na cavidade peritoneal, preveniram a redugio da migragio de
neutr6filos, diminuiram a quantidade de bactérias presentes no exsudato peritoneal e
sangue. Nestes animais a taxa de sobrevida foi de 100%. Assim o aumento do nimero
de macréfagos residentes melhora o prognéstico da doenga, entretanto os mastdcitos
parecem ser a fonte de mediadores envolvidos na redugdo da migragio de neutrdfilos no
presente modelo de sepse.



1 - Introducdo



1.1 - Epidemiologia

Atualmente, ndo ha dados exatos sobre a incidéncia de sepse, mas sabidamente,
esta sindrome atinge, aproximadamente, 500.000 pessoas por ano nos Estados Unidos.
Numero que vem crescendo devido a varias razbes, entre elas: aumento da idade
populacional; crescente aumento de agentes imunossupressores; melhora do
prognéstico de doengas previamente fatais; uso de procedimentos médicos diagnésticos
e terapéuticos mais agtessivos e aparecimento de patdgenos mais resistentes a
antibiéticos. Todos estes fatores citados contribuem para que a mortalidade de pacientes
com sepse varie de 20 a 50% (Sands et al., 1997), com impacto econOmico em hospitais
americanos, em torno de 25 bilhdes de ddlares anuais (Stewart & Zhang, 1999).
Considerando entio a questio humana e custos financeiros, torna-se necessario o
desenvolvimento de novas estratégias para diagnéstico precoce da sepse, assim como o
melhor entendimento da mediagio envolvida, o que levana a estratégias mais eficazes de
watamento.

No quadro séptico podem ser observados trés processos distintos, porém
intimamente intetligados: o foco infeccioso, as alteragdes hemodinamicas e o processo
inflamatério. Atualmente o tratamento da sepse se concentra em combater o agente
infeccioso com antibidticos e a utlizagio de drogas que atuam nas alteragGes
hemodinamicas decorrentes do quadro séptico, pouco se interferindo no processo
inflamatério. Portanto, decorrente do melhor entendimento da relagio entre agente
infeccioso e a resposta inflamatoéria local e sistémica, pode-se vislumbrar nova frente

para intervengdo terapéutica (Quezado et al, 1995).

1.2 - Definigdes e fisiopatologia da sepse.

O termo sepse é definido como sindrome da resposta inflamaténa sistémica
(SIRS) decorrente de infecgdao por bactérias, fungos, helmintos e virus. A denominagio
SIRS foi criada para incluir tanto a sepse, quanto doengas semelhantes provenientes de
causa nio infecciosa, como trauma, isquemia, queimadura, pancreatite e hemorragia.
Clinicamente SIRS ¢ identificada, quando o paciente apresenta duas ou mais das
seguintes condi¢Ges (Bone et al., 1997):

e hipertermia (temperatura maior que 38° C)

e hipotermia (temperatura menor que 36° C)



e taquicardia (freqiéncia cardiaca maior que 100 batimentos/ minuto)

e taquipnéia (freqiiéncia respiratéria maior que 20 respiragcdes/ minuto ou PCO,

menor que 20 mmHg)

e contagem de células totais sanguinea maior que 12000/mm’ ou menor que

4000/ mm® ou mais de 10% de formas imaturas circulantes no sangue periférico.

Como conseqiiéncia da sepse temos a Sindrome da Disfun¢io de Multiplos Orgios
(SDMO), que acomete 30% dos pacientes com sepse, enquanto que quase todos
desenvolvem disfungio de um 6rgio (Davies & Hagen, 1997). O choque séptico é o
agravamento da sepse, caractetizado por acentuadas alteragGes hemodinamicas, sio elas:
hipotensao (pressao arterial média (PAM) < 90mmHg ou redugio de PAM basal em 40
mmHg) nao responsiva a reposicio de liquidos ou a agentes vasoconsutitores; perfusiao
anormal de 6rgios e tecidos decorrentes da vasodilatagiao e vasoconstrigao inadequadas
de pequenos vasos; diminuigao da resisténcia vascular sistémica e aumento da freqiiencia
cardiaca (100 batimentos cardiacos ou mais) (Crowley, 1996).

O choque séptico se desenvolve quando componentes microbianos especificos
entram na circulagio e sio reconhecidos pelo sistema de defesa, causando liberagio
exagerada de mediadores inflamatérios (Lynn & Cohen, 1995). Componentes da parede
celular como lipopolissacarideo (LPS) em bactérias Gram-negativas e peptidoglicano e
acido lipoteicéico em bactérias Gram-positivas ou ainda proteinas liberadas durante o
crescimento de bactérias Gram-positivas (enterotoxinas) sao os principais componentes
microbianos que induzem reagao inflamatéria intravascular que culminam no choque
séptico.

Ha duas décadas a porcentagem de incidéncia de sepse induzida por bactérias
Gram-negativas era maior do que aquelas provocadas por bactérias Gram-positivas. Por
consequéncia, dados obtidos até hoje sobre sepse sio decorrentes de modelos
expetimentais com bactétias Gram-negativas e/ou LPS (lipopolissacarideo). Assume-se,
atualmente, que a patogénese da sepse induzida por bactérias Gram-positivas seja igual
aquelas induzidas por Gram-negativas (Opal & Cohen, 1999; Sriskandan & Cohen,
1999). Além disto a mortalidade dos pacientes em choque séptico causado por bactérias
Gram-positivas tem sido a mesma ou excedido a porcentagem de morte de pacientes em
choque causado por Gram-negativas (Friedman, et al., 1998; Cohen, 2000; Tarkowski,
2000).



As bactérias Gram-positivas que apresentam maior patogenicidade sao:
Streptococcus pneumoniae e Staphylococcus aurens. Torna-se entao evidente a necessidade de se
estudar os mecanismos envolvidos na sepse induzida por bactérias Gram-positivas. No
presente trabalho optamos em estudar o modelo experimental de sepse induzido por

Staphylococcus anrens, administrados vivos, por via intraperitoneal.

1.3 — Staphylococcus aureus

Membros do género Staphyloccocci sio cocos Gram-positivos (didmetro varia
de 0,5 a 1,5 im), nao formadores de esporos, ocorrem individualmente, ou em pares, ou
tétrades ou em pequenas cadeias. Este género é composto de 332 espécies e 15
subespécies. O principal representante, o mais estudado e o mais patogénico é o
Staphylococcus aureus.

Staphylococcus anrens (do grego: staphylé: cacho; kikkus: de forma arredondada; do
latim gurume. cor de ouro) sao bactérias que se apresentam em aglomerados semelhantes
a cachos de uva, apresentando colonias amareladas. Sio amplamente distribuidos na
natureza, entretanto encontram-se principalmente na pele e mucosas de mamiferos e
aves, mas podem aparecer com menor freqiiéncia na boca, glindulas mamarias, sangue e
nos tratos genitourinario, gastrointestinal e respiratorio.

Geralmente, esta bactéria apresenta relacao benigna ou simbiética com o hospedeiro,
entretanto, se a pele (barreira natural) for lesada por trauma, ou se houver inoculagio
por agulhas ou implantacio direta de corpos estranhos (catéteres, valvulas cardiacas,
proteses Osseas, entre outros), estes organismos atingirdo diferentes tecidos dos
hospedeiros, colonizando-os, desenvolvendo a partir dai caracteristicas patogénicas.
Infecgao hospitalar causada por S.aureus € a maior causa de morte relatada atualmente. A
infecgao por este tipo bacteriano € aguda e pirogeénica, e se nao for tratada rapidamente,
pode ser disseminada pela corrente sanguinea e afetar outros 6rgaos distantes do foco
primario da infecgio. As infecgbes mais severas provocadas por S.axreus sio bacteremia,
pneumonia, osteomielite, endocardite aguda, pericardite, meningite e abscessos no trato
urogenital, sistema nervoso central, e diversos 6rgaos intra-abdominais (Murray et al,,

1999).



1.4 — S. aureus e sepse

A resposta inicial de defesa do organismo contra um dano tissular, iniciado por
trauma mecanico ou quimico ou ainda pela invasio de microorganismo, resulta em um
processo complexo, rapido e altamente controlado por respostas celulares e humorais,
tendo como conseqiiéncia a ativagao de sistemas como o complemento, fibrinolitico e
das cininas e a cascata de coagulagio. Como conseqiiéncia da ativagio dos sistemas
acima citados, temos a liberagio de mediadores inflamatérios de grande diversidade e
importancia. Este processo é considerado benigno, se a resposta inflamatéria for
regulada adequadamente, para manter células e mediadores inflamatérios somente no
local da injuna tissular.

As citocinas sio mediadores inflamatérios endégenos que desempenham papel
importante, na iniciagao da sepse. A produgio das citocinas é ativada por bactérias e
seus produtos, além de fungos, virus ou parasitas. Interleucinas, assim como
quimiocinas, participam ativamente da patogénese da sepse, apresentando diferentes
papéis biologicos, dependendo do modelo experimental utilizado. Devido a grande
importancia das citocinas na patogénese da sepse, sera apresentado um item sobre este
topico, posteriormente (item I . 5 — Mediadores inflamatérios e sepse).

Por outro lado, a presenca de mediadores inflamat6rios ou mesmo de bactérias
e/ou seus produtos na corrente sangiiinea, ocorrera ativagio de células endoteliais dos
vasos sanguineos e dos leucécitos, que por sua vez vio também liberar fatores pro-
inflamatoérios, caractetizando um processo sistémico. Este quadro é responsavel pela
maioria das alteragbes fisiopatologicas observadas na sepse, assim como em modelos
experimentais utilizados para se estudar esta sindrome.

A habilidade do S.axreus, em modular a resposta imune do hospedeiro, resulta da
acio de multiplos fatores determinantes de sua viruléncia, que sio expressos com
diferentes combinacGes. Estes fatores determinantes da viruléncia incluem proteinas da
parede celular, hemolisinas, superantigenos e toxinas formadoras de poros que agem

através da ativacao de diferentes mecanismos.

1.4.1 - Componentes da parede celular
Dois componentes da parede celular do S.aureus sio liberados apods sua lise e
sao capazes de induzir processo inflamatorio, sio eles: peptidoglicano G e acido

lipoteicéico. Heumann et al., 1994, demonstraram que estes componentes da parede



celular de bactérias Gram-positivas estimulam a sintese de Fator de Necrose Tumoral
(INF, do inglés Tumonr Necrosis Factor) e intetleucina (IL) — 6 por mondcitos humanos.
Além disto, quando se administrou peptidoglicano endovenosamente em cobaios,
observou-se leucopenia, trombocitopenia e ativagio do sistema complemento,
sugerindo que o peptidoglicano desempenha papel importante no desenvolvimento da
sepse (Spika et al,, 1982). No modelo experimental desta doenga em ratos anestesiados,
através da administragio intravenosa de peptidoglicano ou icido lipoteicdico,
demonstrou-se que tanto acido lipoteicéico quanto peptidoglicano agem sinergicamente
no aumento dos niveis plasmaticos de TNF, na ativagao da enzima sintase do 6xido
nitrico induzida (NOSI) presente na aorta, rins e figado e aumento de nitrito e nitrato no
soro, quadro que culmina em choque e faléncia de multiplos 6rgaos (Kengatharan et al.,
1996).

Compostos com propriedades anti-endotoxina sio atualmente estudados devido
a0 seu potencial terapéutico na sepse induzida por bactérias Gram-negativas. Estudos
semelhantes tém sido realizados com bactérias Gram-positivas. Scott et al., 1999,
estudaram a capacidade de peptideos cationicos de interagirem com acido lipoteicdico e
demonstraram que estes peptideos inibem a produgio de TNF e IL-6 por uma linhagem
macrofagica de camundongos, bem como a produ¢iao de TNF por leucécitos humanos.
Assim, estes peptideos cationicos podem ser ferramentas importantes para o
desenvolvimento de novas terapias no tratamento desta sindrome e inflamagio causadas
por bactérias Gram-positivas ou ainda auxiliem no melhor entendimento desta

sindrome.

1.4.2 — Produtos solaveis

1.4.2.1 - Toxinas superantigénicas
Além dos componentes da parede celular de bactérias Gram-positivas acima
discutidas, estas bactérias produzem toxinas (também denominadas de enterotoxinas)
liberadas durante o seu crescimento, que siao caraterizadas como superantigenos.
Proteinas estranhas ao organismo sio primeiramente internalizadas por células
apresentadoras de antigenos (células APC — do inglés Awtipen Presenting Cells) tais como

macréfagos, células dendriticas, células endoteliais e sio processados em



compartimentos vesiculares. A apresentagao destes antigenos ocorre através da ligagao
do peptideo antigénico ao MHC de classe II (do inglés — Major Histocompatibility Complex)
formando complexos imunogénicos. Estes complexos sio apresentados na superficie de
células APCs, que siao reconhecidos por células T.

Diferente do que acontece com os antigenos, os superantigenos se ligam
diretamente as moléculas de classe II da APC, fora do sitio de interagdo com o antigeno
sem necessidade de serem reconhecidas e processadas pelas APCs. O reconhecimento
do complexo MHC-superantigeno ocorre através dos clones de linfécitos T
expressando cadeias V3 em seu TCR. Os superantigenos apresentam grande capacidade
de ativar células T, induzindo liberacio de quantidades macicas de citocinas,
principalmente TNF-a, fato responsavel pelos sintomas associados ao choque séptico
como hipotensio e febre.

Os superantigenos liberados por Sigphylococcus aureus sio classificados como
enterotoxinas (SE — do inglés Staphylococcal Enterotoxin) dos tipos A (SEA), B (SEB), C
(SEC) (subdivididas em C1, C2 e C3), D (SED), E (SEE), H (SEH), G (SEG), I (SEI) e
TSST-1 (Toxic Shock Syndrome Toxin 1). Como exemplo da participagao dos
superantigenos em algumas doengas temos: envenenamento por alimentos, erisipela,
febre reumatica, psoriase, artrite, dermatite atopica e choque séptico (Bannan et al.,1999;
Mundson et al., 1998).

No caso de choque séptico foi demonstrado que a administragio de SEB ou
TSST-1 em camundongos injetados previamente com D-Galactosamina (droga que
provoca lesio as células hepiticas, proporcionando maior sensibilidade dos animais as
substancias indutoras da sepse) mimetizam os efeitos deletérios do choque séptico
awavés da ativagio de células T com conseqiiente producio de TNF e IL-2,
ocasionando morte dos animais (Miethke et al., 1992; Miethke et al, 1993). Mais
recentemente tem-se sugerido que além do SEB, a enterotoxina A ¢é igualmente
importante na patogénese da sepse. De Boer et al., 1999, demonsararam que cepas de
S.aureus, capazes de liberar SEA e TSST-1 simultaneamente, quando adminiswadas em
animais pré-injetados com galactosamina sio mais letais do que aquelas que liberam
somente TSST-1. A maior letalidade pode ser devido a um efeito aditivo ou sinergistico
na indugao da proliferagio de células T e produgao de citocinas.

Em conclusio, dados de literatura demonstram que peptideos da parede celular

de bactérias Gram-positivas (peptidoglicano e icido lipoteicico) e as diferentes



enterotoxinas liberadas pelo S.aureus sio todos fatores responsaveis pela patogénese da

sepse.

1.4.2.2 - Hemolisinas e toxinas formadoras de poros

Toxinas formadoras de poros sao produzidas e secretadas por bactérias na
forma de proteinas soluveis em agua. Elas se ligam via receptor especifico expresso na
membrana de diferentes tipos celulares ou de maneira inespecifica a camadas celulares
lipidicas. Apos a adesio, as proteinas se inserem na membrana celular formando poros
transmembranares. A formagio do poro é freqiilentemente precedida da oligomerizagio
das moléculas de toxinas, que irdo formar poros maiores, os quais podem ser
visualizados por microscopia eletronica. Dependendo da extensio do poro na
membrana celular, ele pode ser permissivo a somente um ion ou até a proteinas
citoplasmaticas (Sriskandan & Cohen, 1999).

O Siaphylococcus aurens é capaz de liberar grande variedade deste tipo de produto
bacteriano. Como exemplos temos: 0., B-, 8-, Y- hemolisinas e leucocidina. A o-toxina é
a mais bem estudada deste grupo. Ela se liga a proteinas inespecificas da membrana de
células alvo, formando poros de aproximadamente 1nm. As células mais susceptiveis a
toxina siao plaquetas, mondcitos, linfocitos e principalmente células endoteliais. Como
conseqiiéncia da formagio de poros temos a produgio de radicais livres que
contribuirdio para a injuria tecidual e liberagio de mediadores lipidicos como
prostaglandinas que irao contribuir para a vasodilatagio e conseqiiente hipotensiao
observada no sepse (Stiskandan & Cohen, 1999).

Como exemplo da capacidade de toxinas bacterianas em induzir resposta
inflamatéria podemos citar os achados publicados por Nilsson et al., 1999. No modelo
experimental de artrite séptica induzida por S.aureus, estes autores demonstraram que
bactérias que produziam - e y- toxina induziam processo inflamatério de maior
intensidade e porcentagem da ocorréncia de artrite com lesdo tecidual e perda de peso
corporal maiores do que aquelas linhagens bacterianas que produziam somente uma, ou

nenhum tipo de toxina.
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1.5 — Mediadores inflamatorios e sepse

1.5.1 — Participagio das citocinas.

Citocinas sao peptideos liberados ap6s um determinado estimulo por leucécitos
e posteriormente, por células recrutadas para o foco infeccioso. Estas citocinas
desempenham papel fundamental na resposta do hospedeiro frente a infecgio. Citocinas
como interleucinas (IL)-1, IL-8 e TNF e os demais fatores quimiotaxicos para
leucocitos, as quimiocinas, recrutam células para o sitio de infecgao, ativando-os. Como
conseqiiéncia estas células se tornam mais eficientes em resolver a infecgdo mais
rapidamente, sendo fundamental para o controle local. A evolugio da infecgio
localizada até a resposta inflamatoria sistémica se di pela presenca de citocinas na
circulagio podendo haver também a presenca de bactérias, ou seus produtos. A
presenca destas substancias na corrente sangiinea leva a ativagdo de células endoteliais
nos diferentes tecidos e de leucécitos no sangue, que por sua vez vao também liberar
fatores pro-inflamatorios, e é este quadro responsavel pela maioria das alteragoes
fisiopatologicas observadas durante um quadro de sepse em humanos e em modelos
experimentais (Davies & Hagen, 1997).

Uma complexa rede que consiste na interagio enwe diferentes citocinas e
possivelmente outros fatores liberados pelo sistema imune é observada no decorrer
desta doenga.

Classicamente, o TNF-a foi descrito como mediador central no
desenvolvimento da sepse devido a algumnas evidéncias: 4 - a inje¢io de TNF em animais
experimentais causa colapso hemodinamico, injuria em diversos orgios vitais e
coagulagao intravascular disseminada, mimetizando os principais eventos observados
durante o choque séptico (Tracey et al. 1986), # - a administrag¢ao de anticorpo anti-
TNF-a diminui a taxa de mortalidade de animais que apresentam bacteremia (Tracey et
al., 1987). Em modelo de choque séptico induzido pela infusao de S.awreus, o pré-
tratamento destes animais com anticorpo anti-TNF prevenmu a disfungao de maltiplos
6rgios e impediu a morte destes animais. (Hinshaw et al., 1992), refor¢ando a idéia da
importancia do TNF no desenvolvimento da sepse. Entretanto os estudos mais

recentes, os quais utilizaram novos modelos e ferramentas expetimentais, vém sugerindo
outras atribui¢ées ao TNF-a.. Mazolewski et al., 1999, demonstraram que o bloqueio da

liberagao de TNF-a com inibidores de metaloproteinase em modelo de infusio de E.co/
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viva ndo afetou o curso da doenga. Corroborando com este dado, na petitonite induzida
em ratos, o tratamento com anticorpo anti-TNF ndo alterou a sobrevida dos animais
(Bagby et al.,, 1991). Assim podemos dizer que a relevancia desta citocina na sepse difere
entre os modelos experimentais utilizados.

A IL-1 também desempenha importante papel na sepse, pois foi correlacionado
o nivel desta citocina no plasma de pacientes com a gravidade dessa doenga (Waage et
al., 1989). Além disto, o antagonista do receptor de IL-1 (IL-1ra) reduziu a letalidade no
modelo de choque séptico induzido por endotoxina (Ohlsson, 1990). Finalmente com
desenvolvimento de animais deficientes para enzima conversora de IL-1, incapazes de
produzirem a forma ativa de IL-18 (mas apenas pequenas quantidades de IL-1ct)
demonstrou-se menor letalidade destes animais ap6s a administracio de endotoxina (Li
et al,, 1995). E importante lembrar que existe sinergismo entre IL-1 e TNF-, os quais
estimulam a liberagio de IL-8 e IL-6, amplificando desta maneira a resposta (Dinarello,
1997).

Outra citocina que apresenta efeitos pro-inflamatdrios é o interferon gamma
(IFN)-y. Dentre seus efeitos podemos citar: aumento do nimero de receptores de
superficie para TNF em macréfagos, tormnando-os mais sensiveis; age em sinergia e
participa de muitos dos efeitos do TNF; aumento da expressio de moléculas de adesao,
entre outras (Crowley, 1996). Na sepse a importancia desta citocina foi demonstrada
utilizando-se o modelo hematogénico com S.awrews. Para tanto, se utilizou animal
deficiente do receptor de IFN-y ou a administragio de anticorpo anti-IFN-y e foi
observada a prote¢io do animal quanto a morte além da queda dos niveis de bactérias
no sangue (Zhao & Tarkowisk, 1995; Zhao et al., 1998).

Paralelamente a liberagdo de citocinas pré-inflamatorias, o organismo responde a
agentes infecciosos, liberando citocinas antiinflamatérias como IL-10, IL-13, TGF-,
antagonista do receptor de IL-1 (IL-1ra - do inglés IL-1 receptor antagonisi), além de
receptores soliveis para IL-1 (IL-1R tipo II), TNF-a, IL-6 e outros. Esses mediadores
sdo encontrados tanto no soro, quanto no exsudato de pacientes em sepse ou em
modelos experimentais e, parecem contrabalangar as a¢Ges dos mediadores pro-
inflamatoérios, através da reducio da sintese e da liberagio desses mediadores ou

antagonizar seus efeitos (Dinarello, 1997). Van der Poll et al., 1997, demonstraram em

cxperimentos clinicos que pacientes com sepse apresentavam niveis plasmiticos mais
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elevados de IL-10 e IL-1R tipo II em comparagio com pessoas sadias. Além disto o
nivel de IL-10 pode estar relacionado com a gravidade do caso, visto que as
concentragoes de IL-10 no plasma dos pacientes que morreram ao longo do estudo se
mantiveram altas em relagio aos pacientes que sobreviveram, nos quais as
concentragoes de IL-10 se reduziram apds 3 dias. No modelo experimental de sepse

induzida por SEB em camundongos, demonstrou-se o papel protetor da IL-10, que ¢é

liberada por células CD4" e atuam como reguladota da liberagio de IL-2 e IFN-y
(Florquin et al., 1994a). Atualmente utiliza-se a transferéncia de vetores de adenovirus
com o gene da IL-10, capazes de produzir IL-10 para se demonstrar o envolvimento
desta citocina no modelo de sepse induzida por E.co/i. Assim os animais que receberam
o vetor 3 horas antes ou uma hora ap6s as bactérias, apresentavam menor quantidade de
TNF-a no soro além de apresentarem menor mortalidade (Takakuwa et al., 2000).
Demonstrando assim o importante papel da IL-10 na sepse, provavelmente atuando
como regulador da produgio do TNF-a.

Outra familia de citocinas que estio envolvidas na sepse é a das quimiocinas. Estas
sdo citocinas de baixo peso moleculares, envolvidas principalmente no recrutamento de
leucécitos até o sitio inflamatério. A IL-8 pertence a subfamilia o das quimiocinas e é
um potente agente quimiotaxico e ativador de neutréfilos, capaz de aumentar a resposta
inflamatétia pela indugéo da liberagdo de radicais livres e enzimas proteoliticas. Estudos
com pacientes que apresentavam sepse demonstraram que os niveis plasmaticos de IL-8
estio aumentados e se correlacionam com importantes parametros clinicos, bioquimicos
e inflamatdrios observados no choque (Hack et al.,, 1992). Dados obtidos de literatura
com pacientes em choque sugeriram que maiores niveis de IL-8, IL-6 e receptores
soluveis de IL-2 identificados, no soro, sido fortes indicadores de que estes pacientes
desenvolverio lesio de multiplos 6rgios (Takala et al., 1999). Foi demonstrado que a
IL-8 é um dos primeiros mediadores que sio liberados por células monociticas humanas
em resposta direta ao estimulo com TSST-1, SEA e SEB (enterotoxinas de S.axreus)
(Krakauer, 1998) ou ainda 4cido lipoteicéico (Standiford et al., 1994). Assim a IL-8 é um
sinal proinflamatétio no recrutamento de neutrofilos para os tecidos e deve conaribuir
para a sindrome da disfungido de maltiplos 6rgios, caracteristica principal do choque
séptico induzido por bactérias Gram-positivas, sugetindo importante papel no

desenvolvimento do quadro séptico em humanos.
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1.5.2 — Participagio do 6xido nitrico

O acimulo de leucdcitos no foco infeccioso e sua ativagiao pelos mediadores
anteriormente mencionados induz i formagio de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio como anion superéxido (0,) e 6xido nitrico (NO), respectivamente. Além de
seus efeitos proprios, esses radicais também podem reagir entre si produzindo o
peroxinitrito (ONOOQ), potente agente oxidante (Hampton, 1998). O NO é formado a
partir da oxidagdo do nitrogénio terminal do animoacido L-arginina pela ag4o da enzima
sintase do 6x1do nitrico (NOS - do inglés: Nitric Oxide Sinthase). Existem pelo menos trés
isoformas desta enzima: 1 — NOS neural INOSn ou NOS I); 2 — NOS induzida (NOSi
ou NOS II) e 3 — NOS endotelial INOSe ou NOSIII) (Knowles & Moncada, 1994).

A presenca de NO e seus metabdlitos tém sido detectada em diferentes modelos
experimentais de sepse. Acredita-se que o NO produzido pela NOS induzida é
amplamente responsavel por muitas das seqilelas da sepse, incluindo vasodilatacao,
depressao miocardica, resisténcia vasopressora periférica, entre outras. Esta enzima é
induzida por citocinas como TNF, IL-1B, IFN-a, B e 7, liberadas durante o processo
inflamatoério, infeccioso (Wolkow, 1998) ou durante a endotoxemia (Cunha et al, 1994).
A origem do NO no processo infeccioso nio é clara, entretanto sugere que provenha
das células endoteliais, neutréfilos e macrofagos (Moncada & Higgs, 1993).

Muitos trabalhos tém demonstrado que o NO modula a resposta inflamatoéria,
atuando como substancia pré-inflamatéria. Na pleurisia induzida por carragenina em
ratos, a administragio de L-NMMA (substancia analoga a L-arginina e inibidor nio
seletivo da NOS) atenuou a exsudagio pleural (Tracey et al., 1995). O papel da NOSi na
resposta pro-inflamatoria foi demonsarado em camundongos deficientes dessa enzima,
nos quais: 1- carragenina promoveu menor edema de pata em relagao aos animais
normais; 2- em modelo experimental de sepse causada pela administragio
insaperitoneal de LPS, estes animais deficientes da NOSi sao mais resistentes aos
efeitos letais da doenga. Estes dados apontam para o NO, produzido pela NOSi, como
um importante mediador com efeitos pré-inflamatétios (Wei et al., 1995). Outro efeito
importante do NO proveniente da NOSi é a hipotensao provocada pela administragao
de LPS a animais ou a pacientes em choque séptico (Wolkow, 1998).

Apesar dos dados demonstrando o papel pré-inflamatério para o NO, existem
evidéncias de que esse mediador também apresenta agio antiinflamatéria. Na petitonite

induzida por SEB em camundongos, o inibidor da NOS, N-#zéro-L-arginine methyl ester (L-
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NMMA) aumentou a mortalidade dos animais, sugerindo um efeito benéfico do NO
liberado endogenamente, através da regulagio negativa de TNF-a e IFN-y (Florquin et
al, 1994b). Além disto, o tratamento com IN-omega-nitro-L-arginine-methyl-ester L-NAME),
outro inibidor da NOS, aumentou a mortalidade induzida pela administragdo ip. de
E.cofi vivas em camundongos, assim como a quantidade de bactérias na cavidade
petitoneal, concomitante ao aumento de niveis plasmaticos de TNF - o (Fukatsu et al.,
1995).

De maneira geral, podemos concluir que o NO e outros mediadores endégenos
acima citados devem agir de forma sequencial e/ou antagbnicas na tentativa de se
manter o equilibrio para a resposta adequada do organismo contra a infec¢io. A
exacerbagido ou a falta na produgido destes mediadores agrava ainda mais o quadro de
sepse.

Além dos diversos efeitos do NO acima citados, ele desempenha um importante
papel de defesa do hospedeiro, através de seu efeito microbicida. O NO faz parte do
arsenal utilizado pelos leucécitos para suas atividade microbicidas, pois é extremamente
reativo e forma complexos como hemeproteinas, formando produtos como nitrosotiol e
ONOO- (Hampton et al., 1998). Macréfagos attivados com IFN-y apresentam atividade
microbicida intracelular, por mecanismos dependentes da sintese de NO, como
demonstrado na infec¢do por Trypanossoma cruzz (Silva et al,, 1995). Foi ainda
demonstrado em experimentos # »ifrv que o efeito microbicida dos neutréfilos contra
Candida albicans e bactérias acontece, pelo menos em parte, pela liberacio de NO (Fierro

et al., 1996; Fierro et al,, 1999).

1.6 - Migragdo neutrofilica e sepse

A ativagdo e a saida dos leucocitos do vaso é resultado de um processo
complexo que envolve fases multiplas e seqiienciais. A fase inicial no processo de
migracao celular é o rolamento do leucécito ao longo da parede do vaso. Este processo
inicial é mediado por uma familia das moléculas de adesio: as selectinas. Esta farnilia
possui 3 sub-familias distintas. L-selectinas sao expressas pelos leucocitos, enquanto que
as P- e E - selectinas sdo expressas pelas células endoteliais ativadas. P-selectinas sdo
mobilizadas dos estoques intracelulares por mediadores como histamina e trombina,

enquanto que E-selectinas requerem sintese protéica de novo induzida por LPS , IL-1 e
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TNF-a. Subseqiiente ao rolamento ocorre adesio firme entre leucocito e endotélio
estabelecido pela ligacido das integrinas expressas nos leucécitos a membros da

superfamilia das imunoglobulinas expressas pelo endotélio. Esta bem estabelecido que
CD112/CD18, CD11b/CD18 (membros da familia das B2-integrinas) e VLA-4, do

inglés very Jate antigen, (membro da familia das B1-integtinas) sio essenciais no processo
de recrutamento celular. CD11a/CD18 e CD11b/CD18 ligam-se a ICAM —1 (do ingleés
intercellular adbesion molecule) e outros ligantes do endotélio, enquanto que VLA-4 se liga a
VCAM-1 (vascular cell adbesion molecule) e aos componentes da matriz como a fibronectina.
Adesio firme é facilitada por dois eventos: aumento da expressio de VCAM-1 e ICAM-
1 pelo endotélio induzido por IL-1, TNF-a. ou LPS e um aumento na afinidade das
integrinas dos leucécitos por seus ligantes expressos pelas células endoteliais. Apesar da
ligagao das integrinas dos leucocitos a seus ligantes endoteliais estabelecerem adesio
firme, esta interagao nio € permanente. O leucécito passa através dos espagos
intercelulares das células endoteliais através da interagio de ELAM (Endothelial-lenkocyte
Adbesion Molecule) expressas pelos leucécitos, cujos ligantes niao sio atualmente
conhecidos. Os leucécitos sio guiados através do tecido até seu destino final por
quimiocinas produzidas no local da injuria e difundidos pela corrente sangiinea.
Finalmente os leucdcitos chegam até o sitio inflamatério e desempenham suas fungGes
de defesa do organismo (Springer, 1994, Mollinedo et al., 1999, Steeber et al., 1999).

A infiltragdo de neutréfilos ativados até o foco infeccioso tem sido considerada
causa principal no desenvolvimento de algumas doengas inflamatérias como injaria ap6s
isquemia e reperfusao, artrite, lupus eritematoso sistémico e disfuncao de multiplos
6rgiaos associada a trauma e sepse. Por outro lado a presenga dos neutréfilos no foco
infeccioso € de grande importancia na resolugao da infeccio.

Como exemplo da importancia da migracido de neutréfilos para a resolugio da
doenga, Verdrengh & Tarkowsk, 1997, demonstraram que animais depletados de
neutr6filos apresentavam sinais graves da sepse, com alta mortalidade, sugerindo que a
fagocitose por neutrofilos é uma etapa critica para a resolugio da doenga, na fase inicial
da infecgao por S.aureus.

Por outro lado, a migracao exagerada destas células a 6rgaos vitais pode ser letal.
Uma anilise feita em pacientes com bacteremia por S.axreus demonstrou que aqueles
que apresentavam maiores niveis de E-selectina e VCAM-1 no soro apresentavam

também endocardite e por conseqiiéncia um pior prognéstico (Soederquist et al., 1999).
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Corroborando com estes dados Hongh Xu et al, 1994 demonstraram que animais
deficientes para a molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1) se tornam resistentes ao
choque endotoxémico, provavelmente em virtude de redugio drastica do recrutamento
de neutréfilos para o figado, quando avaliada 24h apé6s a administragio do LPS. Mais
recentemente animais deficientes para integrinas 31 e B2, apos receberem LPS por via
intaperitoneal, apresentaram reduzida migragio de neutréfilos para o figado,
conseqiientemente menor lesaio do 6rgio, quando comparado com animais normais,

mesmo apresentando altos niveis plasmaticos de IL-1 e TNF (Lowell & Berton, 1998).

1.6.1 - Alteragdes no recrutamento de neutréfilos para o sitio inflamatério

A presenga de fatores inibitérios da migra¢io de neutréfilos para o foco
inflamatério ou infeccioso ja foi descrita em diversas doengas. A Sindrome da
Imunodeficiéncia adquirida (AIDS), por exemplo, esta associada a alto indice de
infecgoes oportunistas, muitas decorrente de infecgoes bacteriana. Pacientes com AIDS
apresentam anormalidade nas funcbes dos neutréfilos, variaveis de acordo com o
estigio da doenca (Elbim et al, 1995). O soro de pacientes com AIDS inibiu a
quimiotaxia de neutréfilos de individuos normais e o soro de individuos normais
restabeleceu a capacidade quimiotixica dos neutréfilos de pacientes aidéticos. A
presenca de fator soroldgico termolabil foi apontada como responsavel pelo efeito
inibitério sobre a motilidade dos neutréfilos circulantes (Ellis et al., 1998).

Em individuos alcodlatras e em certos casos de cirrose hepatica ha uma
diminui¢io da quimiotaxia de neutréfilos. Esta disfun¢ao foi associada a presenca de
inibidores de quimiotaxia no soro e ao nimero deficiente de componente do sistema
complemento (DeMeo & Andersen, 1972).

Individuos portadores da LAD (“Leukocyte adhesion deficiency”) que nio
expressam a molécula de adesio CD11b/CD18 presentes em leucécitos (também
denominada de MAC-1: integrina responsavel pela adesio firme entre estas células e o
endotélio) apresentam infec¢bes de evolucio lenta e necrética, normalmente observadas
na pele, no trato gastrointestinal e em mucosas, devido 4 ineficiéncia da migragio de
neutr6filos para os focos infecciosos.

Na sepse, ainda que o numero de neutréfilos circulantes possa aumentar, é

possivel que estas células apresentem alteragdes nas fungoes de quimiotaxia, fagocitose e
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atividade bactericida intracelular (Territo & Golde, 1976; Smith et al., 1977; Van Dijk et
al., 1980; Rocha e Ferreira, 1986; Dong et al, 1993). A diminuigdo da capacidade de
neutréfilos de migrar para os sitios inflamatérios pode ser mediada pela presenca de
TNF-a e IL-8 na circulagido. Essas citocinas, assim como o LPS, embora apresentem
atividade pré-inflamatéria, quando presentes na circulagio, sio capazes de inibir o
recrutamento de neutréfilos para o foco infeccioso (Otsuka et al., 1990; Hechtman et al.,
1991; Cunha & Tamashiro, 1992). Elas também apresentam atividade inibitéria sobre a
quimiotaxia de neutréfilos i# zitro, induzida por C5a, LTB4 (Otsuka et al, 1990) ou
FMLP (Otsuka et al., 1990; Cunha & Tamashiro, 1992; Ley et al., 1993).

Outro mediador inflamatério que participa na redugao da migracao neutrofilica
para o foco infeccioso é o NO. Este fato foi primeiramente demonstrado em
preparagles ## zzo com vénulas do mesentério de gatos, nos quais a perfusio com L-
NMMA ou L-NAME aumentou a adesao de leucécitos. Este efeito foi revertido pelo
anticorpo anti-CD18 (Kubes et al, 1991). E interessante observarmos que apesar dos
neutr6filos nao migrarem para o foco infeccioso durante a sepse; estas células aderem a
microcirculagiao de certos 6rgaos como figado e pulmao contribuindo para a sindrome
da disfungiao de multiplos 6rgaos, discutida anteriormente.

Neste contexto podemos postular que a reducio da migragao de neutrdfilos
favorece a proliferagio de microrganismos e a evolugio da doenga. Este é um fator que
contribui signiﬁcaﬁvamente para a alta mortalidade observada na sepse. Esta hipétese
pode ser confirmada através da utilizagao de dois modelos distintos, endotoxemia e CLP
(do inglés —~ cecal ligation and punctare), obtidos em nosso laboratério. Tavares-Murta et al.,
1998 demonstraram que a agao inibitéria do LPS sobre a migra¢io de neutréfilos é
indireta, pela liberagao de mediadores inflamatérios. Esse efeito niao se deve apenas a
liberacio de TNF-a, pois o anticorpo anti-TNF preveniu parcialmente a reducio da
migracio de neutréfilos causada pela administragao da endotoxina em camundongos. A
presen¢a de outros mediadores como a IL-8 e o MNCF (fator quimiotaxico para
neutréfilos liberado de macréfagos) na circulagio também sido responsaveis pela
diminuicio da migragio de neutrdfilos para o sito inflamatétio. Também se
demonstrou que o pré-tratamento dos camundongos com inibidor da NOS, L-NMMA,
preveniu o efeito inibitério do TNF-a , IL-8 e do MNCF sobre o recrutamento de
neutréfilos induzido pela administragio ip. de tioglicolato, sugerindo a participagao do

NO nesse fenémeno. Em outro modelo experimental de sepse, a CLP em
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camundongos, Benjamim et al, demonstraram a redugio da migragio de neutréfilos
para a cavidade peritoneal de animais com lesao do colo intestinal levando o animal ao
6bito. Esta redugdo da migragao correlaciona-se com a alta mortalidade observada na
doenca. O mediador que pode estar participando deste fendmeno parece ser o NO, ja
que o pré-tratamento destes animais com D-penicilamina e aminoguamidina
(“scavanger” de NO e inibidor da NO sintase induzida, respectivamente) previnem a
reducio da migracio dos neutréfilos e melhoram significativamente a sobrevida destes
animais (Benjamim et al., 2000).

Em conclusio, podemos dizer que a redugao da migragao de neutrdfilos € um
fator regulador na sepse, em diferentes modelos experimentais.

Diante de algumas evidéncias experimentais sobre a fisiopatologia da sepse tais

como:

1 — migracao neutrofilica para o foco infeccioso ¢ um fator fundamental na resolugao da

doenca (Verdengh & Tarkowshi , 1997).

2 — em modelo experimental de endotoxemia e CLP obsetva-se reducao da migragao de
neutré6filos paro o foco infeccioso; como consequiéncia instala-se um pior prognoéstico

para os animais (Tavares-Murta et al., 1998; Benjamim et al., 2000).
3 — o 6xido nitrico regula negativamente a adesdao dos leucécitos as células endoteliais,
etapa limitante para a migracio do neutrdfilo até o sitio inflamatério (Hickey et al.,

1997).

4 — O NO possui importante papel de defesa do hospedeiro através de seu efeito
microbicida (Fierro et al., 1996; Silva et al., 1995, Fierro, 1999).

Tragamos alguns objetivos a seguir apresentados (item 2)



2 — Objetivos
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Com base nas evidéncias expetimentais apresentadas anteriormente objetivamos

neste estudo:

a — Padronizar o modelo de sepse induzida por Staphylococcus aureus através da anilise de
alguns parametros como: sobrevida, alteragdes no leucograma, presenga de bactérias no
exsudato peritoneal e bacteremia, quantificagio de citocinas no soro e exsudato,
monitoragao da pressao arterial dos animais em sepse e analise da histologia de 6rgaos

vitais durante esta sindrome.

b — Caracterizar o fenémeno da redugio da migracio de neutréfilos para o foco

infeccioso, neste caso a cavidade peritoneal.

¢ - Correlacionar o maior ou menor recrutamento dos neutréfilos, na cavidade

peritoneal, com o nimero de bactérias nesta cavidade e no sangue.

d - Investigar a participagio de citocinas como TNF-a e IFN-y na redugio da

migragao de neutréfilos para o foco infeccioso

e — Analisar o possivel papel do NO na redugio da migragao de neutrdfilos, neste

modelo experimental de sepse.

f — Identificar o tipo de célula residente, que pode ser a fonte de mediadores envolvidos

na reduciao da migragao de neutréfilos para o foco infeccioso.



3 - Materiais e Métodos
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3.1 - Animais utilizados

Foram utilizados camundongos isogénicos da linhagem C57Bl/6, machos (em
sua maioria) e fémeas pesando 18-22g, provenientes do biotéro da Universidade
Estadual de Campinas (Centro Multi-Institucional de Bioterismo - CEMIB).
Camundongos C57Bl/6 deficientes ("knockout") para o receptor p55 do TNF, para a
citocina IFN-y e para a enzima NO sintase induzida foram obtidos do biotério do
Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia da Faculdade de Medicina
de Ribeirao Preto - USP. Os animais foram mantidos sob condi¢bes de temperatura (23-

25°C) e o ciclo claro/escuro controlados, com livre acesso a ragio e agua.

3.2 — Obtengao das bactérias.

Liofilizado de Staphylococcus aureus foi obtido da ATCC (do ingles - Americam Type
Culture Collection), mimero 25.923. Primeiramente foi verificada a presenca de colonias
puras neste liofilizado, através do cultivo e semeadura de uma pequena amostra. Apos a
verificagio da pureza, maiores quantidades de liofilizado foram obtidas. Para cada
expetimento, 18 horas antes do mesmo, pequenas quantidades do lofilizado foram
semeadas em caldo BHI liquido e mantido a 37° C. Apés este periodo, o meio era
centrifugado e as bactérias ressuspendidas em PBS (do inglés = Phosphate Buffer Saline)
esterilizado. A concentragao dos inéculos utilizada foi obtida através da comparagao
colorimétrica com a escala de McFarland e confirmada pela semeadura de cada
suspensiao bacteriana em placa de petri com BHI-agar (ver item IIL.3). O nimero
unidades formadoras de colonias (UFC) foi expresso como: UFC/cavidade para

exsudato peritoneal e UFC/ ml para o sangue.

3.3 — Modelo experimental de sepse.

Os animais receberam in6culos contendo concentragdes diferentes de bactérias,
embora todos eles foram administrados por via intraperitoneal (i.p.), 500 pl/animal.
Alguns animais foram observados quanto a sobrevida até o sétimo dia ap6s o inéculo,

enquanto que outros foram sacrificados em tempos determinados para a analise dos
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diferente parimetros, sio eles: migragio de neutréfilos para a cavidade peritoneal,

presenca de bactérias no exsudato petitoneal e sangue.

3.4 - Quantificagdo das colonias de S.aureus obtidas do exsudato peritoneal e
sangue.

Camundongos receberam inéculo subletal e letal de bactérias e foram
anestesiados com éter 4, 6, 12 e 24h ap6s a administracio de bactérias. Para a obtengio
de amostras de sangue para o estudo da bacteremia, os animais foram submetidos a
pungio cardiaca e para a quantificagio do nimero de bactérias presentes no exsudato,
lavou-se a cavidade peritoneal com 1 ml de PBS sem heparina. O exsudato foi entio

diluido (1:100; 1:1000) em PBS, e 10 pL desta solugio semeada em placas de Petri

contendo meio cultura agar Mueller Hinton (MHA). 5ul de amostra de sangue foi
diretamente semeada em meio Mueller-Hinton Agar. Todo o procedimento foi realizado
com solugées e materiais esterilizados e em camara de fluxo laminar. Apés a semeadura,
as placas foram incubadas por 18 h a 37°C e o nimero de colonias foi contado. Cada

amostra foi semeada em triplicata.

3.5 - Leucograma

Camundongos que receberam inéculo letal e subletal foram anestesiados em
cimara de éter 2, 4, 6, 12 e 24h ap6s a administragdo das bactérias e 20 pLL de sangue foi
coletado por uma pequena incisio na extremidade da cauda, que foi imediatamente
cauterizada. Cinco microlitros de EDTA K3 (15%) foram adicionados na amostra de
sangue e a contagem total foi realizada em contador automatico de células (Coulter
Ac.T) e expressa como n° de células x 10° células/mL. A contagem diferencial foi feita

como descrito no item 3.7.2.

3.6 — Histologia dos d6rgaos

Os animais receberam indculos letal e subletal e ap6s diferentes tempos (4, 6 e
12 horas) foram sacrificados em camara de éter. A perfusio foi realizada com solugio
salina isotonica (20 ml) e em seguida com formol 10%, no mesmo volume da salina. Um
fragmento dos érgdos como coragio, pulmdes e rins foram retirados e mantidos em

formol a 10% por 24 horas, sendo entio transferidos para alcool 70% até o



22

processamento dos mesmos. O material foi desidratado, diafanizado, embebido em
parafina e incluidos para os cortes histologicos. Cortes de 5 um de espessura foram

corados com hematoxilina e eosina e montadas sob laminulas com Entellan.

3.7 — Monitorizagio da pressio arterial.

A manipulagio e registro da pressio arterial dos camundongos foram baseados
em Franchini et al, 2000 e Inoue et al, 2000. Resumidamente, todo o procedimento
cirurgico foi realizado em condigdes assépticas. Os camundongos foram anestesiados
com uma mistura de ketamina (70 mg/kg, ip) e diazepam (6 mg/kg, ip) e foram
mantidos em mesa cirirgica de temperatura controlada a 37°C. Uma hora apés a
canulagido da artéria femoral, grupos distintos de animais receberam inoculagio subletal

ou letal. O registro da pressio arterial foi realizado 4 horas apo6s as inoculagdes.

3.8 - Migragio de neutréfilos

A migragio de neutréfilos para a cavidade peritoneal de camundongos normais e
administrados com inéculo subletal (0,5x10° Unidade Formadoras de
Colonias/cavidade) (UFC/cavidade) e letal (16x10° UFC/cavidade) de bactérias foi
avaliada em tempos determinados (2, 4, 6, 12 e 24h) ap6s administragio de bactérias.
Animais foram sacrificados e a cavidade peritoneal lavada com 2 ml de PBS/heparina.

Neste lavado avaliou o nimero total e diferencial das células presentes.

3.8.1 - Contagem total

A contagem total foi realizada em Camara de Neubauer, para 20 ul de exsudato

foi pipetado em 380ul de solugdo de Turk. Os resultados foram expressos como n° de

células x 10%/ cavidade.

3.8.2 - Contagem diferencial

A contagem diferencial foi feita a partir de esfregacos preparados em papel de
filtro e corados pelo método de May-Grunwald-Giemsa (Rosenfeld). Células foram
examinadas em microscopio Optico na objetiva de imersio em Sleo (aumento de 1000
vézes), sendo contadas 100 ou 200 células por limina, diferenciando-se weés tipos:
neutréfilos, eosinéfilos e mononucleares. A quantidade de cada tipo celular presente na

cavidade peritoneal ou em amostras de sangue foi calculado pela porcentagem dessas
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células contadas nos esfregacos e pela quantidade de células totais obtida na contagem

total. Os resultados foram expressos como n° de cada tipo celular x 10°/ ml.

3.8.3 - Migracgio in vitro dos neutréfilos

O sangue dos animais injetados com indculos subletal, letal ou pré-tratados com
aminoguanidina (30mg/Kg, 30 minutos antes da administragio das bactérias com
in6culo letal) foi obtido por puncio tetto-orbital. Trés horas apds a inoculagio dos
animais o sangue foi colhido. Neuwofilos foram purificados por centnfugagio em
gradiente de “Ficol-Hypaque” modificado (NIM™e2), como descrito pelo fornecedor.
Apos a obtencio dos neutrofilos verificou-se: 1 - a viabilidade destas células através do
teste de exclusio com Azul de Tripan, sob microscopio 6ptico. A viabilidade variava de
95-100%,; 2 - contagem diferencial da suspensao celular (porcentagem de neutréfilos era
aproximadamente de 80-90%). A suspensdo final continha 0,5x10° neutréfilos/ml e
50pl desta solugao foi colocada em cada pogo. O ensaio foi realizado em microcamaras
de quimiotaxia de 48 pogos (Neuro Probe, Cabin John, MD), separadas por uma
membrana de policarboneto contendo poros de 5Sum (Millipore, Bedford, MA, USA).
Para o teste, 50 pl do peptideo fMLP (N-formil-L-metionil-L-leucil-L-fenilalanina) (10
ou 10”M) ou leucotireno B, (LTB,) diluido em RPMI-BSA foram colocados nos pogos
da cimara inferior e 50 pl das suspensdes de neutréfilos (10° células/ml) adicionados a
cimara superior. As camaras foram incubadas a 37°C, por uma hora, em 5% de CO,.
Apos os filtros foram removidos, fixados e corados (Diff-Quick Stain Kit; American
Scientic Products, MacGraw Park, 1)

Para cada pogo foram contados 5 campos distintos. Os resultados foram

expressos como nimero de neutréfilos/campo.

3.9 - Alteragdes das populagdes celulares
Os tratamentos foram realizados em diferentes grupos experimentais da seguinte

forma:

3.9.1 - Aumento da popula¢io de macréfagos da cavidade peritoneal.
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Com o intuito de aumentar a populagido de macréfagos residentes, um grupo de
animais recebeu 2 mL de tioglicolato 3% ip. (Souza et al, 1988). Quatro dias apés a
injecao, os animais receberam indculo letal e subletal de bactérias ou apenas PBS como
controle. Quatro horas ap6s a administragio das bactérias a migragio de neutréfilos e
quantificagao das colonias foram observadas, enquanto que outro grupo submetido ao

mesmo tratamento foi observado por 7 dias para avaliagao da sobrevida.

3.9.2 - Redugio da popula¢io de mastdcitos

Para a redugio da populagio de mastdcitos foram utilizados dois protocolos
distintos:
1- administra¢ao de 2 mL de H,O destilada i.p. (Mendonga et al.,, 1986). Quarenta e
oito horas ap6s, os animais receberam indculo letal e subletal de bactérias. Quatro horas
ap6s a administragdo de bactérias, a migracao de neutrdfilos foi observada, enquanto
que outro grupo submetido ao mesmo tratamento foi observado por 7 dias para

avaliacio da sobrevida.

2 — Duas doses didrias do composto 48/80 (Di Rosa et al, 1971), por 4 dias
consecutivos, i.p., no volume de 500 pl/ z;nima], seguindo o esquema abaixo descrito:
1° dia: 0,6 mg/ Kg.

2° dia: 1 mg/ Kg.

3° dia: 1,2 mg/ Kg.

4 dia: 2,4 mg/ Kg.

Vinte e quatro horas ap6s a dltima dose de 48/80 os animais receberam indculo
letal e subletal de bactérias. Quatro horas ap6s a administragao de bactétias a migragao
de neutréfilos e quantificagao de colonias foram observadas, enquanto que outro grupo
submetido a0 mesmo tratamento foi obsetvado por 7 dias para avalia¢ao da sobrevida

A contagem do numero de mastocitos no lavado peritoneal foi realizado com o

corante Azul de Toluidina.

3. 10 - Efeito de agentes farmacolégicos que interferem com o NO
Com a finalidade de investigar a participagao do NO na redugio da migracio de
neutrofilos para a cavidade peritoneal, os animais receberam os seguintes tratamentos

com aminoguanidina (Griffiths et al., 1993):
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1 - Aminoguanidina (10, 20 e 30 mg/kg"/0,2 ml s.c.) 30 minutos antes da inoculagio
letal.
2 - Aminoguanidina (30 mg./kg"/0,2 ml s.c.) 30 minutos antes da inoculagio letal de
bactérias e 5 mg/Kg 6 h ap6s a administragiao de bactérias na in6culo letal,
3 — Aminoguanidina (30 mg. .kg"/ 0,2 mL/s.c.) 30 minutos antes da inoculagio subletal
e 30 mg./kg'/0,2 mL s.c) 2 horas ap6s a administragio das bactérias no inéculo
subletal.
5 - N-o-nitro-L-arginina (Furfine et al., 1993) (30 mg. .kg"/ 0,2 mL/ s.c.) 30 minutos
antes da inoculagio letal.
6 - D-Penicilamina (10, 20 e 40 mg. kg’ /0,1 mL/ iv.) 30 minutos antes da inoculagio
letal.

A migracio de neutréfilos para a cavidade peritoneal e a quantficagio das
colonias de bactérias foram avaliadas 2, 4, 6, 12 ou 24 horas (Fig.7) ap6s as inoculagées,
dependendo do grupo experimental, enquanto para a avaliagao da sobrevida os animais

foram observados por 7 dias, para todos os grupos experimentais.

3.11 - Dosagem de TNF-a, IL-1§ e IL-10
Os soros e exsudatos foram coletados 4 h apoés as inoculagdes para a
_ quantificagio de TNF-a, IL-1B e IL-10. Para a dosagem das citocinas utilizamos o

protocolo de ELISA descrito a seguir:

3.11.1- TNF-a e IL-1p

- As placas foram tratadas com 2 pg/mL de anticorpo anti-TNF-a (H92 ou XT 22.11)
ou anti-IL-1B (S5/B3) (anticorpo de captura) diluido em tampdo bicarbonato - 100
pL/poco (placa de 96 pocos) por 16-24h a 4°C.

- Ap6s este periodo de incubagio procedeu-se com a lavagem das placas (3x) com PBS-

tween 20, 0,1% v/v.

- O bloqueio foi realizado com albumina bovina 1% diluida em tampao de lavagem, 100
pL/ pogo por 2h a temperatura ambiente.

- Ap6s o bloqueio as placas foram novamente lavadas (3x).
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- Em seguida a curva padrio de TNF-o (2000-4,88 pg/mL) ou IL-1B (2000-1,95
pg/mL) diluidas em tampio de lavagem e as amostras a serem dosadas (100 pL/pogo
por 16-24h a 4°C) foram incubadas.

- Lavagem da placa (3x).

- A curva padrio e as amostras foram incubadas com anticorpo biotinilado anti-TNF-o
(H92) ou anti-IL-1P (S329/B4) (anticorpo de detecgio) diluido 1:1000 em tampio de
lavagem contendo 1% de soro normal de carneiro por 1h a temperatura ambiente.

- Lavagem da placa (3x).

- Toda a placa foi incubada com avidina-peroxidase (DAKO) diluida 1:5000 em tampio
de lavagem, 100 pL/ pogo por 15 minutos a temperatura ambiente.

- Lavagem da placa (3x).

- Adicionou-se o-fenilenediamina dihidrocloreto (OPD) em tampdo substrato, 100 pL/
pogo, protegendo a placa da luz e deixou incubando por 5-20 min a temperatura
ambiente.

- A reagio foi interrompida com 150 pL/ pogo de H,SO,, 1M.

- A leitura foi feita em 490 nm.

3.11.2-1L-10

- A placa foi incubada com 1 pg/mL de anticorpo anti-IL-10 (JE5052A5) (anticorpo de
captura), diluido em tampéo bicarbonato (100 pL/ pogo por 16-24h a 4°C).

- Lavagem da placa (6x) com PBS-tween 20, 0,05% v/v.

- O bloqueio foi realizado com leite em p6 Molico 5% diluido em H20O, 250 pL/ pogo
por 2h a temperatura ambiente.

- Lavagem da placa (6x).
- A curva padrio para IL-10 (10000-9,76 pg/mL) foi diluida em tampio de lavagem e

das amostras a serem dosadas (100 pL/ pogo por 16-24h a 4°C) foram pipetadas na
placa.

- Lavagem da placa (6x).

- Incubagio com 0,5 pg/mL de anticorpo biotinilado anti-IL-4 (30340.11), anti-IL-10
(JES5052A5) ou anti- IFN-y (37875.11) (anticorpo de detecgdo) diluido em PBS

(100uL/ pogo por 2h a 37°C).
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- 15 min antes de terminar a incubagio com o anticorpo biotinilado, preparou-se a
solucao AB (Kit avidina peroxidase; VECTOR - 1 gota sol. A + 1 gota sol. B em 10
mL de PBS)..

- Lavagem da placa (6x).

- Ao final da tempo de incubagio, adicionou-se a solugio AB (100 pL/ pogo) por 1h a
37°C

- Lavagem da placa (10x).

- Incubagio com o substrato OPD em tampio substrato, 100 pL/ pogo, protegendo a
placa da luz e por 10 min a temperatura ambiente.

- A leitura foi feita em 490nm.

3.12 - Anilise estatistica

Nos experimentos, a que demos tratamentos distintos, aplicou-se o teste de
analise de variancia (ANOVA) para comparar as significancias estatisticas entre eles. Em
todos os casos, comparagoes individuais foram testadas com teste t de Bonferroni
(comparagGes multiplas) ou teste t de Student (comparagbes entre duas amostras) para
amostras nao pareadas. O nimero (n) de animais por grupo experimental esta descrito
nas figuras. Os resultados foram expressos como média + epm e as diferencas foram
consideradas estatisticamente diferentes para P<(0,05. Para a analise estatistica das curvas
de sobrevida foi utilizado o teste Mantel-Cox logrank (X* "chisquared”), e as diferengas
foram consideradas estatisticamente para P<(0,05. As curvas de sobrevida foram
expressas como percentagem de camundongos vivos observados em um intervalo de

24h, durante os 7 dias avaliados, como é demonstrado a seguir:

% de sobrevida . n° de animais vivos até o intervalo de tempo avaliado x 100

n° de animais no inicio do experimento

3.13 - Solugdes

Caldo B.H.I. (caldo de infusio de cérebro e coragio) (Oxoid)
B.HLL......cooieeieisttiecnrsacsarersncsssmrossorssssssasesnsessnsessasssssssassssmsessnsonsersssas socsmnussronsase 37g



28

Agua Milee-Q GuS.Puvrrcrcrrecirtetenietitetiteste s nens 1L

Meio Mueller Hilton com Agar (M.M.H.)

Mueller Hinton (DIfCo)uuuummmrrereereeeeeeeeeesssssssssss e 38g
Agar—Agar ....................................................................................................... 1,5¢

Agua Mille-Q QuS.Puvueceerrieerisississinssisesiestsssssss s s ansas 1L
Corante de azul de toluidina

Azul de tOlUIAINA......e.veetetctetettt s 0,10 g
ACIAO ACEHCO. .rnvvveerrreresirisensssesesssesessssssssssesess s sssssssssssss s sssssessssassssssssasssanes 1 mL
Formaldeido 4%........ceiiiniicriieccccrincensssncssssssssceess e 10 mL.
AUa dESHIAA. ......covveeecerermeccnrsiaseceesssssesesasseessessasesssssssssssseesssssssssannes 89 mL
Corante de exclusio de Azul de Tripan (viabilidade celular)

Azul de THPan (SIZMA)......c.ccvuiuiiccuiininicniicsiscstcsssssesssssssssssssssssans 100mg

150 51 B o B e e e e O e S S T R 100ml
Corante Pancronico de Rosenfeld

Giemsa-Azul-Eosina-Azul de Metileno (MetcK).......ccoooiruecnrncnnincnncnnccnncnnes 097 g
May-Grunwald-Eosina-Azul de Metileno (Merck).........cceueeeueemueuceeensreeecsceennnes 053 g
Metanol P.A. (Reagen) q.8.p....cccueuirruiucnctniiciisiniincaicsicsscsssssssssssssssssssssaens 1L
Solugio de Tioglicolato 3%

Meio Fluido de tioglicolato (DIfCO).....cccuurmrmniicuiiririicincniiscnicsaccscssssssscnens 30g
Agua Mille-Q QuS.Puccrreeeermnccevcessnisneersssansssssssnessssssesessssnsessssssssnnssesssmssnsssssssssannns 1L

A solugio foi aquecida em forno de microondas, em temperatura maxima, durante 5
min, sendo a seguir resfriada. A solugdo foi autoclavada (127°C) e estocada em
temperatura ambiente, por no minimo 3 meses antes do uso.

Tampio PBS/EDTA utilizado na lavagem peritoneal
EDTA K3 (15%0)ccciiiiicicniiciinississsssissssssissssssssssssssnsssssssssssssssssssasssssssssssns 37,2 mg

Tampdes utilizados para o ensaio de ELISA

Tampio bicarbonato pH 8.2 (TNF-a e IL-1B)

NZHCOB oo eeoeeeoeeoeeeooeoeee oo s eeeeoeeeeeeeseseeeeeeeeesssseeseeesssseeeeeesereeeeseeeeeesseee e 0,1 M
NAC] oo eees e eses s sess e sese s eeses e sess s eseesseessesesesesseeseseseees e 0,1 M
Tampiao bicarbonato pH 9.8 (IL-10)

Carbonato de sOdIO (1 PALLE)......c.uuiucuniumininiisisicisiscsssssrssssssss s sasssassssssns 1M
Bicarbonato de SO0 (1 PALLE).....c.ccueurucercucurecmruricaricmiesecscastsnsssssecsseassesssessesssssssesssans 1M
Dilui¢io para 0,06M

Tampao substrato pH 5.0
g Te Lo X 5= o YOO 347 mM
P 0 O 66,7 mM
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Substrato
OPDeeoeseeeessesssssesssss s s ssss s s s s s sss s sssse s 0,4 mg
1 ) NS 0,4 pl
TamPAO SUDSLIALO uS.Puceuvericriisciniscninisiniaesissassssssssssssssssssas s sssssasssssssassasssssssasssassass 1 ml

3.14 - Drogas e Reagentes

- Aminoguanidina (RBI) - dissolvido em PBS

- D-Penicilamina (Sigma) - dissolvido em PBS

- 48/80 (Sigma) — dissolvido em PBS

- o-Fenilenediamina dihidrocloreto (OPD) (Sigma) - dissolvido no tampio substrato
descrito no protocolo de ELISA.

- NIM™ e2 — Cardinal Associates, Inc.

3.15 - Citocinas e anticorpos

Os soros ant-TNF-a e anti-IL-1B e as citocinas recombinantes (IL-1Brm e
TNF-orm) foram gentimente cedidos pelo Dr. Steeve Poole da National Institute for
Biological Standards and Control (NIBSC), Inglaterra.

Os anticorpos monoclonais para IL-10 e as citocinas recombinantes murinas
(IL-10rm) foram comprados na R&D System.



4 — Resultados
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4.1 - Padronizag¢iao do modelo experimental de sepse
Com o objetivo de se caracterizar o modelo experimental de sepse induzido pela

administragao de Staphylococcus aurews, foram avaliados alguns parametros abaixo

descritos:

4.1.1 - Sobrevida e migragdo de neutrédfilos

Inicialmente, foi observada a sobrevida e o perfil da migragdo de neutréfilos para
a cavidade peritoneal de camundongos que receberam diferentes indculos de bactérias.
A fig1.A mostra a curva de sobrevida dos animais apés a administragio
intraperitonealmente de S.axrexs nos seguintes inoculos: 0,01; 0,05; 0,5; 3 e 16 x 10°
UFC/ 500 pl/ cavidade. Nos inéculos 0,01; 0,05; 0,5 x 10° UFC/cavidade observamos
que todos os animais sobreviveram nos 7 dias de observagio. J4 o in6culo de 3 x 10’
UFC/cavidade levou a 6bito 50% dos animais, 24 h apds a administragao das bactérias,
permanecendo assim por 7 dias. O maior inéculo bactérias, que causou a morte de
100% dos animais nas primeiras 24 h fo1 16 x 10° UFC/cavidade. A Fig.1.B mostra o
petfil de migragao de neutréfilos para a cavidade peritoneal ap6s a administragao dos
mesmos indculos utilizados na observagio da sobrevida. Nos indculos de 0,01; 0,05 e
0,5 x 10° UFC/cavidade obsetvamos nimero crescente de neutréfilos que migraram
para a cavidade peritoneal. No inéculo de 3 x 10° UFC/cavidade observamos uma
tendéncia na diminui¢ao de neutré6filos nesta cavidade, embora nao seja estatisticamente
significante. O inéculo de 16 x 10’ UFC/cavidade promoveu uma redugio da migragio
de neutrofilos para o foco infeccioso. Esta redugio ¢é estatisticamente diferente quando
comparada com a migragio de neutréfilos induzida pela inéculo de 0,5 x 10°
UFC/cavidade (in6culo que induziu a mnigragio do maior numero de neutrdfilos).
Diante destes resultados denominou-se: a - indculo subletal (O,leO9 UFC/cavidade) que
corresponde com a sobrevivéncia de todos os animais e induziu maior nimero de
neutr6filos para a cavidade peritoneal; b - in6culo letal (16 x 10° UFC/cavidade) levou a
morte de 100% dos animais e redugiao da migracao de neutréfilos para a cavidade

petitoneal.
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Fig. 1: Curva de sobrevida e de migracdo de neutréfilos para a cavidade peritoneal de
camundongos que receberam diferentes inéculos de S.aureus. Camundongos receberam
diferentes inéculos de S.aureus (0,01; 0,05; 0,50; 3; 16 x 10° UFC/ cavidade/ 500pl, i.p). A:
Sobrevida foi observada até o sétimo dia apds a administrag@o das bactérias. B: Migragdo de
neutréfilos para a cavidade peritoneal de animais foi analisada 4 h apds a inoculagdo. * P<
0,01 estatisticamente significante em relagdo ao grupo controle (PBS). + P<0,05
estatisticamente significante ao grupo que recebeu 0,5x10° UFC/ cavidade/ 500 i.p. Figura
representativa de 3 experimentos independentes. Cada grupo experimental possuia n=S.

Resultados expressos como média + epm.
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4.1.2 - Cinética da migragido de neutréfilos e da quantidade de bactérias no
exsudato e sangue

Na Fig.2 foram analisadas a migragio de neutréfilos para o foco infeccioso, o
nimero de bactérias presentes no exsudato e sangue dos animais que receberam in6culo
subletal e letal. Apds 2, 4, 6, 12 e 24 horas das inoculagdes, os diferentes parametros
foram analisados. A Fig.2A mostra que a migragio de neutréfilos em animais que
receberam indculo subletal é crescente nos periodos de 2, 4 e 6 horas apds a
administragdo das bactérias, sendo o maximo da migracio observada apds 6 horas. A
partir deste petiodo observamos diminui¢io gradativa do numero de neutrdfilos para
esta cavidade. Ja a migragio de neutréfilos dos animais que receberam inéculo letal é
sempre menotr em todos os periodos observados. A Fig.2B representa o nimero de
bactérias presentes no exsudato peritoneal dos animais em diferentes tempos apos as
inoculages. Observamos que animais que receberam inéculo subletal apresentaram
quantidades menores de bactérias nos tempos observados. Por outro lado, os animais
que receberam inéculo letal apresentaram quantidades crescentes de bactérias no
exsudato sendo que a 12° hora é a que apresenta maior quantidade. A bacteremia foi
apresentada na Fig.2C. Mais uma vez, animais que receberam o inéculo letal
apresentaram maior quantidade de bactérias no sangue do que aqueles que receberam
in6culo subletal. Nio foi analisado nenhum dos parametros acima desctitos, no petiodo

de 24 horas ap6s a inoculagio letal, pois todos os animais deste grupo foram a 6bito.

4.1.3 - Leucograma

A Tab.1 representa o numero de leucdcitos totais, neutrdfilos, eosindfilos e
células mononucleares circulantes nos grupos que receberam inéculo subletal e letal,
analisados 2, 4, 6, 12 e 24 h ap6s a administragdo das bactérias. Foi também utilizado
um grupo de animais injetados com PBS como controle. Observamos neutrofilia
estatisticamente significante na 2° hora ap6s a administracdo das bactérias, tanto no
grupo que recebeu o iné6culo subletal, quanto no grupo que recebeu o inéculo letal.
Nesse ultimo grupo, a contagem de neutréfilos voltou aos niveis do grupo controle apos
6 horas de obsetrvagio, enquanto que no grupo que recebera dose subletal houve
tendéncia 4 manutencio da neutrofilia. A contagem de neutréfilos alcangou valores

préximos aos do controle apés 24 horas da inoculagio letal. O nimero de eosinéfilos
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Fig. 2: Cinética da migracdo de neutrofilos e da quantidade de bactérias no exsudato e
sangue de animais que receberam S.aureus. Camundongos receberam in6culos subletal
(0,5x10° UFC/cavidade/500pl, i.p.) e letal (16 x10° UFC/ cavidade/ 500pl, i.p.). Os
diferentes pardmetros foram analisados 2, 4, 6, 12 e 24 horas ap6s a administragdo das
bactérias. A: Migragdo de neutrofilos para a cavidade peritoneal de animais. B: Aliquota de
exsudato foi semeado e a contagem das colonias foi realizada apés 24 h. C: Aliquota de
sangue foi semeada e a contagem das colonias foi avaliada ap6s 24 h. * P< 0,05
estatisticamente significante em relagdo ao grupo que recebeu indculo subletal. Figura
representativa de 2 experimentos independentes. Cada grupo experimental possuia n=5.
Resultados expressos como média + epm. NR: ndo realizado
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Tab.1: Leucograma de animais que receberam inoculos subletal e letal de

S.aureus
tempo (h) apés indculo
. Analise
Inéculo cehlllar 2 4 6 12 24
total 13,2+ 0,6 142 +1 10,2 + 1 14+ 0,1 19,4 + 1,6
. neu’ 1,6 + 0,06 3402 32+1,6 4+0,6 2+0,1
mono®  11,6+0,6 104+ 02 7,6+08 10+ 1 162 + 1,4
eos!  0,12+0,02 0,14+0,01 0,12+ 0,03 0 0,6 + 0,06
total 16 +1,2 11 +1,8 11,6 + 1,4 16 £ 2 23 +2,8
Sub- neu 82 +12*  46+0,8 6+1 6+0,5 8,8 + 0,6*
Letal mono 102+04  62+1,2 54+18 84+0,1 132+ 3
eos 0,08 + 0,02 0 1,4 + 0,4 1,6 £ 0,2 44 +2.6
total 15,6+ 0,6 136+0,16 86+02 72409 88+02%
Letal neu. 11,4+04* 6+1,4 46+0,2 32+04 32+09%
Al mono  4+08+ 72 +0,2 38+04 4+05+ 56+03%F+
€os 0 0,02 + 0,01 0,04 + 0,02 0 0

1
2
3

4 _ eosinofilos
Camundongos receberam indculo subletal (0,5x10° UFC/cavidade/500ul, i.p.) ou letal
(16x10° UFC/ cavidade/ 500ul, i.p). Nos diferentes intervalos de tempo (2, 4, 6, 12 ¢
24 h apds a administragdo das bactérias) amostras de sangue foram coletadas pela
veia caudal e contagem total e diferencial dos leucécitos foi realizada. Resultados
expressos como média + epm. T Valores obtidos de 3 animais. * P< 0,001
estatisticamente significante a0 nimero de neutréfilos dos animais controle (PBS). +
P<0.01 estatisticamente significante ao numero de células mononucleares dos
animais controle (PBS). Tabela representativa de 2 experimentos independentes.
Cada grupo experimental possuia n = 4,

— valores expressos em 10°células/ml
— neutrofilos
— células mononucleares
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diminuiu sensivelmente no grupo letal, em todos os tempos estudados. Finalmente foi
observada no grupo letal diminuigio significativa do namero de células mononucleares

12 e 24 horas ap6s a inoculagao.

4.1.4 - Histologia dos 6rgaos

Alguns grupos experimentais foram submetidos a andlise patologica para
observacgao de 6rgaos como pulmoes, figado, rins e coragao. Observamos na prancha I,
painel B que a sec¢do de pulmio retirado do animal 12 horas apds a inoculagao letal
apresenta infiltrado inflamatétio rico em polimorfonucleares. Por outro lado, o animal
que foi pré-tratado com aminoguanidina 30 minutos antes da inoculagao letal além de
apresentar infilwado inflamatério rico em polimorfonucleares também apresentou
extenso edema pulmonar (prancha 1, painel C). Interessante observarmos que os
animais deficientes para NOS induzida, também apresentavam intenso infiltrado de
células polimorfonucleares e edema pulmonar, mas este quadro ja estava instalado
apenas 4 horas apds a inoculagio letal (prancha 1, painel D). O painel A representa
pulmio de animal normal apenas para compara¢ao dos demais grupos.

Outro 6rgio que sofreu alteragio foi o figado do animal observado 12 horas
ap6s a inoculagio letal, o qual apresentou endotelite, com discreta infiltragio de
polimorfonucleares no espago petrivascular (prancha 1, painel F). O painel E representar
o figado de uma animal normal para comparagao. Os demais 6rgaos observados como
rins e coragiao nao apresentaram alteragdes no periodo observado apds inoculagio letal.
Além disto, os animais que receberam inéculo subletal nio apresentaram nenhuma

alteragdo nos 6rgaos estudados (dados nao moswrados na prancha).

4.1.5 — Pressao arterial

Outro parametro analisado neste modelo experimental de sepse foi a pressio
arterial. Para isto a artéria femural foi canulada. Uma hora ap6s o término da cirurgia foi
realizada a medida basal da pressio arterial. Apds este procedimento, os animais

receberam in6culos subletal ou letal de bactérias. Quatro horas ap6s a moculagio, a



Prancha I: Fotomicrografia de 6rgios internos dos animais em sepse

A:Seccdo de pulmdo normal. B: Secgd@o de pulmdo obtido 12 h apéds a inoculagdo letal.
C: Secgdo de pulméo obtido 12 h apés a inoculagdo letal e pré-tratado com aminoguanidina
(30mg/Kg, 30 min. Antes da inoculagdo letal). D: Secgdo de pulmdo de animais deficientes
da NO sintase induzida, obtido 4 h ap6s a inoculagdo letal. E: sec¢do de figado normal.
F: Secgdo de figado obtido 12 h apés a inoculagdo letal
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pressao arterial foi novamente monitorada. A Tab.2 mostra que niao houve mudangas na
pressao arterial dos animais injetados com S.axreus, tanto em seu in6culo letal, quanto no
inéculo subletal. Animais controle, que nio receberam bactérias, foram submetidos a
canulagio, e nio observamos mudanga na pressio arterial no tempo estudado (nio

mostrado em tabela).
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Tab.2: Pressio arterial de camundongos inoculados com S.aureus.

Inéculo Pressdo A rterial (mmHg)
Inicial * Final 2 Al

Subletal 89128 93 +£4,5 +4
Letal 81126 77 £3,4 -4

1 — uma hora ap6s a cirurgia
2 — quatro horas ap0s inoculagéo
3 - A =PA final — PA inicial

Apds canulagio da artéria femural dos animais, procedeu-se com as inoculagdes.
Animais receberam in6culo subletal (0,5x10° UFC/ cavidade/ 500pl, ip) ou letal
(16x10°UFC/ cavidade/ 500ul, ip). Figura representativa de 2 experimentos
independentes. Cada grupo experimental possuia n=3. Valores representam média +
epm.
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4.1.6 - Quantificagio de citocinas no presente modelo de sepse

Como descrito anteriormente em literatura que as citocinas sio mediadores
importantes em diferentes modelos experimentais de sepse, realizamos dosagens de
TNF-a , IL-1P e IL-10 no soro e exsudato dos animais em sepse induzida por S.aurexs.

A presenga de TNF-a tanto no exsudato, quanto no soro é maior do que os
animais controle (teceberam somente PBS), quando dosado 4 horas apods as diferentes
inoculagées com bacténas (Fig.3A e B). Por outro lado, podemos observar que niao ha
diferenca nas quantidades de TNF presentes nos trés diferentes grupos experimentais:
aqueles que receberam inoculagio subletal, letal ou ainda pré-tratados com
aminoguanidina.

Em relagio a presenca de IL-1B no exsudato observamos que é maior quando
comparamos com o grupo controle, e além disto a presenga desta citocina no grupo letal
e no pré-tratado com aminoguanidina é maior do que o grupo subletal (Fig.3C). A
presenca desta citocina no soro ¢ maior no grupo que recebeu inoculagao letal e pré-
tratado com aminoguandina (Fig. 3D).

A citocina IL-10 esta presente nos trés grupos expetimentais tanto No soro
quanto no exsudato, quando os comparamos com o grupo que recebeu somente PBS
(Fig.3E e F). Observamos ainda que a presenca desta citocina no soro dos animais que
foram pré-tratados com aminoguanidina é maior do os grupos subletal e letal.

O proéximo passo foi analisar a participagio do TNF-a e IFN-y na reducio da
migracio de neutréfilos para a cavidade peritoneal, assim como a presenga de bactérias
no exsudato peritoneal e sangue e na sobrevida dos animais inoculados com
Staphylococcus aureus. Este objetivo foi baseado no fato de que em literatura é descrito sua
grande importancia na mediacdo da sepse, bem como mediador da migragio celular.

Para tal, utiizamos animais deficientes para o receptor p55 de TNF-a e animais

deficientes para a produgido de IFN-y.
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Fig.3:Dosagem de TNF-a, IL-18 e IL-10 no exsudato peritoneal e soro dos
animais inoculados com S.aureus. Quantificagdo de TNF-a, IL-1pB e IL-10 presente
no exsudato peritoneal (painéis A, C e E) e no soro (B, D e F) foi realizada 4 horas
ap6s a inoculagfio subletal (SL) (0,5x10° UFC/ cavidade/ 500pl, i.p.) e letal (L) (16 x
10° UFC/ cavidade/ 500pl, i.p.) ou dos animais pré-tratados com aminoguanidina
(Ag) (30mg/Kg, 30 minutos antes da inoculagéo letal). Resultados expressos como a
média + epm e sdo representativos de 2 experimentos. Cada grupo experimental
possuia n=4. * P< (.05 estatisticamente significante ao grupo PBS. +P<0.05
estatisticamente significante ao grupo subletal. # P<0.05 estatisticamente ao grupo
letal.



40

4.2 — Envolvimento de Mediadores na redugdao da migragio de neutréfilos

4.2.1 — Participagao do TNF-a
Para se analisar a participagio do TNF-a. no presente modelo de sepse induzida

pot S.aureus foram utilizados animais deficientes para o receptor p55 de TNF-aL.

Os animais selvagens e deficientes para o receptor p55 de TNF, que receberam in6culo
letal, apresentaram redugio da migracio dos neutrdfilos (Fig.4A). O numero de
neutréfilos na cavidade peritoneal dos animais que receberam inoculagido subletal se
manteve sempre maior do que aqueles que receberam inéculo letal, seja ela observada 4
ou 12 horas ap6s a inoculagao. Conforme observamos na Fig.4B a maior quantidade de
bactérias no exsudato de animais que receberam inéculo letal é semelhante para animais
selvagens e deficientes. Além disto, observamos que somente nos animais deficientes
que receberam inoculagio subletal e foram observados 12h apds apresentavam
quantidade de bactérias maior em seu exsudato. A bacteremia dos animais que
receberam inoculagdo letal é maior tanto nos animais selvagens, quanto nos animais
deficientes (Fig.4C). E interessante observar que os animais deficientes que receberam
in6culo subletal, observados 12h apés, nido apresentavam bactérias no sangue. Em
relagio a sobrevida dos animais, observamos que 100% dos animais selvagens e
deficientes que receberam inéculo letal morreram em 24 horas. No grupo dos animais
deficientes que receberam indculo subletal, observamos 25% de sobrevida, ao contrario
do grupo controle (selvagens que receberam indculo subletal) que apresenta 100%

(Fig.4D).
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Fig.4: Migracio de neutréfilos, quantificaciio de bactérias no exsudato e sangue
e sobrevida de animais selvagens e deficientes para o receptor p55 de TNF apés a
administracdo de S.aureus. Camundongos selvagens e deficientes para o receptor p55 de
TNF receberam in6culos subletal (SL) (0,5x10°UFC/ cavidade/ 500ul, ip.) e letal (L)
(16x10°UFC/ cavidade/ 500ul, i.p.). (A) Quatro horas (SL ou L) ou 12h (SL 12h) apéds a
administragdo das bactérias a migragdo de neutrofilos para a cavidade peritoneal foi
analisada. (B) Aliquotas de exsudato obtidas 4 horas (SL ou L) ou 12 horas (SL 12h) apds a
inoculagdo e foram semeadas e avaliadas apds 24 h. (C) Aliquotas de sangue obtidas 4 horas
(SL ou L) apés a inoculagdo foram semeadas e avaliadas 24 h apos. (D) Sobrevida dos
animais foi observada até 7 dias ap6és a administragio das bactérias. * P< 0,01
estatisticamente significante em relagdo aos animais que receberam inéculo subletal (SL).
Figura representativa de 2 experimentos. Cada grupo experimental possuia n=4. Resultados
expressos como média + epm.
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4.2.2 - Participagdo do IFN-y

Apesar de nido terem sido realizados experimentos para se quantificar IFN-y no
exsudato e sangue dos animais inoculados, optamos por estudar a participagdo do IFN-y
baseados em dados de literatura que sugerem a importancia desta citocina na patogénese
da sepse. Para tal utilizamos animais deficientes para a produgio de IFN-y, os quais

foram inoculados com S.aureus.

Os animais selvagens e deficientes para a produgio de IFN-y , que receberam
in6culo letal, apresentaram reducao da migragao dos neutréfilos (Fig.5A). O nimero de
neutréfilos na cavidade peritoneal dos animais que receberam inoculagio subletal se
manteve sempre maior do que aqueles que receberam inéculo letal, seja ela observada 4
ou 12 horas apés a inoculagio. A Fig.5B revelou que a maior quantidade de bactérias no
exsudato de animais que receberam ind6culo letal é semelhante para animais selvagens e
deficientes. Além disto observamos que somente nos animais deficientes que receberam
inoculagio subletal e foram observados 12h apés, apresentavam quantidade de bactérias
maior em seu exsudato. A bacteremia dos animais que receberam inoculagdo letal
(animais selvagens ou deficientes) é maior do nos animais que receberam a inoculagao
subletal. Além disto, a bacteremia dos animais deficientes, que receberam inoculagio
letal, ¢ maior do que aqueles selvagens que receberam o mesmo mnéculo (Fig.5C). E
interessante observar que os animais deficientes que receberam indculo subletal,
observados 12h apés, nio apresentavam bactérias no sangue. Em relacdo a sobrevida
dos animais, observamos que 100% dos animais selvagens e deficientes que receberam
inéculo letal morreram em 24 horas. No grupo dos animais deficientes que receberam
in6culo subletal, observamos 25% de sobrevida, ao contrario do grupo de animais

selvagens que receberam inéculo subletal que apresenta 100% (Fig.5D).
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Fig. 5: Migracio de neutréfilos, quantificacio de bactérias no exsudato e sangue e
sobrevida de animais selvagens e deficientes para IFN-y apés a administragio de
S.aureus. Camundongos selvagens e deficientes para IFN-y induzida receberam indculos
subletal (SL) (0,5x10°UFC/ cavidade/ 500ul, i.p.) e letal (L) (16x10°UFC/ cavidade/ 500pl,
i.p.). (A) Quatro horas (SL ou L) ou 12h (SL 12h) apés a administragdo das bactérias a
migrag¢do de neutrdfilos para a cavidade peritoneal foi analisada; (B) aliquotas de exsudatos
obtidas 4 horas (SL ou L) ou 12 horas (SL 12h) apds a inoculagdo foram semeadas e as
colonias foram avaliadas 24 horas ap6s. (C) Aliquotas de sangue obtidas 4 horas (SL ou L)
apos a inoculagdo foram semeadas e as colonias foram avaliadas 24 h ap6s. (D) Sobrevida
dos animais foi observada até¢ 7 dias ap6s a administragdo das bactérias. * P< 0,05
estatisticamente significante em relagdo aos animais que receberam inéculo subletal. +
P<0,05 estatisticamente significantes em relagdo ao grupo dos animais selvagens que
receberam inoculagdo letal (painéis B e C). No painel D, animais deficientes/SL ¢
estatisticamente significante aos animais selvagens/SL (P<0.05), a partir do 3° dia. Figura
representativa de 2 experimentos. Cada grupo experimental possuia n=4. Resultados

expressos como média + epm.
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4.2.3 - Participagio do 6xido nitrico

Objetivamos estudar outros mediadores envolvidos na redugio da migragio de
neutrofilos para a cavidade peritoneal de camundongos, pois os dados apresentados
anteriormente demonstraram que o TNF-a e IFN-y, ndo participam deste fenomeno.
Para tal, baseados em dados de literatura que demonstram que o 6xido nitrico é um
importante mediador envolvido na sepse, iniciou-se experimentos direcionados em
analisar a participagiao deste mediador no presente modelo de sepse. Além da migragio
de neutréfilos, analisamos a sobrevida dos animais e também a presenca de bactérias no

exsudato peritoneal e bacteremia.

4.2.3.1 - Efeito da administra¢cio de aminoguanidina

Animais pré-tratados com aminoguanidina, um inibidor seletivo da NO sintase
induzida, nas doses de 10, 20 e 30 mg/Kg, 30 minutos antes da inoculagio letal, foram
avaliados quanto a sobrevida, migracio de neutrdfilos para a cavidade peritoneal e
presenca de bactérias no exsudato e sangue. A Fig.6A representa a prevencao da
redugdo da migragio de neutréfilos em animais pré-tratados com aminoguanidina na
dose de 30 mg/kg. As Figs.6B e C mostram a diminui¢io nas quantdades de bactérias
presentes no exsudato e sangue dos animais pré-tratados com aminoguanidina na
mesma dose que preveniu a redugio da migragio de neutrédfilos (30 mg/Kg). Nio
observamos melhora na sobrevida. destes animais, apesar do pré-tratamento com
amoniguanidina que preveniu a redu¢do da migracio de neutrdfilos para a cavidade
petitoneal associado a diminuigio do ndmero de bactérias no exsudato e sangue
(Fig.6D). Doses de 10 e 20 mg/Kg de aminoguanidina, 30 minutos antes da in6culo
letal também nao protegeram os animais da morte.

Foi analisada também a capacidade fagocitica dos neutréfilos dos animais que
receberam indculo subletal, letal ou pré-tratados com aminoguanidina seguido de
iné6culo letal. Nao foi observada nenhuma diferenga entre os grupos experimentais (Tab.
3).

Pode-se entao observar que nio houve correlagio entre a prevengiao da redugio
da migragio dos neutréfilos, observada apds o tratamento com aminoguandina e

diminuigio da taxa de mortalidade dos animais até o presente momento. Baseados no

fato de que a meia-vida da aminoguanidina é de aproximadamente 2 h, outros esquemas
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Fig. 6: Efeito da administragio de diferentes doses de aminoguanidina na migracéio de
peutrdéfilos, niimero de bactérias no exsudato e sangue e sobrevida: Camundongos foram
pré-tratados com aminoguanidina (amino) (10, 20 e 30 mg/Kg; s.c.) 30 min. antes da
administrag@o de bactérias nos inéculos subletal (0,5x10° UFC/ cavidade/ 500, i.p) e letal
(16x10° UFC/ cavidade/ 500ul, i.p). Quatro horas apds a administragdo das bactérias os
diferentes pardmetros foram analisados. A: Migragdo de neutrdfilos para a cavidade
peritoneal foi analisada. B: Aliquota de exsudato foi semeada e as col6nias foram avaliadas
24 h apos. C: Aliquotas de sangue foram semeadas e as colonias foram avaliadas 24 h apds.
D: Sobrevida dos animais normais e néo pré-tratados com aminoguanidina foi observada até
o sétimo dia da administragdo das bactérias. * P< 0,01 estatisticamente significante em
relagcdo aos animais que receberam in6culo subletal. # P<0,05S estatisticamente significante
ao grupo letal ndo pré-tratado com aminoguanidina. Figura representativa de 3 experimentos.
Cada grupo experimental possuia n=4. Resultados expressos como média + epm
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Tab.3: Capacidade fagocitica dos neutrofilos de animais que receberam inéculo

subletal, letal e de animais tratados com aminoguanidina e deficientes

da NOSi.
Grupos experimentais fagocitoseT (%)
Subletal 35-40
Letal 90
- Amino+Letal 90 - 100
Deficiente NOSi 95

!Fagocitose= neutréfilo que apresentava 5 ou mais bactérias em seu citoplasma

Animais receberam inoculo subletal (0,5x10° UFC/ cavidade/ 500pl, i.p.) ou in6culo
letal (16x10° UFC/ cavidade/ 500y, i.p) ou foram pré-tratados com aminoguanidina
(30 mg/ Kg, 30 minutos antes do inoculo letal) (amino-+letal); ou foram utilizados
animais deficientes para NOS induzida (deficientes NOSi) que receberam inéculo
letal. Anilise da fagocitose dos neutrofilos dos diferentes grupos experimentais foi
avaliada 4 horas apds as inoculagbes. Figura representativa de 2 experimentos
independentes. Cada experimento possuia n=4.
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de tratamentos foram avaliados no sentido de se tentar manter o nivel plasmatico da

droga e aumentar a sobrevida dos animais.

4.2.3.2 — Anilise dos diferentes parimetros 12h ap6s o pré-tratamento com
aminoguanidina.

A Fig.7A mostrou que a prevengao da reduciao da migracao de neutréfilos paraa
cavidade peritoneal de camundongos que receberam somente uma dose de
aminoguanidina, observada 4 horas ap6s a administragao das bactérias, nio é mantida
quando é observada ap6s 12 horas. Por outro lado, quando os animais sao pré-tratados
com aminoguanidina (30mg/ Kg), 30 minutos antes da inoculagio letal e recebem um
segundo tratamento na dose de 5mg/Kg, 6 horas ap6s a administragao das bactérias,
observamos que a prevencao da redu¢iao da migragao de neutréfilos € mantida, 12 horas
apOs a inoculagio.

A quantidade de bactérias presentes no exsudato de ambos os grupos pré-
tratados com aminoguanidina, 4 ou 12 horas apés inoculagao letal € menor do que o
grupo que recebeu somente bactérias no in6culo letal. (Fig.7B)

Por outro lado, 12 horas apés o indculo, a presenga de bactérias no sangue do
grupo que recebeu somente uma dose de aminoguanidina € igual ao grupo letal. Quanto
ao grupo que recebeu duas doses de aminoguanidina, a bacteremia é drasticamente
menot, quando comparado com os grupos letal e pré-tratado somente uma vez com
aminoguanidina (Fig.7C).

A sobrevida dos diferentes grupos experimentais foi representada na Fig.7D. A
taxa de sobrevida do grupo que recebeu duas doses de aminoguanidina permaneceu em
30% apés 24 horas da inoculagio letal. Os grupos letal e pré-tratado com
aminoguanidina somente uma vez apresentaram 100% de mortalidade em 24 horas.

Finalmente, demonstramos que a prevencao da redugdo na migragao de
neutroéfilos para a cavidade peritoneal de camundongos que recebeu S.aureus € mediada
pelo NO. Além disto, esta reversio da migra¢ao de neutréfilos esta correlacionada com

a protegao apenas parcial do animal quanto a motte.
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Fig.7: Anilise dos diferentes parimetros 12 horas apés tratamentos com
aminoguanidina. Camundongos foram pré-tratados com aminoguanidina: 30 mg/Kg, s.c.,
30 min. antes do inéculo letal de bactérias (pré) ou 30 mg/Kg, s.c., 30 minutos antes da
inoculag@o letal e 5 mg/Kg, 6 horas apés a administragdo das bactérias (pré+pos). A:
Migragdo de neutréfilos foi avaliada 4 e 12 horas apés a administragdo das bactérias. B:
Aliquota de exsudato foi semeada e as col6nias foram avaliadas 24 h apds. C: Aliquotas de
sangue foram semeadas e as col6nias foram avaliadas 24 h apés. D: Sobrevida dos animais
foi observada até o sétimo dia da administrag@o das bactérias apds os seguintes tratamentos:
inoculagdo subletal (SL); letal (L); pré-tratados com aminoguanidina 30 mg/Kg 30 min.antes
da inoculag@o letal (pre); ou pré-tratados com 30 mg/Kg e pos-tratados com 5 mg/kg 6 horas
apos inoculagdo letal (pré + pos). *P<0,001 estatisticamente significante em relagdo aos
animais que receberam inéculo subletal. + P<0,05 estatisticamente significante ao grupo que
recebeu somente uma dose de aminoguanidina. Figura representativa de 2 experimentos.
Cada grupo experimental possuia n=4. Resultados expressos como média + epm.
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4.2.3.3 — Efeito de diferentes tratamentos de aminoguanidina sobre a inoculagio
subletal

Até o momento, nosso estudo demonstrou que a reversio da migra¢ao dos
neutr6filos para a cavidade peritoneal é mediada pelo NO. Por outro lado, a migragio
destas células protege parcialmente os animais da morte. Além disto esta descrito em
literatura que o NO apresenta um importante papel microbicida. Assim, os proximos
experimentos tém como objetivo analisar o possivel papel microbicida do NO no
presente modelo de sepse.

Animais que receberam inéculo subletal foram submetidos aos seguintes
tratamentos com aminoguanidina: 1 — pré-tratamento com aminoguanidina, 30 minutos
antes da administragio do inéculo subletal de bactérias; 2 — pré-tratamento com
aminoguanidina, 30 minutos antes da administragao das bactérias, no inéculo subletal e
um segundo tratamento com aminoguanidina (na mesma dose) 2 horas, apds a injegao
de bactérias. A Fig.8A mostrou que, independente do tipo de tratamento com
aminoguanidina, nio houve efeito sobre a migracio de neutrdfilos. Por outro lado, as
Figs.8B e C demonstraram que a medida que se aumenta o numero de tratamentos com
aminoguanidina, a quantidade de bactérias presentes no exsudato peritoneal e sangue é
maior. Quanto a sobrevida, observamos na Fig.8D que somente o pré—tratameﬁto com
aminoguanidina nio alterou a sobrevida dos animais, mantendo-se igual aos animais que
receberam somente as bactérias. Por outro lado, no grupo em que os animais receberam
duas doses de aminoguanidina (30 minutos antes da inoculagao subletal e 2 horas ap6s a

inoculagao), a sobrevida piorou em 50%.

4.2.3.4 - Efeito de N-w-nitro-L-arginina

Quando pré-tratamos os animais, 30 minutos antes da inéculo letal de bactérias,
com N-@-nitro-L-arginina, um inibidor nio seletivo da sintase de 6xido nitrico, nio
observamos reversio da migragao de neutrofilos para a cavidade peritoneal (Fig.9),
como também niao houve melhora da sobrevida (dados nao mostrados). Os dados do

pré-tratamento com aminoguanidina foram apresentados para comparagio.
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Fig.8: Efeito de diferentes tratamentos com aminoguanidina em animais que receberam
inoculaciio subletal. Animais receberam aminoguanidina (30 mg/Kg, s.c.) (pré), 30 minutos
antes da inoculagdo subletal (0,5x10° UFC/ cavidade/ 500, i.p.); ou 30 mg/kg, s.c., 30
minutos antes da inoculagdo e 2 h apds a administragdo do indculo subletal (pre+pos).
Quatro horas ap6s a administragdo das bactérias, os diferentes pardmetros foram analisados.
A: Migracgéo de neutrdfilos para a cavidade peritoneal foi analisada. B: Aliquota de exsudato
foi semeada e colbnias foram avaliadas ap6s 24 h. C: Aliquotas de sangue foram semeadas e
as colonias foram avaliadas 24 h ap6s. D: Sobrevida dos animais que receberam diferentes
inoculages e pré-tratamentos foi observada até o sétimo dia da administragio das
bactérias.*P< 0,05 estatisticamente significante em relagdo aos animais que foram pré-
tratados com aminoguanidina (pré). + P<0,05 estatisticamente significante ao grupo que
recebeu somente uma dose de aminoguanidina (pre). No painel D grupo que recebeu duas
doses de aminoguanidina (pret+pos) € estatisticamente significante ao grupo que recebeu
somente uma dose (pre) (P<0,05). Figura representativa de 2 experimentos. Cada grupo
experimental possuia n=5. Resultados expressos como média + epm.
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Fig. 9: Efeito de N-@-nitro-L-arginina na migragio de neutroéfilos apés a administragiio
de S.aureus: Camundongos receberam inéculo subletal (0,5x10° UFC/ cavidade/ 500l i.p.)
ou letal (16 x 10° UFC/ cavidade/ 500pl, i.p.), além de serem pré-tratados com Nw-nitro-L-
arginina (N-arg) (30 mg/ Kg; s.c.) ou aminoguanidina (30 mg/Kg; s.c.) 30 min. antes
receberam indculo letal . * P< 0,001 estatisticamente significante em relag@o aos animais que
receberam indculo subletal. + P<0,01 estatisticamente significante aos grupos que receberam
inéculo letal pré-tratados com aminoguanidina.# P <0,001 estatisticamente significante em
relagdo ao grupo que recebeu indculo letal. Figura representativa de 2 experimentos. Cada
grupo experimental possuia n=5. Resultados expressos como média + epm
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4.2.3.5 - Animais deficientes da enzima NOSi.

A Fig.10A mostra que nio houve prevengio da redugio da migragio neutrofilica
para o foco infeccioso nos animais deficientes que receberam inbculo letal. O
recrutamento de neutr6filos é o mesmo tanto no animal selvagem, quanto no animal
deficiente que receberam inéculo subletal, quando observados 4 ou 12 horas apés a
mnoculagio. A maior quantidade de bactérias no exsudato de animais que receberam
in6culo letal é semelhante para animais selvagens e deficientes (Fig.10B). Além disto
observamos que somente nos animais deficientes que receberam inoculagiao subletal e
foram observados 12h apés, apresentavam quantidade de bactérias maior em seu
exsudato, a niveis semelhantes a animais observados 4 horas ap6s e que receberam
inoculagio letal. A bacteremia dos animais que receberam inoculagao letal (animais
selvagens ou deficientes) é maior do nos animais que receberam a inoculagio subletal
(selvagens ou deficientes). Além disto, a bacteremia dos animais deficientes, que
receberam inoculagio letal, é trés vezes maior do que aqueles selvagens que receberam o
mesmo inéculo (Fig.10C). E interessante observar que os animais deficientes que
receberam inéculo subletal, avaliados 12h ap6s, nao apresentavam bactérias no sangue.
A porcentagem de sobrevida dos animais deficientes que receberam inéculo subletal é
de 70 %, enquanto que para os animais selvagens, que receberam este mesmo inéculo,
todos os animais sobreviveram no periodo de 7 dias. O inéculo letal em animais
deficientes leva a morte 30% dos animais, 2 horas ap6s a administragio das bactérias,
em 6 horas mais 30% destes animais foram a 6bito e o restante morreu em 24 horas
(Fig.10D). Analisando a capacidade fagocitica dos neutréfilos dos animais selvagens e
deficientes seguido da inoculagio letal, nido foi observada diferengas significativas entre

os grupos (ver Tab.3).

4.2.3.6 — Efeito da D-penicilamina

D-penicilamina, droga com afinidade ao NO, retirando esta molécula do meio
(Joyce et al., 1988), foi utilizada com o objetivo de se confirmar a participagio do NO
na redugio da migracio de neutrdfilos para o foco inflamatério (fig.11). Na Fig.11A esta
representada a prevengao da reducdo da migracio de neutrdfilos para a cavidade

peritoneal de animais pré-tratados com D-penicilamina somente na dose de 40 mg/kg.
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Fig. 10: Migracio de neutrofilos e quantificaciio de bactérias no exsudato e sangue de
animais selvagens e deficientes para a enzima NO sintase induzida apés a
administracfio de S.aureus. Camundongos selvagens e deficientes para NO sintase induzida
receberam indculos subletal (SL) (0,5x10°UFC/ cavidade/ 500pl, i.p.) e letal (L)
(16x109UFC/ cavidade/ 500y, i.p.). Os diferentes pardmetros foram analisados 4 horas (SL
ou L) ou 12h (SL 12h) apds a administragdo das bactérias. (A) A migragdo de neutréfilos
para a cavidade peritoneal foi analisada; (B) Aliquotas de exsudatos obtidas 4 horas (SL ou
L) ou 12 horas (SL 12h) apds a inoculagio foram semeadas e as col6nias foram avaliadas 24
h apés; (C) Aliquotas de sangue obtidas 4 horas (SL ou L) ap6s a inoculagio foram
semeadas e o nimero de colbnias foi avaliado 24 h apds. (D) sobrevida dos animais foi
observada até 7 dias apds a administragio das bactérias. * P< 0,01 estatisticamente
significante em relagdo aos animais que receberam inoculo subletal. Figura representativa de
2 experimentos. No painel D grupo dos animais deficientes que receberam dose subletal é
estatisticamente significante aos animais selvagens que receberam mesmo inéculo (P<0,05).
Cada grupo experimental possuia n=4. Resultados expressos como média + epm..
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Fig. 11: Efeito de diferentes doses de D-penicilamina na migra¢io de neutroéfilos,
niimero de bactérias no exsudato e sangue e sobrevida apés a administracio de
S.aureus: Camundongos receberam indculo subletal (SL) (0,5x10° UFC/ cavidade/
500pl, i.p.) ou letal (L) (16x10° UFC/ cavidade/ 500y, ip.), além de serem pré-
tratados com D-penicilamina (10, 20 e 40 mg/Kg; i.v.) 30 min. antes de receberem
indculo letal. Quatro horas ap6s a inoculagio diferentes pardmetros foram analisados.
A: A migragdo de neutroéfilos para a cavidade peritoneal foi analisada. B: Aliquota de
exsudato foi semeada e o nimero de colonias foi avaliado 24h apds.C: Aliquotas de
sangue foram semeadas € o nimero de colOnias foi avaliado 24h ap6s. D: Sobrevida
dos animais normais e pré-tratados com D-penicilamina foi observada até o sétimo
dia da admunistragio das bactérias. *P< 0,001 estatisticamente significante em
relagdo aos animais que receberam indculo subletal. # P<0,001 estatisticamente
significante aos grupos que receberam indculo letal ndo pré-tratados com D-
penicilamina. Figura representativa de 2 experimentos independentes. Cada grupo
experimental possuia n=4. Resultados expressos como média + epm.
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As Fig11B e C mostram que D-Penicilamina (40 mg/Kg) promoveu
diminuigao, estatisticamente significante, na quantidade de bactérias presentes no
exsudato e sangue. Entretanto, a D-penicilamina nas trés doses utilizadas (10, 20 e 40
mg/Kg) nao promoveu aumento das taxas de sobrevida nos animais (Fig.11D).

Demonstramos entio que o pré-tratamento com D-penicilamina previne a
redugio da migragio dos neutréfilos, mas esta prevencgio nio esta cotrelacionada com a
protecao dos animais da morte. Assim, um nimero maior de expetimentos devera ser
realizado para se esclarecer esta disparidade, considerando-se a meia-vida da droga e
tempo de observagio do fenomeno, assim como foi feito com a aminoguanidina.
Finalmente, o fato que vem de encontro com os resultados obtidos com a
aminoguanidina é que se mantivermos o numero de neutréfilos na cavidade, estas
células controlam o nimero de bactérias na cavidade peritoneal, impedindo que

cheguem até a corrente sanguinea.

4.2.3.7 - Oxido nitrico e migragio in vitro de neutréfilos

A capacidade de migragio zz vitrv dos neutréfilos provenientes de animais que
receberam indculos subletal, letal ou foram pré-tratados com aminoguanidina 30 antes
do inéculo letal foi analisada utilizando-se microcimara de quimiotaxia. Utilizamos
como estimulo migratério fMLP e LTB, Observamos que neur6filos provenientes de
animais que receberam inéculo letal apresentam menor capacidade de migragao, quando
comparamos neutréfilos provenientes de animais controle (injetados com PBS) ou que
receberam inéculo subletal (dados estatisticamente significantes). Esta menor
capacidade de migragido é observada em todos os estimulos migratérios (fMLP ou
LTB4) ou ainda, no grupo, cujo estimulo migratério esta ausente (RPMI). Os
neutr6filos provenientes de animais que foram pré-tratados com aminoguanidina
mantiveram preservada sua capacidade de migragao, pois o nimero de células que
migraram é maior do que aquelas células provenientes de animais que receberam inéculo
letal, mas nao foram pré-tratados. Esta prevencao da menor capacidade de migragao foi
obsetrvada nos dois diferentes estimulos migratérios (fMLP e LTB,) ou no grupo sem
estimulo (RPMI).Como controle utilizamos neutréfilos de animais que receberam

somente PBS (Fig.12).
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Fig. 12: Migracio in vitro de neutroéfilos provenientes de animais que receberam
inéculo subletal, letal, ou letal pré-tratados com aminoguanidina. Neutrofilos
periféricos foram obtidos de animais normais (N) ou que receberam in6culo subletal
(SL) (0,5x10° UFC/ cavidade/ 500ul, i.p.) ou letal (L) (16 x 10° UFC/ cavidade/
500ul, i.p.) ou pré-tratados com aminoguanidina (30 mg/Kg, s.c., 30 min. antes do
in6culo letal) (pre). 5 x 10* neutrofilos/ pogo foram colocados em microcimara para
o ensaio de migrag#o in vitro (ver métodos). fMLP em diferentes concentragdes (10
e 107 puM) e LTB,; (0,07M) foram utilizados como estimulo migratério para os
neutrofilos dos diferentes grupos. * P< 0,001 estatisticamente significante em relagdo
aos neutrofilos provenientes de animais que receberam indculo subletal. # P < 0,001
estatisticamente significante ao grupo que recebeu inoculo letal sem pré-tratamento
com aminoguanidina. Resultados expressos como média + epm. Figura
representativa de 2 experimentos independentes. Cada grupo experimental possuia

n=8.
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4.3 — Participagio das cé¢lulas residentes como fonte de mediadores envolvidos

na redugdo da migragao de neutréfilos

4.3.1 - Efeito do aumento do niimero de macréfagos

Para se aumentar o nimero de macréfagos residentes na cavidade peritoneal, os
animais foram pré-tratados com tioglicolato, 72 h antes da administra¢ao das bactérias.
Observamos aumento da popula¢io de macréfagos peritoneais de 7 vezes, enquanto
que o nimero de neutréfilos € igual em ambos os grupos (Fig.13A). Apés o watamento
com tioglicolato, os animais receberam inéculos subletal e letal e foram avaliados quanto
2 migracio de neutrbfilos, presenga de bactérias no exsudato e sangue e sobrevida.
Observamos que nenhum dos animais pré-tratados com tioglicolato morreram, assim
como houve prevencao da redugio da migracio de neutréfilos (Fig.13B e E).
Observamos também menores quantidades de bactérias no exsudato e sangue dos
animais pré-tratados com tioglicolato, quando comparados com os animais que sé

receberam in6culo letal de bactérias (Fig.13C e 13D)
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Fig. 13: Efeito do pré-tratamento de tioglicolato na migracio de neutréfilos, niimero de
bactérias no exsudato e sangue e sobrevida apds a administragiio de S.aureus. Animais
foram pré-tratados com tioglicolato (3 ml/ cavidade, 72 h antes da inoculagdo). Apds o pré-
tratamento receberam indculos subletal (0,5x10° UFC/ cavidade/ 500y, i.p.) e letal (16x10°
UFC/ cavidade/ 500ul, i.p). Quatro horas a inoculagdo, diferentes paramentros foram
analisados A: Populagdo de macrofagos e neutrdfilos residentes na cavidade peritoneal de
camundongos que receberam PBS e pré-tratados com tioglicolato. B: Migragdo de
neutrofilos para a cavidade peritoneal. C: Aliquota de exsudato foi semeada e as colOnias
foram avaliadas 24 h apds. D: Aliquotas de sangue foram semeadas e o nimero de colOnias
foi analisado 24 h ap6s. E: Sobrevida dos animais normais e pré-tratados com tioglicolato foi
observada até o sétimo dia da administragdo das bactérias. * P< 0,001 estatisticamente
significante em relagdo aos animais que receberam PBS. + P<0,05 estatisticamente
significante aos grupos que receberam indculo subletal. # P< 0,05 estatisticamente
significante quando comparados animais com indculo letal e sem pré-tratamento com
tioglicolato. Figura representativa de 2 experimentos. Cada grupo experimental possuia n=5.
Resultados expressos como média + epm
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4.3.2 - Efeito da deplecao de mastécitos

4.3.2.1 - Pré-tratamento com agua destilada.

E descrito em literatura que a administragio de dgua destilada em animais, induz
a deplegio de mastécitos (Mendonga, 1986). Desta maneira, esta ferramenta
experimental foi utilizada para se estudar a participagio dos mastécitos como fonte de
mediadores envolvidos na redugio da migracio de neutrdfilos. Para tanto, animais
foram pré-tratados com 2 ml de 4agua destilada 48 h antes da administracao das bactérias
(Fig.14). A Fig.14A mostra uma diminui¢ao de 75% da populag¢io de mastocitos em
cavidades que receberam este tratamento, em comparagio as cavidades normais.
Entretanto o namero de neutr6filos permanece o mesmo ap0s este pré-tratamento. Este
procedimento preveniu a redugiao da migragao de neutrofilos para a cavidade peritoneal
de camundongos além de diminuir o nimero de bactérias no exsudato e sangue de
animais que receberam iné6culo letal (Fig 14B, C e D). Finalmente, observou-se melhora
de 33% na sobrevida dos animais que foram pré-tratados com igua em comparagio

com o grupo que nio recebeu agua (Fig.14E).

4.3.2.2 — Efeito do pré-tratamento com composto 48/80

Os Animais foram pré-tratados com composto 48/80, substincia capaz de
depletar e induzir a desgranulagio de mastdcitos (Di Rosa, 1971) (ver métodos). Apos
este pré-tratamento os animais receberam inoculagio subletal e letal (Fig.15). A Fig.15A
demonstra diminuigio de mastdcitos, estatisticamente significante nos grupos pré-
tratados com o composto 48/80, embora nio tenha interferido no numero de
neutré6filos na cavidade peritoneal dos animais. Este pré-tratamento preveniu a redugao
da migracio de neutrdfilos para a cavidade peritoneal de camundongos, além de
diminuir o nimero de bactérias no exsudato e sangue de animais que receberam in6culo
letal (Fig.15B, C e D). Finalmente, ndo observamos morte de nenhum dos animais que
foram pré-tratados com 48/80 em comparagio com o grupo letal que nio recebeu

48/80 (Fig.15E).
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Fig.14: Efeito da deple¢io de mastécitos na migracio de neutrofilos e naimero de
bactérias no exsudato e sangue e sobrevida apos a administragio de S. eureus. Animais
foram pré-tratados com dgua destilada (3 ml/ cavidade, 48 h antes das inoculagbes). Apos o
pré-tratamento com 4gua, os animais receberam inoculos subletal (0,5x10° UFC/ cavidade/
500pl, i.p.) (SL) e letal (16x10° UFC/ cavidade/ 500y, i.p.) (L). Apos 4 h os diferentes
parametros foram analisados. A: Populagdo de células residentes totais presentes na cavidade
peritoneal de camundongos que receberam PBS e pré-tratados. B: Migra¢do de neutrofilos
para a cavidade peritoneal. C: Aliquota de exsudato foi semeada e avaliadas 24 h ap6s. D:
Aliquotas de sangue foram semeadas e as col6nias foram avaliadas 24h apés. E: Sobrevida
dos animais dos diferentes grupos experimentais foi observada até o sétimo dia. * P< 0,05
estatisticamente significante em relagdo aos animais que receberam PBS. + P<0,05
estatisticamente significante aos grupos que receberam indculo subletal. # P< 0,05
estatisticamente significante aos animais com inOculo letal sem pré-tratamento. Figura
representativa de 2 experimentos. Cada grupo experimental possuia n=5. Resultados

expressos como média £ epm.
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Fig.15: Efeito do pré-tratamento com composto 48/80 sobre a migracfio de neutréfilos,
nimero de bactérias no exsudato e sangue e sobrevida apés a administragio de
S.aureus. Animais foram pré-tratados com composto 48/80 (ver material € métodos). Apéos
0 pré-tratamento os animais receberam inculos subletal (0,5x10° UFC/cavidade/500pl, i.p)
e letal (16 x 10° UFC/ cavidade/ 500ul, i.p.), apés 4 h os diferentes pardmetros foram
analisados. A: Populagdo de masticitos e neutr6filos presentes na cavidade peritoneal de
camundongos normais e pré-tratados com 48/80. B: Migragéo de neutr6filos para a cavidade
peritoneal. C: Aliquotas de exsudato foram semeadas e as colOnias foram avaliadas 24h
apos. D Aliquotas de sangue foram semeadas e as colonias foram avaliadas 24 h apés. E:
Sobrevida dos animais normais e pré-tratados com agua foi observada até o sétimo dia da
administragéio das bactérias. ¥ P< 0,05 estatisticamente significante em relagiio aos animais
que receberam PBS. + P<0,05 estatisticamente significante aos grupos que receberam
inéculo subletal. # P< 0,05 estatisticamente significante aos animais com in6culo letal e pré-
tratados com 48/80. Figura representativa de 2 experimentos independentes. Cada grupo
experimental possuia n=4. Resultados expressos como média + epm
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Sepse tem sido hoje uma das maiores causas de morte de pacientes
hospitalizados em unidades de terapia intensiva, cuja incidéncia de 6bito pode vanar de
35 2 45% (Friedman et al, 1998). H4 duas décadas a porcentagem de sepse induzida por
bactérias Gram-negativas era maior do que aquelas provocadas por bactérias Gram-
positivas, por conseqiiéncia, até hoje dados obtidos de modelos experimentais em sepse
sio decorrentes da utilizagio de bactérias Gram-negativas e/ou LPS. Assume-se,
atualmente, que a patogénese da sepse induzida por bactérias Gram-positivas seja igual
aquelas induzidas por Gram-negativas (Opal & Cohen, 1999; Sriskandan & Cohen,
1999). Além disto, a mortalidade dos pacientes em choque séptico causado por bactérias
Gram-positivas tem sido a mesma ou excedido a porcentagem de morte de pacientes em
choque causado por Gram-negativas (Friedman, et al, 1998; Cohen, 2000; Tarkowshi,
2000). As bactérias Gram-positivas que apresentam maior patogenicidade sao:
Streptococcus pneumoniae e Staphylococcus aurens (Stiskandan & Cohen, 1999). Torna-se entio
evidente a necessidade de se estudar os mecanismos e mediadores envolvidos na sepse
induzida por esta bactéria.

Diante deste quadro, optamos pelo estudo da sepse induzida por Staphylococcus
aureus, administrados vivos, por via intraperitoneal. Primeiramente, os animais foram
inoculados com quantidades crescentes de bactérias (0,01; 0,08 e 0,5 x 10° UFC/
cavidade) e observamos que era também crescente o numero de morte destes animais,
demonstrando, portanto que a porcentagem de morte era dependente da quantidade de
bactéras administradas. Observamos também nestes grupos alguns sinais caracteristicos
desta doenga como: piloerecio, letargia, taquipnéia e secregiao nos olhos, sinais estes que
desapareciam 24 horas ap6s as inoculagbes. Nos grupos, em que eram administradas
maiores quantidades de bactérias (3 e 16x10°UFC/ cavidade), estes sinais culminavam
na morte do amimal 24 horas ap6s as inoculagGes (Fig. 1).

No presente trabalho, o principal objetivo foi investigar se ocorre redugio da migragao
de neutréfilos para a cavidade peritoneal dos animais em sepse que receberam S.awreus e
qual a importancia deste fendmeno na evolugio da doenca. Este objetivo foi baseado
em dados de literatura, os quais demonstraram que o fenémeno da redu¢iao da migragio
de neutréfilos para o foco infeccioso foi observado no modelo de endotoxemia

(Tavares-Murta et al., 1998), e no modelo de CLP em camundongos (Benjamim et
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al.2000), sendo que, em ambos os modelos, foi correlacionada a faléncia da migragao de
neutré6filos com a piora do prognéstico dos animais.

Para tanto utilizamos diferentes in6culos de bactérias e observamos que o
inéculo mais concentrado induziu redugio na migragio de neutrdfilos (4x10°
neutr6filos/cavidade), e levava 2 morte 100% dos animais (Fig.1). Este indculo foi
denominado de inéculo letal (16x10° UFC/cavidade). Outro inéculo de bactéria
utilizado foi aquele capaz de induzir recrutamento de neutrdfilos para a cavidade
peritoneal (13x10° neutréfilos/cavidade) e que corresponde, a0 mesmo tempo, 3
sobrevivéncia de todos os animais, denominado por sua vez de in6culo subletal (0,5 x
10’ UFC/cavidade). Fato interessante é que, apés a inoculagio letal, o nimero de
neutr6filos permaneceu reduzido em todos os periodos observados, enquanto que, apSs
a inoculagio subletal, o numero dos neutr6filos permaneceu elevado nos tempos
estudados (Fig.2A). A idéia de que a presenga do neutréfilo no foco infeccioso é de
grande importancia na resolugio de algumas doengas foi demonstrada por Verdengh &
Tarkowski, 1997. Neste estudo utilizaram como modelo experimental a administragao
1v. de S.aureus. Assim, os animais que foram depletados de neutréfilos, pelo uso de
aﬁticorpo anti-neutréfilos, apresentavam maior taxa de mortalidade, além de freqiiéncia
aumentada de artrite.

Em resumo, demonstramos que a redugio da migragio dos neutréfilos para a
cavidade peritoneal é crucial para o pior prognéstico da doenga. Além disto, o conjunto
dos resultados obtidos dos animais que receberam inéculo letal de bactérias até aqui
apresentados, tais como: condigbes fisicas (letargia, secregio nos olhos, taquipnéia) e
bacteremia fornece-nos dados suficientes para caracterizar este quadro como modelo
experimental de sepse induzida por Siaphylococcus auress.

Neutrofilos sio células inflamatérias com grande potencial microbicida e sdo normalmente as
primeiras células de defesa a atuarem contra diferentes patégenos. A sua habilidade de
migrar rapidamente, para o sitio de infecgdo, é crucial para a eliminagio eficiente de
bactérias, parasitas e vitus. Além dos granulos citoplasmaticos presentes no neutréfilo,
este tipo celular possui ainda outro mecanismo microbicida de grande importancia.
Malawista, 1992 utilizou fragmentos anucleados de neutréfilos (cyfokineplasts) ausentes de
granulos ou mecanismos capazes de ativar o burst respiratério. Este autor sugeriu que a
capacidade microbicida foi abolida pela adigio de LNMMA, e esta mesma atividade foi

restabelecida pelo excesso de L-arginina, demonstrando claramente que a produgio de
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NO tem papel microbicida importante neste tipo celular. Conlan, 1997 demonstrou a
importancia do neutréfilo para a eliminacio sistémica de outras bactérias patogénicas
tais como. Listeria monocytogenes (Gram-positiva, intracelular facultativa); Sabmonella
Tybimurium (Gram-negativa, intracelular facultativa) e Yersinia enterocolitica (Gram-negativa
extracelular).

Diante destes dados de literatura, passamos a correlacionar a presenca do
neuwréfilo na cavidade peritoneal e a sua capacidade de eliminagio do S.aurews.
Observamos que os neutréfilos recrutados para a cavidade peritoneal nos animais que
receberam inéculo subletal eliminaram de forma eficiente as bactérias presentes no
exsudato peritoneal, impedindo assim a presenga destas bactérias no sangue. Por outro
lado nos animais que receberam o indculo letal, os quais apresentaram menor nimero
de neutréfilos recrutados, possuiam quantidades crescentes de bactérias no exsudato
peritoneal e no sangue, quadro este que culmina na morte do animal 24 horas apos
(Fig.2B e C). Estes dados demonstram que a redu¢iao da migragao do neutréfilos para o
foco infeccioso € crucial para o controle local da infecgao.

O leucograma dos animais que receberam ambos os inéculos foi analisado com
o objetivo de verificar se a redugao da migragio dos neutrdfilos para a cavidade
petitoneal é devido ao menor nimero deste tipo celular na corrente sangiinea.
Observamos no grupo letal neutrofilia 2 e 4 horas ap6s a inoculagio (Tab.1). Desta
maneira podemos descartar que a redugao da migracao dos neutréfilos para a cavidade
seja atribuida a faléncia da medula 6ssea na producio de polimorfonucleares.

As alteragoes hemodinamicas sao caracteristicas do quadro de sepse. O choque
séptico € o agravamento da sepse, caracterizado por acentuadas alteragSes
hemodinamicas nao responsivas a reposi¢ao de liquidos ou a agentes vasoconstritores
(Crowley, 1996). Tornou-se entido necessaria avaliar a pressao arterial dos animais, para
que a redugdo da migracio de neutréfilos para a cavidade peritoneal nio seja anibuida a
mudancas hemodinamicas. Ap6s a canulagio da artéria femural dos animais, as bactérias
foram administradas e a pressao arterial foi monitorada 4 horas apds. Alteragées na
ptressio arterial nio foram observadas, tanto nos animais que receberam indculo
subletal, quanto nos animais que receberam inéculo letal (Tab.2). Assim nao podemos
atribuir ao fato de que a reducdo da migragao de neutréfilos se deva a mudangas
hemodinamicas graves, a ponto de comprometer a migragio destas células para o foco

infeccioso.
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Se por um lado o neutréfilo é uma célula crucial para o controle local da
infecgio, por outro lado, a ativagio descontrolada de neutrdfilos pode causar dano
tissular em algumas doengas inflamatorias, tais como injuria apds isquemia e reperfusio,
artrite, lupus eritematoso sistémico e disfungio de multiplos 6rgios associada a trauma e
sepse (Molinedo et al, 1999; Wagner & Roth, 1999). Na sepse a infiltragio inapropriada
deste tipo celular a 6rgaos vitais como pulmdes, rins e figado tem sido apontados como
uma das principais causas da Sindrome da Disfungio de Multiplos Orgﬁos, que acomete
30% dos pacientes, enquanto que quase todos desenvolvem disfun¢do de um o6rgao
(Davies & Hagen, 1997). A literatura descreve que pacientes com a Sindrome da
Angistia Respiratéria do Adulto (SARA), caracterizada por injiria pulmonar aguda,
apresentam taxas de mortalidade de 40-70%, mesmo quando estes pacientes se
encontram em Unidades de Terapia Intensiva (Ware & Matthay, 2000). A SARA foi
também demonstrada em modelo experimental de sepse induzida por LPS e zimozan
administrados intravenosamente. Demonstrou-se que esta Sindrome tem como causa
principal o dano da membrana dos capilares e alvéolos decorrentes da adesao, ativagio e
recrutamento dos neutr6filos, os quais resultam em edema e impossibilidade de trocas
gasosas (Nagase et al, 2000). Os mecanismos pelos quais os neutr6filos causam lesio ao
endotélio vascular se devem i liberagio de leucotrienos, PAF, proteases e acima de tudo
devido aos metabdlitos do 6xido nitrico. Diante destas informacodes, realizamos estudo
histopatolégico de alguns 6rgios vitais, avaliar se em nosso modelo experimental ha
lesio dos mesmos. Nos animais que receberam inéculo letal, observou-se edema
pulmonar agudo e extensas areas de infiltrados com células polimorfonucleares (prancha
I, painel B), além de endotelite observada no figado, com discreta infiltragio de
polimorfonucleares no espago perivascular (prancha I, painel F). Portanto, a anailise
histopatolégica é mais um dado que valida este modelo experimental como de sepse.

O préximo passo deste trabalho foi estudar os possiveis mediadores envolvidos
neste fenomeno. Esti bem estabelecido na literatura que dentre os mediadores
inflamatérios envolvidos na sepse as citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IL-13, IFN-y),
bem como as antiinflamatérias (IL-10, IL-4, TGF-) possuem papel fundamental no
desenvolvimento desta doenga (Oberholzer et al, 2000). Dentre os mais variados papéis
que as citocinas desempenham, pode-se destacar sua importancia na migra¢io de

neutr6filos. Algumas citocinas, quando estido presentes no local da infecgio, induzem a

migracio de neutrdfilos para o local (Dinarello, 1997), mas um fato interessante € o de
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que, quando estas citocinas estao na circulagio, em altas concentragGes, elas inibem a
migragao destas células para o foco infeccioso. Este fato foi demonstrado no modelo de
endotoxemia, onde citocinas como TNF-o e IL-8 quando administradas
intravenosamente inibem a migragio dos neutréfilos para o foco inflamatério, como o
observado pela administragio iv. de LPS (Tavares-Murta, 1998). A partir destes dados
foi proposto que este componente bacteriano atue por meio da liberagio de citocinas na
circulagio (Schleiffenbaum et al, 1997). Portanto, procedeu-se com a quantificagio de
TNF, IL-1 e IL-10 presentes no exsudato peritoneal e sangue dos animais 4 horas apds
receberem indculo subletal e letal. Os grupos subletal e letal apresentavam niveis
aumentados destas citocinas tanto no soro quanto no exsudato peritoneal, sem que
observassemos diferengas significativas entre os grupos.

Ap6s a quantificagao de citocinas dos animais em sepse, o objetivo seguinte foi
avaliar a participacio de TNF-a no fendémeno da redugio da migragio de neutréfilos

para a cavidade peritoneal. Apesar de nio se ter dosado o IFN-y nos animais
submetidos as inoculagbes, decidiu-se também estudar a participagio desta citocina,
devido a sua ampla participagao em outros modelos experimentais de sepse (Zhao &
Tarkowisk, 1995; Zhao et al,, 1998). Para tanto, utilizamos animais deficientes do
receptor p55 do TNF-a e animais deficientes na produgiao de IFN-y. Para ambos os
grupos, observamos que niao houve prevengao da redugio da migragiao dos neutréfilos
para a cavidade peritoneal dos animais que receberam inéculo letal, além disto o animal
apresentou grandes quantidades de bactérias no exsudato peritoneal e sangue e
finalmente a taxa de sobrevida destes animais ¢ idéntica aos animais selvagens que
receberam o mesmo in6culo (Figs.4 e 5). Pode-se sugerir entio que o TNF-a e IFN-y
nao sao mediadores importantes na reducido da migragio de neutréfilos para a cavidade
peritoneal. Fato interessante é que os animais deficientes que receberam indculo subletal
apresentaram menores taxas de sobrevida, quando comparados com os animais
selvagens que receberam o mesmo inéculo. Este fato ocorre, apesar da migragio
neutrofilica ser de igual magnitude nos animais selvagens e deficientes quando
observada 4 ou 12 horas ap6s receberem indculo subletal. Ainda foi nos amimais
deficientes (TNF-a e IFN-y) foi observado um aumento significativo de bactérias
presentes no exsudato, 12 horas apds a inoculagao subletal, sugerindo que estes animais

possuem menor capacidade microbicida. E importante observar que estes animais nio
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apresentavam bacteremia, a este fato atribuimos ao tempo de observacio dos animais,

talvez 12 horas ap6s a inoculagao nio seja tempo suficiente para as bactérias atingirem a
corrente sanguinea. Dados de literatura tem demonstrado a importancia do TNF-a e
IFN-y como mediadores envolvidos na morte (k#ling) do S.aureus. Rainard et al, 2000

demonstraram que, neutréfilos previamente incubados com TNF-a, apresentavam sua
capacidade de fagocitose, assim como sua capacidade bactericida contra o S.aureus,
aumentados. Além disto, foi demonstrado que a atividade microbicida # wirw de
neutr6filos humanos para S.aureus é potenciada na presenga de IFN-y (Edwards et al,
1988). Mais recentemente, através do modelo experimental de sepse e artrite induzida
por S.aureus em animais geneticamente modificados (nao apresentam o receptor para
IFN-yY) Zhao & Tarkowisk, 1995 demonstraram aumento da mortalidade destes animais,
acompanhada de maior bacteremia e presenga de bactérias em 6rgios parenquimatosos.
Esta, claramente estabelecido, na literatura, o envolvimento de algumas citocinas no
papel microbicidade de macréfagos e neutréfilos. TNF-a, IFN-y e produtos bacterianos
sao potentes ativadores da enzima NOSi (Cunha et al., 1993). Uma vez liberado, o NO e
seus metabolitos desempenham seu importante papel microbicida. Em resumo os dados

de literatura corroboram com nossa demonstragao experimental de que o IFN-y e o

TNF-a sio importantes para a atividade bactericida dos neutr6filos. Assim, somente a
presenca do neutréfilo, no sitio da infecgao, nao ¢ suficiente para a resolugao da doenga,
devendo esta célula apresentar plena capacidade de eliminar o patégeno.

Atualmente esta clara a participagao do NO na sepse e no choque séptico. Ele é
responsavel pela maioria dos efeitos patologicos observados nesta sindrome (Stewart &
Zhang, 1999). Na evolucao da sepse citocinas liberadas durante o processo (como por
exemplo TNF e IFN), agem em sinergismo com toxinas bacterianas e induzem a enzima
NOSi, produzindo NO (Wolkow, 1998). Além disto em expetimentos # #ivo e in vitro, O
NO inibe a adesio dos leucocitos as células endoteliais (Hickey et al, 1997). O
envolvimento do NO na redugao da migragao de neutr6filos em diferentes modelos de
sepse ja fol anteriormente citado. Sucintamente, Tavares-Murta et al, 1998 utilizando
modelo experimental de endotoxemia, demonstraram que o pré-tratamento dos animais
com inibidor da NOS (L-NMMA), preveniu o efeito inibitério do TNF-a, IL-8 e do

MNCEF sobre o recrutamento de neutréfilos, sugerindo que a participagao do NO nesse

fenomeno. Além disto, no modelo experimental de CLP em camundongos, o pré-
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tratamento destes animais com D-penicilamina e aminoguanidina (“scavanger” de NO e
inibidor da NOS], respectivamente) previniu a redugio da migragio dos neutréfilos e
melhora a sobrevida destes animais (Benjamim et al., 2000). Com base nestes resultados,
investigamos se o NO, que provavelmente esta sendo produzido e liberado durante a
sepse induzida por S.auress, estaria envolvido na faléncia da migragao dos neutréfilos
para a cavidade peritoneal. Para tanto, utilizamos aminoguanidina, um inibidor seletivo
da NOSi (Griffiths et al, 1993) para analisar seus efeitos sobre a migracio dos
neutrofilos para a cavidade peritoneal, sobrevida e presenga de bactérias no exsudato
peritoneal e sangue. O animal pré-tratado com aminoguanidina, seguido da inoculagio
letal, ndo apresentou redugido da migragcdo de neutrdfilos para a cavidade peritoneal.
Associado a este fato foi observado diminui¢io do numero de bactérias na cavidade
peritoneal e no sangue destes animais (Fig.6). Estes dados sugerem que a redugio da
migracao do neutréfilo para o foco infeccioso ¢ mediada pelo 6xido nitrico. Como
conseqiiéncia, a presenca deste tipo celular controla a quantidade de bactérias na
cavidade peritoneal, impedindo assim, que as bactérias entrem na corrente sanguinea.
Fato interessante foi observado na sobrevida, pois o tratamento com aminoguanidina
que preveniu a reducido da migracio dos neutréfilos e diminuiu o nimero de bactérias
no peritonio e no sangue, nao foi capaz de impedir a morte destes animais.

Para explicar este fato, consideramos primeiramente a meia-vida da droga, pois
se sabe que esta é de 2 horas (Bowman et al, 1996). Assim, com esta meia vida de curta
duragio, a migragio de neutréfilos estatia inibida. Passamos a avaliar o nimero deste
tipo celular presente, na cavidade peritoneal, em periodos mais tardios. Constatamos
que 12 horas apés a inoculagio letal o nuimero de neutréfilos estava novamente
diminuido. Além disto, o nimero de bactérias presentes no exsudato era maior do que o
observado no grupo subletal, e a bacteremia era idéntica a observada nos animais letais
nio pré-tratados com aminoguanidina (Fig.7). Portanto, a nao sustentagio do nimero
elevado de neutrofilos na cavidade permitiu a disseminagio das bactérias. Na tentativa
de mantermos o nimero de neutr6filos na cavidade, os animais receberam uma dose
adicional de aminoguanidina 6 horas ap6s a inoculagao das bactérias. Observamos neste
novo grupo experimental que, 12 horas ap6s a inoculagio letal, nao havia mais reducio
da migracao dos neutréfilos, assim como o nimero de bactétias no exsudato e sangue
dos animais foi drasticamente menor. No que diz respeito a sobrevida, observamos

diminuicio da letalidade (40% de sobrevida). Assim, finalmente, demonstrou-se que
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existe uma correlagio entre inibicio da migracao de neutréfilos para o foco infeccioso
mediado pelo NO e pior prognéstico da doenga.

Dado importante e que esta bem descrito na literatura é o papel microbicida do
NO. Kaplan et al.,, 1996 demonstraram que a incubagio de S.axrexs com substancias
doadoras de 6xido nitrico, como por exemplo, S-nztroso-IN-acethy! penicilamina — SNAP, na
auséncia de neutréfilos, apresentavam viabilidade significativamente diminuida,
demonstrando entdo a importincia do 6xido nitrico como agente microbicida. Ainda
neste contexto, Sakiniene et al utilizaram modelo experimental de artrite e septicemia
induzida por S.aureus, e demonstraram que a frequéncia, severidade da artrite, e taxas de
sobrevida sao piores nos animais tratados com inibidor da NOSi o LNMMA. A esta
piora, no quadro da sepse, foi atribuida a pior capacidade microbicida dos macréfagos
peritoneais (Sakiniene et al, 1997). Assim, baseados nos dados de literatura
anteriormente citados, analisamos a hip6tese de que a capacidade microbicida do animal
estaria comprometida pela administragio de aminoguanidina, resultando na melhora
apenas parcial na sobrevida. Desta maneira, pré-tratamos o grupo de animais que
receberam indculo subletal com aminoguanidina. Observamos que o grupo que recebeu
duas doses de aminoguanidina, apesar da migragio de neutr6filos estar preservada,
apresentava maiores quantidades de bactérias no exsudato e sangue. Conseqiientemente,
a taxa de sobrevida destes animais foi 50% menor do que aqueles que receberam apenas
uma dose de aminoguanidina (Fig.8), demonstrando que a aminoguanidina, quando
administrada em doses maiores, compromete a capacidade microbicida dos neutréfilos.

Com o objetivo de se investigar as consequéncias do comprometimento
microbicida do neutréfilo decorrentes do pré-tratamento com aminoguanidina, realizou-
se analise histopatologica do pulmio dos animais pré-tratados. Observamos edema
agudo de pulmio mais acentuado do que os animais que nio foram pré-tratados, além
do infiltrado de células polimorfonucleares (prancha I, painel C). Uma das caracteristicas
mais importante do S.aurexs é a sua capacidade de liberar grande variedade de toamnas,
entre elas: enterotoxinas (TSST-1 (Toxic Shock Syndrome Toxin 1), SEA, B, C1, C2,C3,D
e E e mais recentemente duas novas enterotoxinas foram classificadas a SEG e SEI)
(Mundson, 1998) e toxinas formadoras de poros (a, B, 7 , 9, e leucocidina) (Sriskandan
& Cohen, 1999). A importancia destas toxinas pode ser exemplificada por Bhakdi et al,
1994. Estes autores demonstraram que a perfusio com fluidos que contém

concentragao subnanomolar de 0i-toxina em animais provoca edema pulmonar agudo.
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Assim com a capacidade microbicida afetada através da administracio de
aminoguanidina, mesmo que esta previna a redugio da migracio de neutréfilos, nao ha
eliminagio eficiente desta bactéria, acarretando conseqiiéncias letais aos animais. Outra
particularidade desta bactéria é sua habilidade em permanecer em locais onde o
hospedeiro nio é capaz de combaté-lo. Foi demonstrado que S.aureus internalizam-se e
sobrevivem em células ndo fagociticas, como por exemplo células endoteliais de aorta
bovina (Hamil et al, 1986) e osteoblastos (Hudson et al, 1995). Baseados nestes
resultados tem sido proposto que a sobrevivéncia intracelular do S.axrexs desempenha
papel importante em infecgOes persistentes (Bayles, 1998). Assim os mecanismos de
escape, caracteristicos desta bactéria, podem ser também responsaveis pela protecio
apenas parcial dos animais, quando os mesmos recebem aminoguanidina.

E conhecido que o NO desempenha papéis fisiolégicos importantes, tais como:
manuten¢ao do tonus vascular periférico (Rees et al, 1998), atividade microbicida
(Hampton, 1998) entre outras. Quando se utiliza droga nio seletiva para a NOS;,
observa-se vasoconstricio periférica e como conseqiéncia diminui¢io da perfusio
tissular, disfuncdo dos orgios, culminando em morte (Kubes et al. 1997). Para
demonstrar que o NO envolvido em nosso modelo era proveniente da NOSi, os
animais foram pré-tratados com N-m-nitro-L-arginina (inibidor seletivo da NOS
constitutiva), seguido da inoculagao letal. Nao observamos prevengao da redugio da
migra¢io dos neutr6filos, nem mesmo melhora nas taxas de sobrevivéncia, sugerindo
que o NO responsavel por efeitos fisiologicos estava preservado com o tratamento com
drogas seletivas para NOGSi (fig.9).

Na peritonite induzida por SEB em camundongos, o inibidor da NOS (L-
NAME) aumentou a mortalidade dos animais, sugerindo um efeito benéfico do NO
liberado endogenamente, através da regulacao negativa de TNF-a e IFN-y (Florquin et
al., 1994). No presente trabalho nio podemos atribuir a morte dos animais apés o
tratamento com aminoguanidina ao aumento da producio de TNF, pois observamos
niveis desta citocina em iguais magnitudes tanto nos animais que receberam inoculagao
letal e nos pré-tratados com aminoguanidina (Fig.3). Outra hipé6tese atribuida a maior
taxa de mortalidade dos animais seria uma deficiéncia fagocitica dos neutréfilos, mas as
contagens dos neutr6filos que apresentavam JS.arexs em seu citoplasma nio

apresentavam diferencas entre os diferentes grupos experimentais (Tab. 3).
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Assim o pré-tratamento com aminoguanidina do animal em sepse induzida por
S.aureus apresenta um efeito benéfico, pois previne a reducio da migragio dos
neutréfilos, melhorando seu prognéstico, mas por outro lado, a presenga do NO é um
componente fundamental na defesa do hospedeiro.

Para demonstrarmos a dualidade do NO no presente modelo experimental
foram utilizados animais geneticamente modificados, deficientes da enzima NOSi.
Observamos que os animais deficientes que receberam inéculo letal apresentaram
reducio da migracio de neutréfilos para a cavidade peritoneal. Interessantemente, o
nimero de bactérias no exsudato e sangue foi maior do que aqueles selvagens que
receberam indculo letal. A porcentagem da sobrevida dos animais deficientes que
receberam iné6culo letal declinou mais rapidamente do que os animais selvagens que
receberam também o indculo letal. Isto sugere grande susceptibilidade a infecgdo dos
animais que nio tém o NO como agente microbicida. Esta afirmacio esti correta, pois
os animais deficientes que receberam inoculagio subletal, quando observados 12 horas
apo6s a inoculagio, apresentavam maiores quantidade de bactérias em seu exsudato do
que animais selvagens. Além disto a sobrevida dos animais deficiente que receberam
in6culo subletal ¢ menor do que animais selvagens. Mais uma vez, realizamos estudo
histopatolégico para se avaliar os danos aos 6rgios vitais, e observamos edema agudo de
pulmio instalado somente 4 horas ap6s a inoculagio letal. (prancha I, painel D). Vale
lembrar que o edema pulmonar nos animais selvagens que receberam inéculo letal s6 foi
observado 12 horas apés. Dados de literatura também corroboram com nossos
resultados. Mclnnes et al, 1998, observaram que a infusio de S.aureus em animais
deficientes para NOSi provocou aumento da incidéncia de artrite, aumento da
magnitude de septicemia e taxas de mortalidade maiores, quando comparado com os
animais selvagens. Demonstrando entio que o NO ¢é mmportante na defesa do
organismos contra o S. aurexs.

Diante dos resultados obtidos até aqui, estabeleceu-se entao a dualidade de
efeito do NO no presente modelo experimental: por um lado o NO ¢ responsivel pela
redugio da migragio dos neutréfilos para o sitio da infecgio, por outro lado sua
presenca é importante na defesa do organismo contra as bactérias.

Finalmente, para reforgar a hipétese de que o NO ¢ importante na prevencio da
redugio da migracdo do neumodfilo para o foco infeccioso como demonstrado

anteriormente, utilizamos a D-penicilamina (droga com afinidade pelo NO).
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Observamos a prevenc¢iao da reducio da migracio dos neutrofilos para a cavidade
peritoneal, além de apresentarem menor quantidade de bactérias no exsudato peritoneal
e no sangue (Fig.10). Confirmamos mais uma vez a importancia do NO na redugio da
migracio do neutr6filo neste modelo. Entretanto, nio observamos melhora da
sobrevida dos animais pré-tratados com D-penicilamina, dados que merecem ser melhor
investigados em estudos futuros.

Ap6s estabelecermos que o NO participa da redugio da migragao de neutréfilos
neste modelo de sepse, estudamos os mecanismos envolvidos neste fenémeno. Para
tanto, utilizamos o modelo de migra¢do iz witro dos neutréfilos em microcimara.
Observamos que para os agentes quimiotaxicos utilizados, neutréfilos provenientes de
animais que receberam inéculo letal possuiam menor capacidade de migragao. Em
contrapartida, os neutr6filos dos animais que receberam inéculo subletal possuiam
quirniotaxia igual ou maior aos neutréfilos obtidos de animais normais (Fig.12). Além
disto, os neutréfilos provenientes de animais pré-tratados com aminoguanidina tém sua
capacidade quimiotaxica restabelecida. Estes dados demonstram que os neutrofilos
apresentam menor capacidade quimiotaxica no modelo de sepse induzida por S.aureus,
quando administrados com inéculo letal, e que o mediador inflamatério que
desempenha papel crucial para a redugdo da migragio é o NO.

Existem algumas hipoteses para se explicar o(s) mecanismo(s) envolvido(s) na
reducio da migragao dos neutréfilos mediada pelo NO durante a sepse. No modelo de
CLP foi demonstrado que neutréfilos provenientes de animais que receberam
perfuracGes no ceco capazes de levar a sepse letal (CLP-letal), apresentavam menor
rolamento e adesio dos neutr6filos ao endotélio vascular e conseqiiente menor
migragao destas células para o foco infeccioso. Estes mesmos neutréfilos apresentavam
menor expressio de CD18, enquanto que para os neutréfilos obtidos de animais pré-
tratados com aminoguanidina e dos animais deficiente para a enzima NOSi nio
observamos reducao da expressao desta molécula. Assim, no CLP a migra¢io do
neutr6filo para a cavidade peritoneal ¢ CD18 dependente. A expressio desta molécula
pode ser conseqiiencia do menor rolamento dos neutréfilos observados nos animais
submetidos a2 CLP letal (Benjamim et al, dados nio publicados). Desta maneira
podemos sugerir que os neutréfilos dos animais que receberam inéculo letal de S.axreas
podem apresentar alteragoes na expressaio de CD18, reduzindo sua capacidade de

quimiotaxia. Outro mecanismo pode ser proposto, pois Veldkamp et al, 2000
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demonstraram que quando neutréfilos humanos eram incubados com sobrenadante de
S.aureus, eles expressavam menor numero de receptores para fMLP e Cb5a, como
consequiéncia esta célula apresentou menor capacidade quimiotéxica (i #itm). Por outro
lado a expressio de receptores para IL-8 nio foi afetada. Além disto, utilizando-se
técnicas de biologia molecular que possibilitam o estudo da expressio de multiplos
genes simultaneamente (¢(DINA arrays), tém-se relatado diferengas na expressio génica
para diferentes citocinas, dependendo do estimulo utilizado. Wang et al, 2000
demonstraram que Peptidoglicano G, purificado de S. aureus, € mais potente em induzir
a expressio de quimiocinas por mondcitos humanos, do que o LPS. Isto nos sugere que
o S.aureus pode modular a expressio génica de algumas quimiocinas, que por sua vez
terdo influéncia na migracdo dos neutréfilos até o foco infeccioso. Finalmente, o estudo
de mecanismos envolvidos na reducio da migracio de neutréfilos para a cavidade
peritoneal no presente modelo de sepse sera também objetivo de estudos futuros.

Apbs o estudo da participagio do NO na redugio da migracao dos neutréfilos
para a cavidade peritoneal de camundongos no presente modelo experimental de sepse,
outra fase deste trabalho foi estabelecida: estudar a participagio de células residentes
como fonte de mediadores responsaveis pela inibi¢io da migra¢io dos neutréfilos. Com
base em dados obtidos em nosso laboratorio e de literatura, esta bem estabelecida a
participagio de células residentes, como mastécitos e macréfagos, na modulagio da
migragio leucocitaria para o foco inflamatério (Souza et al., 1985). Foi observado no
presente trabalho, que o aumento do numero de macréfagos residentes na cavidade
peritoneal, preveniu a reducdo da migracio dos neutréfilos para a cavidade peritoneal.
Conseqiientemente houve diminuigao do nimero de bactérias no exsudato e sangue,
além de ter protegido em sua totalidade os animais que receberam inéculo letal (Fig.13).
Estes resultados confirmam dados de literatura que demonstram que macréfagos siao
células importantes na liberagio de mediadores quimiotaxicos para neutréfilos (Ferreira,
1980; Cunha et al., 1986; Ferreira, 1993). Deve-se ainda considerar o fato de que o
tioglicolato elicita os macréfagos, tornando-os mais responsivos, proporcionando aos
animais melhores condi¢Ges de resolver a infeccio no local.

Para analisarmos a participagio dos mastocitos na redugdo da migracio dos
neutréfilos para a cavidade peritoneal, diminuimos a populagio de mastocitos de duas
maneiras diferentes: com o pré-tratamento dos animais com 4agua destilada (Mendonga

et al, 1986) (Fig.14) e com a udlizagio do composto 48/80 (Fig.15), droga que induz a
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desgranulagao destas células. Em ambos os casos o nimero de mastécitos residentes foi
diminuido. Nos dois tratamentos foi observada a prevencao da redugao da migragao de
neumoéfilos para a cavidade peritoneal dos animais que receberam a in6culo letal, além da
diminuigio da quantidade de bactérias no exsudato e sangue. Quadro este acompanhado
pela melhora da sobrevida dos animais. Com o pré-tratamento com agua a sobrevida foi
melhorada em 40%, e com o composto 48/80 em 100%. Mais uma vez foi possivel
correlacionar a presenca de neutréfilos na cavidade peritoneal com a protegio do animal
quanto a morte. Assim, no modelo de sepse induzida por S.axrexs, os mastdcitos sio,
possivelmente, uma importante fonte da liberagio de mediadores inibitérios da
migragao dos neutréfilos para o foco infeccioso.

O papel dos mastdcitos na prevengio da redugio da migragao dos neutrdfilos
para o foco infeccioso no presente modelo experimental nio é o mesmo observado por
outros autores. Malaviya et al, 1996 demonstraram que o efeito protetor dos mastocitos,
se dava via a liberagao de TNF, que estava associado a modulagao da migragao dos
neutrofilos para a cavidade peritoneal. A modulagao da migragao dos neutréfilos pelo
TNF-a nao se aplica ao presente modelo, pois quando utilizamos os animais deficientes
para o receptor p55 do TNF, os neutréfilos ainda migravam para a cavidade peritoneal.
Mais recentemente Ajuebour et al, 1999 demonstraram que o papel dos mastocitos
residentes na migragio de neutréfilos é devido a produgio de quimiocinas, e que a
liberagao destes mediadores ¢ dependente do tipo de estimulo migratério utlizado, no
caso foram utilizados zymozan, LPS e tioglicolato. Assim as diferencas entre os modelos
experimentais estao certamente influenciando no papel do mastécito sobre a migragiao
do neutréfilos para o foco infeccioso. Desta maneira, estudos adicionais sao necessatios
para que possamos esclarecer os mediadores liberados pelo mastécito envolvidos na
redugio da migragio do neutréfilo para a cavidade peritoneal dos animais em sepse

induzida por S.aureus.
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Os resultados aqui apresentados permitem concluir que na sepse

induzida pelo in6culo intraperitoneal de S.axrexs:

1. Ocorre redugio da migragio de neutrdfilos para a cavidade peritoneal de

camundongos

2. A redugao da migragao dos neutréfilos esta correlacionada no pior prognoéstico da

doenga.

3. O TNF-a assim com o IFN-y nao participam, aparentemente, da redugao da
migracao deste tipo celular, embora participem na atividade microbicida dos

neutrofilos.

4. O NO apresenta um efeito dual: embora o 6xido nitrico liberado durante a sepse
esteja envolvido na redugio da migragio dos neutrdfilos, sua presenca é também

importante na defesa do organismo contra o S.aurexs

5. Os mastocitos residentes desempenham importante papel como fonte de mediadores
que induzem a redugio da migragao dos neutrdfilos para o foco infeccioso. E neste
caso, a reduciao da migragao de neutrdfilos é determinante no pior prognéstico da

doenga.

6. Os macréfagos sio células importantes para o recrutamento dos neutréfilos dos
animais em sepse induzida por S.aurexs, propiciando aos animais aumento de

sobrevida.
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Septic shock is one of the leading causes of mortality among severely 1ill

patients in intensive care units all over the world, with mortality rates ranging from 35%

to 45% of patients. Today the incidence of Gram-positive bacteria is similar to that of

Gram- negative bacteria in terms of the pathogenesis of sepsis (Sriskandan & Cohen,

1999), thus pointing out the importance of better understanding the mechanisms
involved in Gram-positive septicemia.

The objective of the present study were: a — to establish a Szaphylococcus anrens

model of Gram-positive sepsis in mice; b — to define the failure of neutrophil migration

towards the infectious focus in the present model; ¢ — to analyze the role of TNF-c,

IFN-y and NO in the failure of neutrophil migration; d - to define the role of the other
resident cells in the process, such as resident macrophages and mast cells.

We first observed that a sublethal (SL-group) challenge with Stgphylococcus anrens
(0.5 x 10’ UFC/cavity) caused a neutrophil migration of 9 x 10° cells per abdominal
cavity. The mice did not present bacteremia. On the other hand, lethal challenge (L-
group) (16 x 10° UFC/cavity) caused severely bacteremia and death within 24 h with
failure of neutrophil migration to the focus (4 x 10° cells/cavity). Twelve hours after the
lethal challenge, histopathological analysis of multiple organ failure revealed diffuse lung
edema and an intense PMN infiltrate in both organs. The failure of neutrophil migration
was not due to neutropenia or hemodynamic alterations, since the leukogram of the L-
group showed neutrophilia 4 hours before bacterial inoculation and arterial blood
pressure monitoring did not show a significant difference compared to the SL-group.

The same pattern of response to lethal bacterial inoculation was observed in
knockout mice lacking p55R for deficient TNF-alpha or IFN-gamma production, thus
suggesting an irrelevant role of both TNF-alpha and IFN-gamma in the failure of
neutrophil migration to the abdominal cavity. On the other hand, SL-deficient mice
presented a decreasing survival rate and an increased bacterial number in peritoneal
fluid, suggesting the importance of both cytokines in bactericidal activity.

The failure of neutrophil migration was prevented in aminoguanidine- or D-
penicillamine-pre-treated animals. This was accompanied by a decrease in bacterial
number in the peritoneal fluids and in bacteremia. On the other hand, aminoguanidine
did not prevent animal death. The addition of a lower aminoguanidine dose (5 mg/kg) 6
hours after lethal inoculation was able to induce a decrease in bacterial number in the
peritoneal fluid and in bacteremia. This result indicates the relevant role of NO in the
failure of neutrophil migration.

To investigate the role of NO in bactericidal activity against S. aurens, we
administered two doses of aminoguandine to the SL-group, which caused increased
bacterial numbers in peritoneal fluid and bacteremia, accompanied by a decrease in
survival rate. In addition, NOSi-deficient animals inoculated with SL also presented an
increase in bacterial number in peritoneal fluid and a decrease in survival rate. Taken
together, the present results lead us tot speculate that the low survival rate was a
consequence of an impairment of the bactericidal activity of neutrophils due to the lack
of NO.

In vitro neutrophil migration experiments using a microchamber demonstrated
that neutrophil from mice challenged with the lethal bacterial dose presented an
impaired migration compared to cells from sublethally inoculated animals. Moreover,
the results for control animals (no bacterial challenge) were similar results to those for
the SL-group. Similarly to the iz #vo data, aminoguanidine-pre-treated animals recovered
their migration chemotactic activity.
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The increase in resident peritoneal macrophages and the decrease in mast
cells prevented neutrophil migration failure, decreased bacterial number in peritoneal
fluid and bacteremia and prevented death in 100% of animals. These results
demonstrate the importance of mast cells as sources of mediator(s) involved in the
failure of neutrophil migration, and that macrophages are important for protecting the
animals against infection.

In conclusion, it was demonstrated that NO plays an important role in the failure
of neutrophil migration to the infectious focus and is important in the killing of

S. aureus in the presentexperimental model of sepsis.
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