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RESUMO

COLON, David Fernando. Avaliacdo dos mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na
susceptibilidade na sepse pediatrica e suas consequéncias a longo prazo. 2020. 180 f. Tese
(Doutorado em Imunologia Bésica e Aplicada) — Faculdade Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2020.

A sepse é uma das principais causas de mortalidade de pacientes hospitalizados no mundo. Clinicamente
é definida como uma disfuncéo orgéanica potencialmente fatal causada pela resposta imune desregulada
frente uma infeccdo. Ressalta-se que 0s recém-nascidos sdo um grupo etario particularmente susceptivel
a sepse, apresentando um maior risco de mortalidade quando comparado com a populacdo adulta;
contudo, os mecanismos que explicam esta alta susceptibilidade tém sido pouco estudados. Soma-se ao
quadro de gravidade da sepse o fato que individuos adultos sobreviventes a sepse comumente
desenvolvem um quadro de imunossupressdo tardia de longa duragdo, associada com o aumento da
susceptibilidade as infec¢des secundarias, que pode perdurar por até cinco anos. Entretanto, o
entendimento das consequéncias imunes a longo prazo da sepse na populacdo pediatrica tem sido
negligenciado. Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi estudar os mecanismos fisiopatoldgicos
envolvidos na susceptibilidade dos individuos recém-nascidos & sepse assim como 0s mecanismos
imuno-moleculares envolvidos nas consequéncias tardias da sepse em individuos recém-nascidos.
Verificamos que, semelhante as observacdes epidemioldgicas referentes a sepse pediatrica, animais
recém-nascidos sdo mais susceptiveis a sepse, quando comparados aos adultos. Demostramos que esta
alta susceptibilidade foi decorrente da elevada producdo de NETs (Neutrophils Extracellular Traps)
tanto in vitro como in vivo, associado como o incremento na expressdo da enzima Padi4 e da citrunilagéo
da histona H3 nos tecidos. Ainda, foi verificado que a degradacao sistémica das NETS, utilizando a
rhDNase associada com a terapia antibidtica ou através da inibicdo farmacoldgica da enzima Pad4,
aumentou significativamente a sobrevida dos animais sépticos recém-nascidos, a qual esteve associada
a reducgdo dos marcadores de inflamag&o sistémica e lesdes de 6rgéos vitais. Notavelmente, de maneira
translacional, demostramos que pacientes pediatricos exibem maiores concentracdes séricas das NETSs
comparados aos pacientes adultos, sendo estes niveis séricos de NETSs correlacionados positivamente
com a severidade da sepse pediatrica. No entanto, apesar da alta suscetibilidade a fase aguda da sepse,
contrério ao previamente reportado em individuos adultos, demostramos que individuos recém-nascidos
sobreviventes a sepse ndo desenvolvem imunossupressdo tardia. Especificamente, animais recém-
nascidos sobreviventes a sepse foram resistentes a infecdo secundaria induzida com P. aeruginosa assim
como ndo apresentaram alteracfes na imunovigilancia tumoral dependente de células T quando
comparados aos adultos. Mecanisticamente, verificamos que esta “resisténcia” ao desenvolvimento de
imunossupressao estava associada com a reducdo na ativacao do eixo 1L-33/1LC2, macrofagos do perfil
M2/Tregs assim como o alto grau de metilacdo do DNA nas células epiteliais pulmonares e nas células
TCD4*CD25 de individuos recém-nascidos sobreviventes a sepse. Ainda, células Tregs de animais
recém-nascidos apresentaram menor estabilidade na expressdo de Foxp3. Com o intuito de transpor os
nossos resultados para humanos, verificamos pela primeira vez que pacientes pediatricos sobreviventes
a sepse ndo apresentam expansdo das células Tregs nem incremento nos niveis séricos da IL-33 quando
comparado com os adultos. Em conclusdo, demostramos que, embora na fase aguda da sepse, 0s recém-
nascidos sdo altamente susceptiveis, apds o processo séptico, os individuos recém-nascidos
sobreviventes a sepse sdo resistentes ao desenvolvimento da disfuncdo imune de longa duracdo
decorrente da sepse, sugerindo que a imunossupressao decorrente da sepse pode ser um fenémeno
dependente da idade.

Palavras-chave: Sepse pediatrica, NETs, Imunossupresséo e Células T Reguladoras.



ABSTRACT

COLON, David Fernando. Evaluation of the pathophysiological mechanisms involved in
pediatric sepsis susceptibility and its long-term consequences. 2020. 180 f. Thesis
(Doctorate in Applied and Basic Immunology) — School of Medicine of Ribeirdo Preto,
University of Sdo Paulo, Ribeiréo Preto, 2020.

Sepsis is one of the leading causes of mortality in hospitalized patients worldwide. Clinically it is defined
as a potentially fatal organ dysfunction caused by the dysregulated immune response to infection. It is
noteworthy that infants are an age group particularly susceptible to sepsis, presenting a higher risk of
mortality when compared to the adult population; Nevertheless, the mechanisms that explain this high
susceptibility have been poorly studied. In addition to sepsis severity, adult sepsis survivors commonly
develop a long-term immunosuppression associated with the increased susceptibility to secondary
infections, which might last for up to five years. Conversely, the investigation of the long-term immune
consequences of sepsis in the pediatric population have been neglected. Hence, the objective of the
present study was to study the pathophysiological mechanisms involved in the susceptibility of infant to
sepsis as well as the immunomolecular mechanisms involved in the late consequences of sepsis in
surviving infant individuals. We found that, similar to epidemiological observations regarding pediatric
sepsis, infant mice are more susceptible to sepsis when compared to adults. Remarkably, we found that
this high susceptibility was due to the high production of NETs (Neutrophils Extracellular Traps) both
in vitro and in vivo, associated with the increase of Padi4 expression and histone H3 citrunylation in the
tissues. Moreover, it was found that the systemic degradation of NETSs, using rhDNase associated with
antibiotic therapy or through pharmacological inhibition of the Pad4 enzyme, significantly increased the
survival of infant mice to sepsis, which was related with a reduction in systemic inflammation markers
and organ damage. Notably, in a translational manner, we found that pediatric patients exhibit higher
serum NET concentrations compared to adult patients, and the serum levels of NET were positively
correlate with the severity of pediatric sepsis. Nevertheless, despite the high susceptibility to the acute
phase of sepsis, unlike previously reported in adult individuals, we demonstrated that sepsis-surviving
infant mice do not develop late immunosuppression. Specifically, sepsis-surviving infant mice were
resistant to P. aeruginosa-induced secondary infection as well as showing no changes in T-cell-
dependent tumor immunovigilance when compared to adults. Mechanistically, we found that this
“resistance” to the development of immunosuppression was associated with the reduction in the 1L-33 /
ILC2 axis, M2 / Tregs profile macrophages axis activation as well as the high degree of DNA
methylation in pulmonary epithelial cells and TCD4*CD25" cells of infant surviving mice. Likewise,
Tregs cells from infant mice showed less stability in Foxp3 expression. In order to transfer our findings
to human settings, we demonstrated that sepsis- surviving pediatric patients did not show Tregs cell
expansion or increase in serum IL-33 levels when compared to adults. In conclusion, we have shown
that, even though in the acute phase of sepsis, infants are highly susceptible; after the septic process,
sepsis-surviving mice are resistant to the development of long-term immune dysfunction resulting from
sepsis, suggesting that long-term immunosuppression after to sepsis is an age-dependent phenomenon.

Keywords: Pediatric sepsis, NETs, Immunosuppression and Regulatory T cells.



Lista de Esquemas e Tabelas



Esquema 1. Participacao dos neutrofilos na fisiopatologia da Sepse........cccovevvevveveiieiinennns 36

Esquema 2. Mecanismos de liberacdo das NETs, de maneira dependente ou independente de

Esquema 3. Camundongos recém-nascidos sobreviventes a sepse sdo resistentes a infecéo

SECUNATTA. ..o ettt e et e e e e e e e e e et eeee e e e e e et eeeeeeeeeeee e eeeeeeeeeaaeenrereeeeens 42

Tabela suplementar 1. pD2 da curva de concentracio dose-resposta a fenilefrina (1071°-10°

MOI/L) 6 NOTAS APOS SEPSE....uveveertiarieiteete ettt steesteeeesteesteaseestaesteaseesraesteaseesseeseaneesreesseenseaneenreas 177

Tabela suplementar 2. Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes adultos e

[O1=T0 L= L (o o1 SO STPR 178

Tabela suplementar 3. Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes adultos e

PEAIALrICOS SODIEVIVENTES @ SEPSE....uviivieiieiecteeite et ee s e ste e esre et st e e et e s esreesre e e e sreeee e 179



Lista de Figuras



Figura 1. Animais recém-nascidos S80 Mais SUSCEPLIVEIS @ SEPSE......cviveririririrerieieisieesiees s 72
Figura 2. Animais recém-nascidos sdo mais susceptiveis ao chogue endotdxico induzido pelo LPS...73
Figura 3. Animais recém-nascidos submetidos a sepse apresentam maior disfuncdo organica............. 74

Figura 4. Neutrofilos de camundongos recém-nascidos apresentam alteragcBes na migracao celular in

ANV o TR T (TN A L (TP 77

Figura 5. Neutrofilos de animais recém-nascidos produzem poucas concentracdes de espécies

FRALIVAS. ... veeeestreeesesteeeesesseesasseees st seeessabeeessabee e e st e eeessbe e st ae e e e st eeeee st e e e e s b eeee st eeeeesnabeeenareeeesnabreeeearreeeerans 78

Figura 6. Producdo de NETs (do inglés, Neutrophils extracelular Traps) por neutréfilos de animais

rECEM-NASCIAOS € AUUITOS. ... cveiveiiieieiee ettt ettt se et e et e be e e seereeresnesbeseeneaneareas 81
Figura 7. Animais recém-nascidos liberam mais NETs que os animais adultos...........c.c.ccoceveivininnne. 82
Figura 8. Animais recém-nascidos apresentam maior expressao de Padi4 que animais adultos............. 83

Figura 9. Atividade de DNase do plasma e fagocitose das NETs pelos macrdfagos de animais recém-

NASCIAOS € AAUITOS € SIMIIAI........cc.oiiiieieiicc ettt sr e e neeneanas 84
Figura 10. A degradacéo das NETs melhora o desfecho da endotoxemia induzida por LPS................. 87
Figura 11. A degradacgao das NETSs reduz os a disfuncdo orgénica induzida pelo LPS......................... 88

Figura 12. A degradacéo das NETS reduz a citrunilacdo da histona H3 na endotdxemia induzida por

Figura 14. A degradacdo das NETs reduz os a disfungdo organica induzida pela

Figura 15. Concentracbes séricas das NETs se correlaciona com a severidade da sepse

[OLT0 T g or: SO SRR 95



Figura 16. Animais recém-nascidos sobreviventes a sepse sdo resistentes a infeccdo secundaria por

PSEUAOMONAS GEIUGINOSEA. ... evveuviiieerriiteiteeteesteste s e estestestesteese e tesaeesaestesbeesaesaesbeateebesbesbesaeessestesnseseeseenren 99

Figura 17. Animais recém-nascidos sobreviventes a sepse ndo desenvolvem disfuncdes

Lo=] [T LT RRTTPR 101

Figura 18. Animais recém-nascidos sobreviventes a sepse ndo apresentam expansdo das células

TCDATFOXP3Y (TTEUS) -veteureueeieeiesie sttt ettt ettt rr ettt b bbbt b bt e st et es s e bt e bt b e b nn e nreas 104

Figura 19. Animais recém-nascidos pds-sépticos ndo apresentam expansao das células Tregs induzidas

B NMATUTAIS. ... vveee e e et ee e e et e e et e e e et ee s s teeesaateeeesaaeeeesaaseeeesaeeeeeaas et eesnateeesaa s et eeeaaeeeeeantaeeeaeteenareeeeeatetenanres 105

Figura 20. As células Tregs de animais recém-nascidos sobreviventes a sepse apresentam reducéo na

(o ToE (o [0 F o Lol o1 (0] 1) (= LA Y7 DO SRS 106

Figura 21. Capacidade funcional das células Tregs é similar em animais adultos e recém-nascidos

SODIEVIVENTES A SEPSE. ... viititeitieiteiteette st e st ete et e teste et e s be st e s bestee e e sbeesbestesbeese e s e besaeesbesteeesbeaseestesteereentens 107

Figura 22. Animais recém-nascidos sobreviventes a sepse apresentaram menor crescimento

L0 [0TSR 109

Figura 23. Animais recém-nascidos sobreviventes a sepse ndo apresentam alteracdo na imuno-

VIQITANCIA TUMOTAL.......ceiieice bbbttt en e enes 110

Figura 24. TGF-B1 ativa a via candnica e ndo-candnica em células T CD4* de animais recém-

LT 1o [0 [0 TR RPN 113

Figura 25. Células TCD4" de animais recém-nascidos nao apresentam altercagdes na diferenciacdo para

Lol oL 1 B =T V] F= o (o RS PSPSR 114

Figura 26. Animais recém-nascidos apresentam menor manutencao da estabilidade das células Tregs in

Figura 27. Células T convencionais (CD4+CD25-) de animais recém-nascidos sobreviventes a sepse

apresentam incremento no perfil de metilacio total doO DNA..........coo i 118



Figura 28. Animais recém-nascidos sobreviventes a sepse ndo apresentam expansdo dos macréfagos do

[OL=T o 11 YOS STPSN 121

Figura 29. Macréfagos peritoneais de animais recém-nascidos pos-sépticos ndo apresentam incremento

de marcadores do PEITIE IM2.........c.o i 122

Figura 30. Macré6fagos de animais recém-nascidos ndao apresentam comprometimento na polarizacéo

PAra 0 PEITIl M2 IN VITIO......uiiiiiiieiee et n e n e 124

Figura 31. Macréfagos M2 de animais recém-nascidos ndo apresentam comprometimento na

capacidade FUNCIONAL INVITFO........c.ccviiiie ettt r et s ae et e beaneaneeeras 125

Figura 32. Animais recém-nascidos sobreviventes a sepse ndo apresentam aumento na producéo de IL-

Il o | oot [T o (oI o Lo SRR 127

Figura 33. Animais recém-nascidos sobreviventes a sepse ndo apresentam aumento na producéo de IL-

33 pelas células Linw e a células Alveolares Pulmonares do tipo Il (LinEpCAMY)

Figura 34. Células Lin de animais recém-nascidos sobreviventes a sepse possuem um alto perfil de

MELIIACA0 tOTAl O DINAL. ... ..ottt r e s et e s tesbesae e erenrens 131

Figura 35. Animais recém-nascidos sobreviventes a sepse ndo apresentam expansao nas células ILC2

(Innate LYMPhoCYLES CEIIS) ......ecviiiie ettt sttt st sttt s ae e be e aneearas 133

Figura 36. Pacientes pediatricos sobreviventes a sepse ndo apresentam expansdo das células



Lista de Abreviaturas



BAL
BMDM
BSA
CD
CCR
EDTA
Foxp3
GITR
IFN

IL

i.n.

.p.
P.a.
Log
PBS
RPMI
SBF
s.C.
SIRS
TGO
CK-MB
BUN
TGF-p
TNF
Tregs
NETs
AEC
ILC2
UTlIs
PRISM

DEREG
TCR
TLR
Pad4

rh

Lavado broncoalveolar

Macro6fagos derivado da medula 6ssea
Albumina derivada de soro bovino

Cluster of differentiation

Receptor de quimiocinas CC
Etilenodiaminotetracético

Fator de transcricao “forkhead Box P3”
Gene relacionado a familia do receptor TNF induzido por glucocorticéide
Interferon

Interleucina

Intranasal

Intraperitoneal

Pseudomonas aeruginosa

Logaritmo da funcdo matematica
Phosphate buffered saline

Meio de cultura para células 1640

Soro bovino fetal

Subcuténeo

Sindrome da resposta inflamatdria sistémica
Transaminase Glutamico Oxalacética
Creatinofosfoquinase MB

Nitrogénio ureico no sangue

Fator de crescimento e transformacao 3
Fator de necrose tumoral

Células T Reguladoras

Neutrophil Extracellular Traps

Alveolar epithelial cells

Type 2 Innate Lymphoid Cells

Unidades de terapia intensiva

Pediatric Risk of Mortality (PRISM) score

Depletion of Regulatory T cells mice
T Cell Receptor

Toll-like Receptor

Peptidyl arginine deiminase
Recombinant human



Sumario



1. INTRODUGAOD ..ottt sttt 33

I T oL ST UP RPN 33
1.2 FiSiopatologia da SEPSE .....ccveviiieieeiecie st e ettt ettt ra e nre e 33
1.3 NEULIOTIIOS € SEPSE ...eeuvreieeeie ettt sttt sttt e este e teanaesreesneeneesreeeeans 35
1.4 SEPSE PEUIALIICA ..o.vveveeeeieieeiie sttt et e st et esre e teetesneesreenesneenreeneeas 38
1.5 IMUNOSSUPIESSAOD POS-SEPSE. .uveeurerreireeeesseesreesteaseesseesseassesseesseassesseesseassessesseessesseessens 39

1.5.1 AsCAlulas T ReQUIAUOIES ........c.ccvevieiieiieie e 42

1.5.2 As células T Reguladoras e a Imunossupressao pOS-SEPSE........cvverreerveerverreennns 43

1.5.3 O papel do eixo citocinas do tipo 2/macr6fagos M2/Tregs .......ccovevevvevveivennnns 44
2. OBUIETIVOS ..ttt b et n e 47
2.1 ODJELIVO QEIAI ...t nre s 47
2.2 ODJetiVOS BSPECITICOS. ... cvieiiiieie ettt 47
3. MATERIAIS E METODOS ...t 50
UL ANIMAIS .ottt bbbttt ettt bbbt neene s 50
3.2 CUIUIa 08 DACLETIAS ....cveveeeeeiieie sttt 50
3.3 Modelo experimental de sepse € enNdOtOXEMIA .........ccevrereieereieese e 50
3.4 Avaliacdo do infiltrado neutrofilico NOS tECIdOS .........cccvvvveveieicee e, 51
3.5 Determinagdo das concentragies de CITOCINGS ..........eeveverierierierieriesiieieeie e 51

3.6 Avaliacdo da atividade das enzimas TGO (transaminase glutdmico oxalacética), CK-

MB (Creatinofosfoquinase MB), os niveis de BUN (Nitrogénio ureico no sangue) e

CrBALINING ...ttt bbbt bttt e et e bbbt e e e e 52
3.7 QUIMIOTAXIA TN VITIO .eevieiie ittt te e te e e neenraenneenee e 52
3.8 MICroscopia INTFrAVITAL ..........ccoiiiiiiiieiee e 52
3.9 ANAliSE NISTOIOGICA ...t 53

3.10 Isolamento de NEULTOTIIOS ....cooeeeeeeeeeeeeeee 53



3.11 Determinacgéo das concentra¢fes de 0Xido NItriCO........ccccvveivereiiieieese e 53

3.12 Determinacgédo da producao de eSpEecies reativas .........ccevveveeresieeieesesiiesieennens 54
3.13 Experimentos para avaliar o papel das NETs na susceptibilidade a sepse dos
INAIVIAUOS FECEM-NASCIOS ......oviiieieiiiieieee e 54
3.13.1 Tratamento COM FNDINGSE .........ccceiviiiiireiciie e 54
3.13.2 Tratamento cOmM Cl-AMIAING .......ccoiiiiieiiieee s 54
3.13.3 Quantificacdo das NETS (CFDNA/MPO) .....ccccoviieiieiieie e 54
3.13.4 Ensaio de atividade de DNase do plasma .........ccccccvvveeieeie v 55
3.13.5 Fagocitose das NETS pelos Macrofagos ........ccccvevveeeieeieiiie i 55
3.13.6 Imunofluorescéncia das NETS ..ot 56
3.13.7 Western blot da Histona He citrunilada ..., 56
3.14 Experimentos para avaliar as consequéncias da sepse em animais sobreviventes
....................................................................................................................................... 57
3.14.1 Fenotipagem das CEIUIAS TIEOS .....ccccerrireriiieirie e 57
3.14.2 Purificacédo das células T efetoras (CD4"CD25") e Tregs (CD4*CD25Y) .......... 58
3.14.3 Ensaio de supressdo in vitro com as celulas Tregs ......ccoovverevrernincieieecneenes 58
3.14.4 Diferenciacao in Vitro das CEIUIAS TTegs ......ooevrerereirereeee s 58
3.14.5 Ensaio de estabilidade das CElUIas Tregs ........coovrererriereneree e 58
3.14.6 Infegdo secundaria intranasal com P. @eruginosa ..........ccccevvereerenierienenesennenns 59
3.14.7 MOdelo tUMOTAl ......oviiiiiiiiee e 59
3.14.8 Marcacdo de Macrofagos M2 em animais sobreviventes a Sepse ........cccevveneen. 59
3.14.9 Co-cultura de macré6fagos com as células TCD4™CD25 .......cccccevvevevveveecvennnne. 60
3.14.10 Avaliagdo da metilag&o total do DNA ..o 61
3.14.11 Isolamento das CEIUIAS LiN- ..........ccooiiiiiiiieii e 61

3.14.12 Isolamento das células Alveolares Epitelials ............ccoovvieiiiiieniiencscn 61



3.14.13 Imunofenotipagem das células ILC2 (Type 2 Innate Lymphoid Cells) ............ 61

3.14.14 Analise de eXPreSSA0 JENICA ...vvcveieeireeieieesieeiesieeseeste e e sree e eesreesseaseesreeses 62
3.15 Analise de amostras dos pacientes SEPLICOS .......ccvvvverreereeieereeie e, 62
BL15.1 PACIENTES ...ttt e 62
3.15.2 Critérios de INCIUSAOD .........cviviiiiiiisiiiees s 63
3.15.3 Critérios de EXCIUSAD .........eiveiiiiieiiii it 63
3.15.4 CIasSifiCaGao CHINICA ........ccoueiieiicie e 64
3.15.5 Avaliacao da producao das NETS .....ccccoeieeiiiiie i 64
3.15.6 Fenotipagem das CEIUIAS TIeUS .....civveiveieiieie e 64
3.16 ANALISE ESTAAISTICA ...t 64
3.17 Preparo das SOIUGOES € FEAGENTES .......cveceeiieeiesie et 65
4 RESULTADOS ...ttt e b e e b nn e e nne e neenneas 69
4.1 Experimentos realizados com o modelo experimental de SEpSe .........ccecvvevveieennnn 69

4.1.1 Caracterizagéo das populacgdes celulares da resposta imune inata e adaptativa em
animais recém-nascidos € adUItOS ...........cccvveierierire s 69
4.1.2 Obtencdo e determinacdo do inoculo de bactérias para a inducdo da sepse
EXPEIMENTAL ...t 69
4.1.3 Padronizacdo do modelo de sepse em animais recém-nascidos ..............c......... 70
4.1.4 Os neutrofilos de camundongos recém-nascidos apresentam defeitos nos
mecanismos de migracao celular e producédo de espécies reativas .................... 75
4.1.5 A caracteristica da sepse em animais recém-nascidos é a elevada producgdo de
NETSs (Neutrophils Extracellular Traps) ........ccooeiereiiniinieninieienese s 79
4.1.6 A degradacdo das NETs melhora o desfecho da endotoxemia induzida por LPS

€M aNiMaAIS FTECEM-NASCIOS .. .oeeeeeeee e oot 85



4.1.7 A degradacdo das NETs ou a inibicdo da sua sintese melhora o desfecho da sepse
€M animais reCeM-NASCIOS. ........eiviririirreeieieie et 90

4.2 Experimentos realizados com amostras de pacientes ..........ccccocvevevieenesveseeseenenns 94
4.2.1 Concentracdo séricas das NETs correlacionam-se com a severidade da sepse
0110 LT LA [ OSSOSO 94

4.3 Experimentos realizados em animais SObreviventes @ SEPSe ........cevvvevereereerveannenns 96
4.3.1 Caracterizacdo dos animais recém-nascidos e adultos sobreviventes a sepse
........................................................................................................................... 96

4.3.2 Padronizacdo da infecdo pulmonar secundaria a sepse com P. aeruginosa
........................................................................................................................... 97

4.3.3 Células T CD4" de animais recém-nascidos sobreviventes a sepse ndo exibem
disfuncdo celular inata nem adaptativa .............cccceveveeie i, 100

4.3.4 Em animais recém-nascidos sobreviventes a sepse ndo ocorre expansao de
CEIUIAS TTEUS .ttt et 102

4.3.5 Animais recém-nascidos sobreviventes a sepse possuem menor crescimento
L0040 - | SR 108

4.3.6 Diferenciacdo in vitro das células Tregs ocorre de maneira independente da
o= T USSR 111

4.3.7 Animais recém-nascidos apresentam menor manutencdo da estabilidade das
CEIUIAS TreGS IN VITIO ..o 115

4.3.8 Incremento na metilagdo total do DNA nas células T convencionais de animais
recém-nascidos SODIEVIVENTES & SEPSE.....c.vvviriireriiieeie e 117

4.3.9 Os macrofagos de animais recém-nascidos sobreviventes ndo séo polarizados

para 0 PErfil M2 iN VIVO........ccoviiiiieieee et 119



4.3.10 Polarizacdo in vitro dos macrofagos M2 ocorre de maneira independente da

4.3.11 Niveis da IL-33 e marcadores de macréfagos polarizados para o perfil M2 nédo

sdo alterados em animais recém-nascidos sobreviventes a sepse

4.3.12 Reducdo na producdo de IL-33 nas células Alveolares Epiteliais de animais

recém-nascidos sobreviventes

4.3.13 Células Lin- isoladas de animais recém-nascidos sobreviventes a sepse
apresentam um sustentado perfil de hipermetilacdo total do DNA .................. 130
4.3.14 Animais recém-nascidos sobreviventes a sepse ndo apresentam expansao das
células ILC2 (Type 2 Innate Lymphoid CellS) .......cccccvivieviieiiiiiieeceeecee, 132

4.4 Experimentos realizados com amostras de pacientes sobreviventes a sepse

4.4.1 Pacientes pediatricos sobreviventes a sepse ndo apresentam expansao de células

Tregs e incremento na producao de 1L-33 ........ccoiieiieii i 134
DISCUSSAD ...ttt s s, 138
CONCLUSAO ...ttt enaeen 153
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........vvoiveeeoeveeeeereeeeeeesesses s sssannenions 156
] =0 1O 170

8.1 Figura suplementar 1. Caracterizagdo celular em animais recém-nascidos e adultos
naives
8.2 Figura suplementar 2. Padronizacdo da dose de bactéria para a inducdo da sepse em

animais recém-nascidos e adultos



8.3 Figura suplementar 3. Ativacdo dos neutrdfilos e expressdo da Padi4 em pacientes
pediatricos

8.4 Figura suplementar 4. Recuperacdo da sepse ap0s o tratamento antibiotico

8.5 Figura suplementar 5. Padronizacao do desafio com P. aeruginosa em animais recém-
nascidos e adultos

8.6 Figura suplementar 6. Caracterizacdo imunofenotipica das populacdes de macréfagos
da cavidade peritoneal de animais recém-nascidos pds-sépticos

8.7 Figura suplementar 7. Macrdfagos peritoneais pequenos de animais recém-nascidos
sobreviventes a sepse apresentam reducdo dos marcadores do perfil M2

8.8 Tabela suplementar 1. pD2 da curva de concentracdo dose-resposta e fenilefrina (10-
10-10-5 mol/L) 6 horas apds sepse

8.9 Tabela suplementar 2. Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes adultos e
pediatricos

8.10 Tabela suplementar 3. Caracteristicas demogréaficas e clinicas dos pacientes
adultos e pediatricos sobreviventes a sepse

8.11 Certificado de aprovacéo pelo Comité de Etica em Pesquisa-FMRP



Introducao



INTRODUGAO

1. INTRODUCAO

1.1 Sepse

Sepse, do grego septikos (putrefacdo de matérias ou tecidos organicos) (Majno, 1991),
é definida como uma disfuncéo orgéanica potencialmente fatal causada por uma resposta imune
desregulada a uma infeccdo (Cohen, 2002; Singer et al., 2016). Na maioria das vezes em que 0
hospedeiro ¢é infectado por microrganismos, a resposta inflamatdria local é satisfatdria para
controlar e eliminar os agentes infecciosos. Contudo, quando a resposta nao € eficiente, ocorre
disseminacdo dos microrganismos para a circulacdo, os quais induzem uma resposta
inflamatdria sistémica e lesdo organica levando ao quadro de sepse. Apesar dos avangos nos
estudos sobre a fisiopatologia da sepse, a incidéncia da doenca aumenta com o passar dos anos
(Kumar et al., 2011), decorrendo tanto de infeccBes bacterianas quanto fungicas e virais

(Vincent et al., 2006; Jean-Baptiste, 2007).
1.2 Fisiopatologia da sepse

A resposta do hospedeiro e as caracteristicas intrinsecas do microrganismo sao fatores
importantes para o desenvolvimento da sepse. Assim, a progressdo da sepse ocorre quando o
hospedeiro ndo consegue conter a infeccdo primaria, por exemplo, pela presenca de
superantigenos ou quando 0 microrganismo € resistente a opsonizacéo, a fagocitose ou a terapia
antibiotica (Stearns-Kurosawa et al., 2011). A resposta imune inata na sepse é facilitada pela
ativacgdo de receptores coletivamente denominados de receptores de reconhecimento de padrdes
ou PRRs (do inglés, pattern recognition receptors) encontrados em diversas populacoes
celulares, entre elas macrofagos, neutréfilos e células dendriticas, sendo uns dos membros mais
importantes os receptores do tipo Toll (do inglés, Toll-like receptors, TLRs) (Poltorak et al.,
1998; Medzhitov, 2007). A resposta destes receptores é altamente dindmica e pode ser iniciada
pelo reconhecimento de estruturas conservadas denominadas de padrdes moleculares

associados a patogenos (do inglés, PAMPs, pathogen-associated molecular patterns) (Bone et
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al., 1992; Medzhitov, 2007; Medzhitov et al., 2012) tais como o LPS (lipopolissacarideo) ou
de padres moleculares associados ao dano (do inglés, DAMPs damage-associated molecular
patterns) tais como fragmentos de mitocondria, DNA ou ATP liberado pelos tecidos lesados
(Singh e Evans, 2006; Hauser e Otterbein, 2018). A ativacdo desses receptores, PRRs,
desencadeia a producdo de citocinas e quimiocinas assim como a sintese de moléculas de adeséo
na superficie de células endoteliais, eventos essenciais no recrutamento de outras células para
o local da inflamacdo e o controle dos agentes infecciosos (Johnston et al., 1995; Kubes, 2002;
Majewska e Szczepanik, 2006). Contudo, durante a sepse, ocorre uma hiperinflamacéo
resultante da producdo de altas concentracdes de mediadores pro-inflamatorios que sao
responsaveis, em parte, pelas alteracdes fisiopatologicas associadas a sepse, tais como a
coagulacao vascular disseminada, ativacdo aberrante das plaquetas, sindrome de disfuncdo de
maultiplos 6rgdos, vasodilatacao periférica/hipotensao e a hipoperfuséo renal (Dinarello, 1997,
Singh e Evans, 2006; De Montmollin e Annane, 2011; Surbatovic et al., 2013; Wang et al.,

2018).

Dentre os mediadores pré-inflamatoérios produzidos durante a sepse, destacam-se o fator
de necrose tumoral- o (TNF- a) e as interleucinas IL-1p, IL-8 e IL-6. Tem sido descrito que a
liberacdo inicial desses mediadores € acompanhada por uma resposta anti-inflamatéria
compensatdria do organismo, através da producao de mediadores anti-inflamatorios, como IL-
4, 1L-10 e IL-13. Esta produgdo de citocinas anti-inflamatdrias permite a homeostase do sistema
imune apos o processo infeccioso, porém seu aumento é responsavel pela inibicdo de fungdes
importantes envolvidas no controle imune das infecgbes (Adib-Conquy e Cavaillon, 2009).
Assim, o desequilibrio da resposta imune em favor da resposta anti-inflamatéria pode resultar
em um quadro de imunossupressao, o qual falaremos mais adiante. De maneira complementar,
a infiltragéo tissular de células inflamatdrias, tais como os neutrofilos, € outro fator importante
na fisiopatologia sepse, que através da liberacdo de citocinas e producéo de espécies reativas
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de oxigénio ou nitrogénio contribuem para a disfuncéo de organica, uma das marcas registradas
da sepse (do inglés, Reactive Oxygen/Nitrogen Species) (Fink, 2002; Brown et al., 2006; Huet

etal., 2011; Souto et al., 2011).
1.3 Neutrofilos e Sepse

Diversos estudos demonstraram que neutréfilos de animais submetidos a sepse ou ao
choque endotoxémico por LPS apresentam um comprometimento na sua capacidade de migrar
para o foco infeccioso, evento denominado de faléncia da migracdo de neutrofilos. Dados de
nosso grupo demonstraram a importancia da sinalizacao através de TLR2, TLR4 e TLR9 em
neutrofilos, para a internalizacdo dos receptores quimiotaticos (Alves-Filho et al., 2006; Alves-
Filho et al., 2008; Trevelin et al., 2012) e posterior desenvolvimento da faléncia na migracao.
Os mecanismos responsaveis por essa falha na capacidade de migracdo dos neutrofilos estdo
associados a internalizacdo de receptores quimiotaticos, como o0 CXCR2. Esta internalizacéo é
consequéncia da producdo excessiva de 6xido nitrico (NO), devido a inducdo da enzima 6xido
nitrico sintase induzivel (iINOS). O NO ativa, sequencialmente, a guanilato ciclase e as quinases
de receptores ligados a proteina G (GRKs) promovendo a internalizacdo dos receptores
(Benjamim et al., 2000; Arraes et al., 2006; Rios-Santos et al., 2007; Paula-Neto et al., 2011).

Esses eventos estdo diretamente associados a severidade da sepse € ao risco de 6bito.

Adicionalmente a expressdo diminuida de CXCR2, Souto e colaboradores (2011)
demostraram, em um modelo de sepse induzida por CLP (Cecal Ligation and Pucture) em
camundongos, que os neutrdfilos apresentam maior expressdo do receptor CCR2 de maneira
dependente de NF-kB, evento que esteve associado com a migracdo dos neutrofilos para sitios
ndo relacionados a infec¢do, como coracdo, pulmdes e rins. De maneira interessante, 0s autores
observaram que a inibi¢do farmacologica ou deficiéncia genética de CCR2 levava a melhora na
sobrevida dos animais. Além disso, como observado em modelos experimentais de sepse,

neutrofilos de pacientes sépticos também apresentam uma reducédo significativa da resposta
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quimiotaxica in vitro induzida por diferentes estimulos, como IL-8, LTB4 e fMLP (Tavares-
Murta et al., 2002). Em suma, a faléncia da migracao de neutréfilos (in vitro e in vivo) esta
correlacionada com a perda do controle local da infeccdo e consequente disseminacao
bacteriana, gerando uma resposta inflamatdria sistémica seguida da morte do hospedeiro
(Benjamim et al., 2000; Tavares-Murta et al., 2002) A participacdo dos neutréfilos na

fisiopatologia da sepse estdo resumidos no Esquema 1.

Non-severe sepsis Severe sepsis

CXCR2
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Esquema 1. Participacdo dos neutrofilos na fisiopatologia da sepse. (Sonego et al., 2016).

Recentemente, um novo mecanismo efetor dos neutréfilos chamado de armadilhas
extracelulares dos neutrofilos ou NETS (do inglés, Neutrophils Extracellular Traps, NETSs), tem
sido reportado (Brinkmann et al., 2004). As NETs sdo uma parte importante nos mecanismos
de defesa inatos e estdo associadas com o controle das infe¢des (Brinkmann et al., 2004; Fuchs
et al., 2007; Bianchi et al., 2009). As NETs sdo caracterizadas como uma matriz de DNA

extracelular complexado com proteinas, tais como MPO ou elastase e histonas, liberadas pelos
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neutrofilos para o controle dos fatores de viruléncia e o killing de microrganismos num processo
conhecido como NETose (Brinkmann et al., 2004). A NETose é um processo biologico
finamente regulado pela enzima Pad4 (do inglés, Peptidyl arginine deiminase 4) que pode
resultar na liberacdo das NETSs dependente ou independente da morte celular (Li et al., 2010).
Especificamente, estimulos tais como PMA ou cristais de colesterol, induzem a liberacéo tardia
das NETs associada com a morte celular atraves de um mecanismo dependente de ROS (Jorch
e Kubes, 2017), ao passo que a ligacéo de agonistas dos receptores do tipo Toll ou a ativacao
do TLR4 via plaquetas, induzem a liberacdo precoce das NETs independente tanto da morte

celular como do ROS (Li et al., 2010; Jorch e Kubes, 2017), como apresentado no esquema 2.
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Esquema 2. Mecanismos de liberacdo das NETSs, de maneira dependente ou independente

de ROS. (Jorch e Kubes, 2017)

Apesar de que as NETs tem sido consideradas primariamente como um mecanismo
protetor contra uma ampla variedade de patégenos, crescentes evidéncias tem demostrado a
participacdo das NETs como elemento chave na patogénese da disfuncdo organicas em varios

processos patologicos como a artrites reumatoide, a pancreatite aguda e a diabetes (Khandpur
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et al., 2013; Merza et al.,, 2015; Wong et al., 2015). Ainda, no contexto dos adultos,
recentemente nosso grupo demostrou o papel essencial das NETs na inducdo das lesdes
organicas associadas a sepse (Czaikoski et al., 2016), no entanto, o papel das NETs na
disfuncdo organica e na susceptibilidade associada a sepse em individuos recém-

nascidos/pediatricos € ainda desconhecido, sendo uns dos objetivos do nosso projeto.
1.4 Sepse pediéatrica

A sepse é uma das principais causas de morte em pacientes pediatricos no mundo, sendo
responsavel por mais de 7,5 milhGes de mortes anuais (Watson et al., 2003; Kissoon et al.,
2011; Hartman et al., 2013; Ruth et al., 2014). Os recém-nascidos sdo particularmente
susceptiveis a sepse apresentando um maior risco de mortalidade (Thaver e Zaidi, 2009; Goenka
e Kollmann, 2015; Liu et al., 2015; Kan et al., 2016; Wynn, 2016; Shane et al., 2017). Contudo,
apesar do alto impacto da sepse na populagdo pediatrica, 0s mecanismos moleculares e alvos
terapéuticos especificos para o seu tratamento continuam pouco esclarecidos. Ainda,
experimentalmente, devido as dificuldades técnicas inerentes a modelos experimentais de sepse
em animais recém-nascidos, existem poucos trabalhos na literatura acerca deste assunto. O
modelo experimental mais amplamente utilizado no estudo de sepse, CLP (do inglés, Cecal
ligation and Puncture), ndo é aplicavel nestes animais por diversos motivos: incompleta
formagdo da microbiota intestinal; a manipulacdo excessiva durante a cirurgia que gera
alteracdes de odor e aumenta a chance de rejeicdo e/ou canibalismo pela mée e a cirurgia
propriamente dita, que é tecnicamente dificil em camundongos muito jovens (Wynn et al.,

2007a).

Em relacdo a alta susceptibilidade dos individuos recem-nascidos a sepse, a hipotese
prevalente na literatura descreve que o principal responsavel é o status imaturo do sistema
imune de neonatos e criancas (Adkins et al., 2004; Levy, 2007; Prabhudas et al., 2011; Sharma

et al., 2012). Contudo, um dos achados principais da sepse em individuos recém-nascidos é a
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exacerbada resposta inflamatoria (Zhao et al., 2008). Neste sentido, tem sido demostrado que
células do corddao umbilical, mondcitos/macrofagos ou células dendriticas isoladas de
individuos recém-nascidos produzem maiores concentracdes de citocinas pro-inflamatorias
apos estimulacdo com LPS quando comparadas a aquelas dos adultos (Angelone et al., 2006;
Vanden Eijnden et al., 2006; Caron et al., 2010; Colon et al., 2019). Adicionalmente, durante
0 choque séptico, células mieloides supressoras neonatais mudam seu status inflamatorio
contribuido com a resposta hiperinflamatdria e o curso fatal da sepse (Heinemann et al., 2017).
Portanto, estas evidéncias demostram que o reconhecimento dos PAMPs e a montagem da
resposta imune inata nos individuos recém-nascidos ndo estd comprometida. Em funcdo disto,
nosso trabalho visa estudar os mecanismos imunopatoldgicos envolvidos na sepse nesta fase

da vida.
1.5 Imunossupressao pos-sepse

Conforme mencionado acima, na fase aguda da sepse, a alta mortalidade esta associada
com a intensa resposta inflamatdria sistémica com marcada liberacdo de NETs e disfuncéo
maltipla de 6rgdos. Nos individuos adultos, este quadro de inflamacdo sistémica, além de
mediar as lesbes nos Orgdos vitais e o colapso cardiovascular, mais tardiamente pode
desencadear um quadro de “imunoparalisia” nos individuos sobreviventes, caracterizado pela
sintese de diversos mediadores que possuem atividades anti-inflamatdrias, como 1L-10, IL-4 e
IL-13 (Ward et al., 2008), os quais podem levar ao desenvolvimento de uma condi¢do de
imunossupressao, incrementando o risco de desenvolvimento de infec¢Bes secundarias por
patdgenos oportunistas (Meakins et al., 1977; Goldie et al., 1995; Kox et al., 2000; Adib-

Conquy e Cavaillon, 2009; Otto et al., 2011; Hotchkiss et al., 2013; Wang et al., 2014).

A primeira evidéncia do desenvolvimento da imunossupressdo apos sepse em adultos
foi reportado por Meakins e colaboradores em 1977 (Meakins et al., 1977). Adicionalmente,

evidéncias epidemioldgicas indicaram que individuos adultos sobreviventes a sepse apresentam
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um risco maior de morte nos cinco anos subsequentes, quando comparado com os individuos
controles (Sasse et al., 1995; Quartin et al., 1997; Wang et al., 2014). Ainda, pacientes
sobreviventes a sepse tem maior risco de adquirir uma infeccdo secundaria em até cinco anos
apos a alta hospitalar (Cuthbertson et al., 2010). Este risco tem sido tipicamente associado com
a falha no controle das infe¢Ges secundarias, (Hotchkiss et al., 2013), como aquelas causadas

por Candida sp (Sasse et al., 1995; Otto et al., 2011).

Nos ultimos anos, com o intuito de entender os eventos imunologicos envolvidos no
desenvolvimento deste quadro de imunossupressao, foram desenvolvidos modelos
experimentais que reproduzem estas observacgdes clinicas cronicas da sepse. Dentre eles, estdo
os chamados “two-hit models” caracterizados pela indu¢do de sepse induzida por infeccédo
pulmonar por Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Legionella pneumophila ou Aspergillus fumigatus. Usando esses modelos foi demostrado que
animais adultos sobreviventes a sepse apresentam uma maior susceptibilidade as infecdes
secundarias causadas por diferentes patégenos, tais como, P. aeruginosa, A. fumigatus e L.
pneumophila (Benjamim et al., 2003; Nascimento et al., 2010; Hoogerwerf et al., 2011,
Hotchkiss et al., 2013). Ainda, Muenzer e colaboradores, usando modelos de pneumonia,
demonstraram que animais submetidos a sepse 15 dias antes, apresentaram uma taxa de
mortalidade de 95%, apresentando maior taxa de apoptoses dos linfocitos B e T e menor
concentracdo plasmaética de IL-6 e MCP-1(Muenzer et al., 2006). Notavelmente, animais
adultos sobreviventes a sepse letal apresentam reducdo na capacidade de montar uma resposta
de hipersensibilidade tardia, bem como um comprometimento na resposta imune contra

tumores (Venet et al., 2008; Cavassani et al., 2010; Nascimento et al., 2010).

Os mecanismos pelos quais a susceptibilidade as infegdes secundarias estd aumentada
depois da sepse nao sdo totalmente entendidos. No entanto, foi verificado que células do baco

de pacientes que morreram de sepse apresentam uma reduzida resposta a diversos estimulos
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policlonais. Foi observada uma reducéo expressiva das células T CD4* e CD8" e de moléculas
responsaveis pela apresentacdo do antigeno e ativacdo de linfécitos, como HLA-DR e CD80,
além do aumento da expressdo de moléculas como PD-1 (do inglés, Programmed cell death 1)
e o seu ligante PD-L1. Desta forma, pacientes que morreram de sepse apresentaram disfuncdes
nas células imunes, o que ndo foi observado nos pacientes que morreram de causas nao
relacionadas a sepse (Boomer et al., 2011). Ainda, células do sangue periférico de pacientes
com sepse grave ou choque séptico apresentaram reducdo da producdo de citocinas pro-
inflamatdrias apos estimulacdo com LPS (Brunialti et al., 2006). Em suma, estudos clinicos e
experimentais sugerem que a susceptibilidade pode ser explicada por trés fatores: excessiva
producdo de mediadores anti-inflamatorios (Vincent et al., 2013), disfuncdo imune adaptativa
(Hotchkiss et al., 2013) e, mais recentemente, expansdo de populacdes celulares especificas,
como as células T Reguladoras (Venet et al., 2009; Cavassani et al., 2010; Nascimento et al.,
2010) e os macréfagos do tipo Il (Nascimento et al., 2017). Dados do nosso grupo de pesquisa
sugerem que o grau de severidade da sepse € um fator importante para o desenvolvimento da
imunossupressao tardia em individuos adultos. Contudo, dados preliminares do nosso grupo
indicaram que animais recém-nascidos sobreviventes a sepse, embora tenham apresentado na
fase aguda altas concentracbes sisttmicas de mediadores inflamatérios e maiores
comprometimento tecidual e mortalidade, ndo desenvolveram o quadro de imunossupresséo.
Especificamente, demostramos que camundongos recém-nascidos sobreviventes a sepse e
inoculados via intranasal com P. aeruginosa 15 ou 30 dias apds o episddio séptico,
apresentaram uma sobrevida préxima de 80%, enquanto que os adultos apresentaram 0%
(Esquema 3), sugerindo que a disfuncdo imune induzida pela sepse pode ser um evento
dependente da idade. Entretanto, o entendimento dos mecanismos envolvidos na relagao deste

fendmeno biologico com a idade ainda é desconhecido.
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Esquema 3. Camundongos recém-nascidos sobreviventes a sepse sao resistentes a infecéo
secundaria. Camundongos adultos e recém-nascidos foram infectados via i.n. com P.
aeruginosa 15 dias ap0s a sepse e a sobrevida foi avaliada diariamente por um periodo de 10

dias. (Col6n DF, 2015)
1.5.1 Ascélulas T Reguladoras

As células TCD4*Foxp3* (Tregs) desempenham um papel fundamental no processo de
tolerancia periférica. Elas podem ser classificadas, segundo sua ontogenia, em Tregs naturais
ou timicas, aquelas originadas no timo a partir do processo de tolerancia central, e as Tregs
periféricas ou extra timicas, aquelas diferenciadas a partir de células TCD4" naives na presenca
de TGF-B em orgéos linfoides periféricos (Thornton e Shevach, 2000; Mills, 2004; Liu et al.,

2011).

A diferenciacdo fenotipica das células Tregs é regulada tanto por mecanismos
moleculares quanto epigenéticos. Neste sentido, estudos recentes tém demonstrado o
importante papel da sinalizacdo via TCR (T Cell Receptor) (Kretschmer et al., 2005; Mucida et
al., 2005; Gottschalk et al., 2010), CD25/IL-2 (Davidson et al., 2007; Zheng et al., 2007; Guo
et al., 2008) e da via TGF-BR/TGF-B (Chen et al., 2003; Kretschmer et al., 2005; Mucida et al.,
2005) na diferenciacdo, estabilidade e sobrevivéncia das células Tregs. Estas vias sinalizam por

mecanismos dependentes da ativagdo das vias intracelulares PI3K/Akt/mTOR (Haxhinasto et
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al., 2008; Sauer et al., 2008; Delgoffe et al., 2009; Chapman e Chi, 2014) (Bensinger et al.,
2004; Walsh et al., 2006) e STAT-5/Smad3 (Tone et al., 2008). De maneira complementar,
recentes trabalhos tém verificado que a estabilidade da expressdo do Foxp3 associa-se,
adicionalmente, com o nivel de regulacdo epigenética nas sequéncias conservadas ndo
codificantes (CSN) no locus do Foxp3. Assim, estudos avaliando o status de metilacdo do
genoma (Sakaguchi et al, 2014) demostraram que durante o processo de desenvolvimento das
células Tregs ocorrem hipometilacGes graduais nas regides CSN1, CNS2 e CNS3 do Foxp3.
Estas hipometilagdes podem agir como “enhancers”, contribuindo para a expressdo estavel de
genes chaves no desenvolvimento e funcédo das células Tregs, que incluem Ctla4, 112ra e Lkzf4,

além do Foxp3 (Morikawa e Sakaguchi, 2014).
1.5.2 Ascélulas T Reguladoras e a Imunossupressao pos-sepse

Embora as células Tregs constituam uma pequena porcentagem da populacéo total de
linfécitos T, elas apresentam potentes propriedades imunoreguladoras sobre 0s mecanismos de
ativacdo celular, estando associadas com as disfuncbes da resposta imune adaptativa em
individuos sobreviventes a sepse (Nascimento et al., 2010). Refor¢ando esta associacdo, a
literatura descreve o aumento da frequéncia das células Tregs no sangue e bago durante a sepse,
tanto em modelos experimentais quanto em pacientes sépticos. Além disso, ha uma correlacdo
inversa entre o incremento das células Tregs e a sobrevivéncia ao longo prazo de individuos
sobreviventes a sepse (Monneret et al., 2003; Scumpia et al., 2006; Venet et al., 2008; Venet
et al., 2009). Corroborando estes achados, nosso grupo demonstrou que animais sobreviventes
a sepse apresentam maior frequéncia de células Tregs no bacgo, a qual se associou uma maior
susceptibilidade a infeccao secundaria por L. pneumophila. A inibigdo da capacidade supressora
das células Tregs, usando o anticorpo anti-DTA-1, reduziu os mecanismos de defesa dos
animais e reduziu significativamente a mortalidade dos animais em consequéncia de uma

infecdo secundaria (Nascimento et al., 2010). Em concordancia, o bloqueio da expressédo do
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Foxp3 usando iRNA, restaurou a proliferacdo das células T ap6s a ocorréncia da sepse (Venet

et al., 2009).
1.5.3 O papel do eixo citocinas do tipo 2/macréfagos M2/Tregs

Os macrofagos compreendem uma populacéo heterogénea de células (Liu et al., 2006);
sendo que esta heterogeneidade depende, em parte, do estimulo presente no microambiente em
que estas células se desenvolveram (Gordon, 2003; Gordon e Martinez, 2010). Nesse sentido,
0s macréfagos podem ser fenotipicamente polarizados dentro de um espectro de ativacdo que
envolve dois extremos: macréfagos M1 (ou ativados classicamente) e macréfagos M2 (ou tipo
Il, ativados alternativamente) (Mantovani et al., 2004; Gordon e Taylor, 2005). Esses dois
polos de ativacdo dos macrofagos ndo sao eventos terminais e sim um continuo estado funcional
destas células que se modifica durante as fases do processo inflamatério, havendo o predominio
de um tipo de macrofago de acordo com o conjunto de citocinas e quimiocinas predominante
no microambiente inflamatorio (Mantovani et al., 2002; Biswas e Mantovani, 2010).
Recentemente grande atencéo tem sido dada aos macrdfagos do perfil M2. Classicamente, as
citocinas do tipo 2 (como a IL-4 e IL-13) promovem a polarizacdo alternativa dos macréfagos.
Estas citocinas ligam-se ao complexo do receptor de I1L-4 tipo | e 11 levando a fosforilagéo de
STATS, o qual é requerido para o desenvolvimento de células Th2 e também macréfagos M2

(Kaplan et al., 1996; Biswas e Mantovani, 2010).

Em adigéo, outra citocina, a IL-33, tem sido descrita como um elemento importante na
polarizacdo de macrofagos M2. A IL-33 é uma citocina pertencente a familia da IL-1 que induz
producéo de diversas citocinas do padrdo Th2 (Schmitz et al., 2005). De fato, o ST2, receptor
da IL-33, € expresso em células Th2, mas ndo em células Thl (Xu et al., 1998; Schmitz et al.,
2005). De maneira interessante, dados da literatura demonstram o aumento do ndmero de
macrofagos M2 em pacientes sépticos (Takahashi et al., 2004; Hotchkiss e Nicholson, 2006).

Neste contexto, nosso grupo descreveu pela primeira vez a importancia do eixo IL-33/M2/Tregs
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na génese da imunossupressao induzida pela sepse em individuos adultos. Especificamente, nos
demostramos que animais ST2” sobreviventes a sepse nio desenvolvem imunossupressao, ao
passo que o tratamento de animais selvagens com IL-33 potencializa o desenvolvimento da
imunossupressao. Ainda, a IL-33 liberada durante a sepse ativa as células mieloides inatas do
tipo 2 (do inglés, type-Il Innate Lymphoid Cells, ILC2s) as quais promovem a polarizacdo dos
macrofagos para o perfil M2, levando a expansao das células Tregs via IL-10. De maneira
adicional, amostras de sangue obtidas de pacientes adultos sobreviventes a sepse, apresentaram
incremento nos niveis séricos de IL-33 e IL-10, associados com o incremento na frequéncia das
células Tregs (Nascimento et al., 2017). Apesar da demonstracdo dos possiveis mediadores
envolvidos na expansao das células Tregs apos a sepse, em individuos adultos, o papel do eixo
de citocinas do tipo 2/M2/Tregs nas consequéncias tardias durante a sepse pediatrica ainda

ndo tem sido estudada, apresentando-se como um importante objetivo do nosso trabalho.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho foi investigar os mecanismos fisiopatoldgicos
envolvidos na susceptibilidade dos individuos recém-nascidos a sepse assim como 0S
mecanismos imuno-moleculares envolvidos nas consequéncias tardias da sepse em individuos

recém-nascidos.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Fasel

2.2.1.1 Estabelecer 0 modelo de sepse em animais recém-nascidos;

2.2.1.2 Avaliar os mecanismos efetores dos neutrofilos de animais recém-nascidos durante
a sepse;

2.2.1.3 Avaliar e caracterizar os mecanismos associados com a producdo das NETS
(Neutrophils Extracellular Traps) em neutréfilos de individuos recém-nascidos;

2.2.1.4 Estudar o papel das NETs no dano orgéanico induzido pela sepse em individuos
recém-nascidos;

2.2.2 Fase ll

2.2.3 Determinar a frequéncia das células T Reguladoras, de macro6fagos M2 e o perfil de
citocinas tipo 2 (IL-4, IL-13, IL-33 e IL-10) em camundongos e humanos, recém-
nascidos e adultos, sobreviventes a sepse;

2.2.4 Avaliar as vias intracelulares (STATS5, Smad3, NFAT e CREB/AFT) envolvidas na
diferenciacdo das células T Reguladoras de camundongos e humanos, recém-
nascidos e adultos, sobreviventes a sepse;

2.2.5 Avaliar as vias intracelulares (receptor MR: CD206, STAT®6 e arginase) envolvidas
na polarizagdo de macrofagos M2 em camundongos recém-nascidos e adultos

sobreviventes a sepse;
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2.2.6 Avaliar o status de ligacdo de fatores de transcricdo (NFAT, Smad3, CREB/AFT e
STAT5) nos elementos CNS1, CNS2 e CNS3 no locus Foxp3 em individuos recém-
nascidos e adultos sobreviventes a sepse;

2.2.7 Auvaliar as modificacOes epigenéticas no l6cus Foxp3 em individuos recém-nascidos

e adultos sobreviventes a sepse.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Camundongos isogénicos recem-nascidos (duas semanas de idade) e adultos (6 semanas
de idade) da linhagem C57/BL6 foram utilizados. Todos os animais foram obtidos no Biotério
Central do campus da Universidade de S&o Paulo, em Ribeirdo Preto, e mantidos ao longo do
experimento no Biotério de Experimentacdo do Departamento de Farmacologia da FMRP-USP,
em condicdes de temperatura de 23-25°C, ciclo de claro/escuro de 12 horas, com acesso livre a

agua e racdo ad libitum.
3.2 Cultura de bactérias

O conteudo cecal de um animal adulto C57BL/6 foi isolado, filtrado numa gaze estéril
cultivado no meio infusdo de coragdo e cérebro (do inglés, BHI, Brain and Heart Infusion
broth), durante cinco dias, a 37°C. A cultura foi lavadas cada 24 horas com PBS por meio de
centrifugacdo (3000 g, 15 minutos, 23°C) e ap06s 5 dias, as bactérias foram aliquotadas,
liofilizadas e congelas a -20°C até a realizacdo dos experimentos. No momento do experimento,
cada aliquota de bactéria foi descongelada e crescida no meio BHI a 37 °C por 24 horas. Ap6s
ser lavadas duas vezes com PBS 1x, as bactérias foram suspensas em salina 0,9% estéril e a
quantidade de bactérias foi determinada pela avaliacdo da absorbancia a 600nm usando um

espectrofotdmetro (Molecular Devices, Sunnyvale, USA).
3.3 Modelo experimental de sepse e endotéxemia

Uns dos objetivos do nosso estudo foi estabelecer um modelo de sepse pediatrica que
emulasse a alta susceptibilidade dos pacientes pediatricos a sepse comparado com os adultos.
Para isto, animais recém-nascidos e adultos foram inoculados i.p. com salina (grupo Sham) uma
suspensdo bacteriana (de 4 x 10’UFC/cavidade até 4 x108 UCF/cavidade) (grupo Séptico). A

sobrevida foi avaliada diariamente até por 5 dias e ao final deste periodo os animis remanentes
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foram eutanasiados pela aplicacdo de Ketamina/Xylazina (>100 mg/kg, s.c.) seguida de
deslocamento cervical. Para 0 modelo de endotoxemia induzida pelo LPS, os animais
receberam uma dose de LPS de 30 mg/kg ou 35mg/kg i.p. Apos estandardizacdo do modelo, a
dose de 2 x 108 UFC/cavidade foi usada para a induc&o da sepse no subsequentes experimentos.
Nos experimentos realizados com o uso de antibidtico, os animais foram tratados com
Ertapenem sédico i.p. (30mg/kg para os adultos e 15 mg/kg para os recém-nascidos) seis horas
apos inducao da sepse e a partir deste momento a cada 12 horas por 3 dias. Biomarcadores para
associados a funcdo organica foram avaliados periodicamente, bacteremia, carga bacteriana
foram avaliados. Adicionalmente, a funcdo dos neutroéfilos foi avaliada tanto in vitro como in

vivo.

No modelo de sepse, a bacteremia e carga bacteriana foram avaliados 6 horas apés
inducdo da sepse. Brevemente, o sangue (colhidas do seio venoso supraorbitario) ou exsudato
da cavidade peritoneal (obtido por meio de lavagem da mesma com PBS estéril contendo 1mM
EDTA) foi semeado em placas de Petri contendo agar Mueller-Hinton (Oxoid Limited,
Hampshire, UK) e incubados a 37°C. O numero de unidades formadoras de colénia (UFC) foi
avaliado apo6s 24 horas. Os resultados foram expressos como o logaritmo das UFCs por

cavidade peritoneal ou por mililitro de sangue.
3.4 Avaliacdo do infiltrado neutrofilico nos tecidos

A atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) foi usada como indice bioquimico do

infiltrado neutrofilico em tecido pulmonar, como previamente descrito (Souza et al., 2001).
3.5 Determinacéao das concentracdes de citocinas

As concentracdes de citocinas no soro ou nos homogeneizados de tecidos foi
determinada por ELISA, usando anticorpos da marca R&D Systems de acordo com as

recomendacdes do fabricante. A densidade oOtica de cada amostra individual foi avaliada a 450
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nm usando um espectrofotdmetro (SpectraMax 250, Molecular Devices, CA), como

previamente descrito (Cunha et al., 2008).

3.6 Avaliacéo da atividade das enzimas TGO (Transaminase glutamico oxalacética),
CK-MB (Creatinofosfoquinase MB), os niveis de BUN (Nitrogénio ureico no

sangue) e Creatina

Os animais foram eutanasiados 6 horas (apds inducdo da sepse) ou 3, 6, 9, ou 18 horas
(apds inoculacdo com LPS), respectivamente. Posteriormente, o soro foi coletado para avaliar
a funcdo hepética, cardiaca e renal foram realizadas dosagens de TGO, CK-MB,
BUNY/Creatinina respectivamente. A avaliacdo das concentracfes séricas foi realizado atraves
de um ensaio colorimétrico enzimatico comercial (LABTEST Diagnostica-Brasil) como
previamente descrito (Freitas et al., 2011). Os valores foram expressos em U/L para TGO e

CK-MB e mg/dL para o BUN e a Creatinina.
3.7 Quimiotaxia in vitro

A quimiotaxia foi realizada usando a camara de quimiotaxia de 48 pocos (Neuroprobe,
Gaithersburg, MD) como previamente descrito (Alves-Filho et al., 2009). Brevemente,
neutrdfilos derivados da medula 6ssea de camundongos adultos (seis semanas de idade) e
recém-nascidos (duas semanas de idade) foram colocados para migrar por uma hora para
CXCL2 (20 ng/mL; R&D Systems, Minneapolis, MN) ou meio (RPMI; Sigma-Aldrich, St.

Louis, MO).
3.8 Microscopia Intravital

Animais recém-nascidos e adultos foram anestesiados com solucdo de ketamina (100
mg/kg)/xilazina (15 mg/kg) e colocados sobre mesa cirirgica aquecida a 37°C e acoplada a um
microscopio. Foi realizada celiotomia para exposicdo do mesentério. Os vasos foram

focalizados em objetiva 40X, selecionando-se a vénula de diametro entre 10-18um, que pudesse
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favorecer a visualizacdo do rolamento e aderéncia (células fixas ao endotélio) dos leucocitos
durante cinco minutos. Os resultados foram expressos em ndmero de leucécitos aderidos por

100m? da vénula e nimero de leucécitos em rolamento/minuto.
3.9 Analise histologica

O pulméo e figado de camundongos recém-nascidos e adultos foram coletados seis
horas ou 18 horas ap6s a inducdo da sepse ou inoculacdo com LPS e fixados em formalina 4%
(v/v). Os tecidos foram cortados e desidratados em gradientes de etanol e depois incluidos em
blocos de parafina para preparacdo das laminas, as quais forma coradas com Hematoxilina

Eosina (H&E) para avaliacédo histopatologica.
3.10 Isolamento de Neutrofilos

Os neutréfilos da medula dssea ou circulantes foram isolados pelo do gradiente de
densidade do Percoll, como previamente descrito (Souto et al., 2011). Brevemente, dois
gradientes de Percoll (72% e 65%) e homogeneizados da medula dssea solubilizados em Hanks
1x (HBSS) foram aplicados em tubos de 15 mL. Apéds centrifugacdo a 1200 rpm por 30 min a
25°C, a camada celular entre o Percoll 72% e 65% (fracdo enriquecida com neutrofilos) foi
coletada. Posteriormente, os eritrdcitos remanescentes foram removidos por lise, e a suspenséo
celular foi lavada duas vezes com Hanks (Alves-Filho et al., 2009). Finalmente, o pellet foi
resuspendido em 1 mL de meio RPMI 1640 incompleto (Sigma Chemical Co., SL) e 0 niUmero

de neutrdfilos foi avaliado pela contagem em camara de Neubauer.
3.11 Determinacdo das concentracdes de oxido nitrico

Os neutréfilos (2 x 10° cells/pogo) foram isolados como previamente descrito, e
estimulados com LPS (10 ng/mL) por 0, 3 e 12 horas a 37°C 5% CO,. Para os macréfagos

isolados da caviade peritoneal, 2 x 10° cells/pogo foram incubadas com LPS (10 ng/mL) por 4
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horas. A concentracao total de nitrito no sobrenadante da cultura foi determinada pelo método

de Griess.
3.12 Determinacdo da producdo de espécies reativas

Os neutrofilos isolados da medula 6ssea ou macréfagos peritoneais (0,25 x 108
cells/poco) foram incubados com Luminol (125 mM) particulas de Zymosan opsonizadas (20
ng/mL) ou PMA (25 nM). A producdo das espécies reativas totais foi avaliada por

luminescéncia usando o FlexStation 3.

3.13 Experimentos para avaliar o papel das NETs na susceptibilidade a sepse dos
individuos recém-nascidos

3.13.1 Tratamento com rhDNase

Os animais submetidos a sepse ou endotoxemia induzida pelo LPS foram tratados com
salina estéril ou rhDNase (10mg/kg s.c.) 10 minutos e 4 horas ap0s e a partir desse momento
cada 12 horas, como previamente reportado (Czaikoski et al., 2016). A expressdo da Padi4 e a
citrunilacdo da histona H3 no tecido pulmonar e os neutrofilos circulantes foi determinada 18

horas apds inoculagdo com LPS.
3.13.2 Tratamento com Cl-Amidina

Os animais recém-nascidos foram tratados com CI-Amidina (50 mg/kg, i.p.), um
inibidor da enzima Pad4, 1 hora antes da inducéo da sepse, como previamente reportado (Biron
etal., 2017) , na presenca ou ndo de antibiotico (Ertapenem sddico, 15 mg/kg, i.p. 6 horas apds

sepse, e a partir deste ponto cada 12 horas por trés dias).
3.13.3 Quantificacdo das NETs (cfDNA/MPO)

A quantificagdo das NETs no sobrenadante das culturas e no soro foi determinada

segundo previamente reportado (Luo et al., 2014). Brevemente, microplacas black clear-bottom
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foram equilibradas overnight pela aplicacdo de um anticorpo anti-MPO (5 pg/mL; sc-16128-R,
Santa Cruz). Apos, as amostras de sobrenadante de cultura ou soro foram aplicadas e a
quantidade de DNA/MPO nas amostras foi avaliado pelo uso do kit Quant-iT™ PicoGreen®
kit (Invitrogen) segundo as recomendaces do fabricante. A intensidade da fluorescéncia foi

quantificada usando o FlexStation 3 Microplate Reader (Molecular Devices, CA).
3.13.4 Ensaio de atividade de DNase do plasma

Os animais recém-nascidos e adultos submetidos a sepse foram eutanasiados 6 horas
apos infecdo e as amostras de plasma foram coletadas. As amostras de plasma foram incubadas
com DNAX (1 pg/mL) por 3 h a 37°C em atmosfera de 5% de CO,. A quantidade de DNAL
digerida foi quantificada usando o do kit Quant-iT™ PicoGreen® kit (Invitrogen) segundo as
recomendacdes do fabricante. A intensidade da fluorescéncia foi quantificada usando o
FlexStation 3 Microplate Reader (Molecular Devices, CA). A atividade da DNase plasmatica

foi determinada pelo delta da fluorescéncia do controle (DNA + Picogreen) vs. DNA + plasma.
3.13.5 Fagocitose das NETs pelos macréfagos

Os macrofagos de animais recém-nascidos e adultos foram obtidos da cavidade
peritoneal apds estimulacdo com Tioglicolato, como previamente descrito (Rios et al., 2017).
As células foram semeadas na concentragdo de 3 x 10* células/mL em 150 pl de meio RPMI
com 10% de soro e posteriormente marcadas com Hoechst (5ug/mL). Uma suspenséo de NETSs
isoladas foi obtida segundo reportado previamente (Najmeh et al., 2015). Brevemente,
neutrdfilos isolados de um animal adulto foram semeados numa placa de cultura e estimulados
com PMA (50 nM) por 4 h 37°C em atmosfera de 5% de CO,. Apds estimulagdo, as NETs
aderentes foram removidas através de lavagens com PBS gelado. Apos passos de centrifugacéo,

0 pellet de NETSs foi ressuspenso em meio de cultura.
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As NETSs purificadas foram marcadas com SYTOX green (250 nM) e usadas para
estimular os macrofagos (numa concentracéo de NETSs de 4 ng/mL) por 4 h. A fagocitose das
NETs foi avaliada por live imaging no ImageXpress Micro XLS WideField High-Content
Analysis System com uma apertura numerica de 0,60 no aumento de 40X. A fluorescéncia das
imagens foram adquiridas usando o canal de DAPI (filtro de excitagdo de 377/50 nm e emisséo
de 447/60 nm) e o FITC DAPI (filtro de excitacdo de 482/35 nm e emissdo de 536/40 nm).
Apbs aquisicdo, as NETs remanentes foram quantificadas usando o do kit Quant-iT™
PicoGreen® kit (Invitrogen). A intensidade da fluorescéncia foi quantificada usando o

FlexStation 3 Microplate Reader (Molecular Devices, CA).
3.13.6 Imunofluorescéncia das NETSs

Os segmentos de tecidos isolados de animais foram incluidos, e segmentos de 15 pum
foram bloqueados e incubados com anticorpo primario anti-Histona H3 citrunilado
R17+R2+R8 (1:1000, ab5102, Abcam) e posteriormente corados com 0s anticorpos
secundarios. As imagens foram adquiridas usando um microscopio de fluorescéncia (Leica
DMI6000B, Leica Microsystems, Mannheim, Germany). Para amostras de neutréfilos isolados,
as células foram aderidas em laminulas pre-tratadas com Poly-D-Lysine e estimuladas com
PMA (100 ng/mL) ou meio. As laminulas foram fixadas e coradas com DAPI (Molecular
Probes), anticorpo anti-MPO (1:50; sc-16128-R) e anticorpo anti-Histona H4 (1:200, sc-
25260), seguido da incubacdo com os anticorpos secundarios (Alexa Flour 594 e Alexa-Flour
488). As imagens foram adquiridas usando o microscopio confocal Leica TCS SP5-A0BS

Leica Microsystems, Mannheim, Germany).
3.13.7 Western blot da Histona H3 citrunilada

As amostras de pulméo de animais terminalmente anestesiados, foram homogeneizadas em

tampéo de lise contendo uma mistura de inibidores de proteinase (Tris-HCI 50 mM, pH 7.4;
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NP-40 1%; Na-deoxycholate 0.25%; NaCl 150 mM; EDTA 1 mM; PMSF 1 mM; Aprotinin,
leupeptin and pepstatin 1 ug/mL). As proteinas foram separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida-SDS e transferidas a membranas de nitrocelulose (Amersham Pharmacia
Biotech). As membranas foram posteriormente bloqueadas e incubadas overnight com o
anticorpo anti-Histona H3 citrunilado R17+R2+R8 (1:1000, ab5102, Abcam). Apds, as
membranas foram incubadas com o anticorpo secundario e reveladas usando o reagente de
quimiluminescéncia (Amersham Pharmacia, Biotech) por 1 min. O anticorpo B-actin (1:5000;
Sigma Aldrich) foi usado como normalizador (house-keeping). As imagens foram adquiridas
usando o Scientific Imaging Systems (Image labTM 3.0 software, Biorad Laboratories,

Hercules CA).

3.14 Experimentos para avaliar as consequéncias da sepse em animais
sobreviventes

3.14.1 Fenotipagem das células Tregs

A fenotipagem de células Tregs foi realizada por citometria de fluxo (FACS).
Brevemente, as células foram ressuspensas em 100 uL de tampdo de FACS (PBS 1X 2% SBF)
e incubadas com os anticorpos monoclonais especificos para CD4 (Clone SK3) ou FoxP3
(Clone PCH101) conjugados com fluorocromos (eBiosciences). Para marcagdo intracelular
com FoxP3, foi utilizado o kit de tampdes FoxP3 (Transcription Factor Staining Buffer Set,
eBiosciences). As celulas foram adquiridas em FACSVerse (BD Immunocytometry System,
San Jose, USA) e analisadas usando o software Flow Jo (TreeStar). Para a analise das citocinas
intracelulares no microambiente tumoral, homogeneizados de tecidos tumorais de animais
sobreviventes a sepse foram estimulados com PMA/lonomicina por 4 horas. A marcacdo do
IFN-y intracelular foi realizada pela incubag@o com o anticorpo anti-1FN-y especifico utilizando
o0 kit de marcacdo Cytofix/Cytoperm (BD). As células foram adquiridas em FACSVerse (BD

Immunocytometry System, San Jose, USA) e analisadas usando o software Flow Jo (TreeStar).
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3.14.2 Purificagdo das células T efetoras (CD4*CD25°) e Tregs (CD4*CD25%)

As subpopulacoes de células T CD4"CD25" e T CD4*CD25" do baco de camundongos
C57BL/6 naive foram separadas por selecdo negativa utilizando o kit comercial CD4* CD25*
Regulatory T Cell Isolation Kit, mouse (Miltenyi Biotec,Auburn, CA), segundo as

recomendacdes do fabricante.
3.14.3 Ensaio de supressao in vitro com as células Tregs

As células TCD4"CD25" (Tregs) isoladas de animais recém-nascidos e adultos
sobreviventes a sepse foram isoladas como previamente descrito. Posteriormente, as células
foram cultivadas com células TCD4*CD25" (Teff) previamente marcadas com 1 uM Dye Efluor
670 (eBioscience) e posteriormente co-cultivadas na presenca de anti-CD3/28 (lug/mL e
1ug/mL, respectivamente), por 72 h. A proliferacdo celular foi determinada pela dilui¢do do
dye e analisada por FACS. As células foram adquiridas em FACSVerse (BD Immunocytometry

System, San Jose, USA) e analisadas usando o software Flow Jo (TreeStar).
3.14.4 Diferenciacgdo in vitro das células Tregs

O baco de animais DEREG (Depletion of Regulatory T cell, Foxp3-DTR/EGFP) recém-
nascidos e adultos foi coletado e as células CD4*Foxp3GFP- foram isoladas por sorting
utilizando o citometria FACS Avria e diferenciadas na presenca de anti-CD3/CD28 (1ug/mL e
1ug/mL, condi¢do ThO) ou anti-CD3/CD28 associado a TGF-B1 (1, 3 ng/mL), condicéo Tregs,
por 72 horas a 37°C. Apds 3 dias, a diferenciacdo foi analisada pela percentagem de células

CD4"Foxp3GFP* compara com o grupo ThO.
3.14.5 Ensaio de estabilidade das células Tregs

O baco de animais DEREG (Depletion of Regulatory T cell, Foxp3-DTR/EGFP) recém-
nascidos e adultos foi coletado e as células CD4*Foxp3GFP- foram isoladas por sorting

utilizando o citometro FACS Aria e posteriormente diferenciadas na presenga de anti-
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CD3/CD28 (1ug/mL e 1ug/mL, respectivamente) e TGF-B1 (Ing/mL). Apos 3 dias, as células
com expressdo estavel de Foxp3 (CD4*Foxp3GFP*) foram isoladas de ambos os grupos e
reestimuladas com anti-CD3/CD28 (1ug/mL) mais TGF- B1 ou meio de cultura por 48 horas.
As células CD4"Foxp3GFP* foram adquiridas em FACSVerse (BD Immunocytometry System,

San Jose, USA) e analisadas usando o software Flow Jo (TreeStar).
3.14.6 Infecdo secundaria intranasal com P. aeruginosa

O isolado clinico de P. aeruginosa foi obtido junto ao Hospital das Clinicas de Ribeirdo
Preto (HCRP) pertencente a Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP) foram cultivadas
como mostrado no Item Materiais e Métodos 3.2. A infeccdo secundaria foi feita apds os
animais serem anestesiados com injecdo i.p. de ketamina e xilazina (Sigma-Aldrich, Sant Louis,
USA). Um volume de 40uL de suspensdo contendo 10° UFC/40uL de P. aeruginosa foi
colocado sobre as narinas e sugado para o interior da cavidade nasal pela propria respiracéo do
animal, mantido sobre a imobilizacdo até completa succdo do volume de suspensdo aplicado.

A sobrevida dos animais foi diariamente avaliada por 10 dias.
3.14.7 Modelo tumoral

Animais recém-nascidos e adultos sobreviventes a sepse foram inoculados s.c. com 5 x
10* de células B16LucF10. No 7° dia ap6s a inoculacéo, a densidade tumoral foi avaliada pelo
IVIS (Xenogen IVIS Spectrum In Vivo Imaging System). No 15° dia ap6s a inoculagdo os
animais foram eutanasiados e o tumor foi retirado dos camundongos para analise das células
Tregs, TCD4"IFN-y* e TCD8*IFN-y* no microambiente tumoral e no baco. Adicionalmente, o
crescimento tumoral foi monitorado desde o dia 0 da inoculagdo até o dia 15 usando o

Paquimetro.

3.14.8 Marcacao de Macrofagos M2 em animais sobreviventes a sepse
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No intuito de caracterizar a populacdo de macrofagos com funcdo supressora, foram
realizadas marcacOes desses macrofagos M2 em células recuperadas da cavidade peritoneal,
com os seguintes marcadores: F4/80* e MR™ (CD206). Brevemente, uma suspenséo celular do
lavado peritoneal foi coletada com 3 mL de PBS com EDTA e posteriormente centrifugada a
400 g por 10 minutos. As hemacias foram lisadas por choque hiposmético utilizando um tampéo
de lise e uma nova centrifugacdo foi realizada. Subsequentemente, as células foram
ressuspensas em 1 mL de PBS contendo 2 % de soro fetal bovino inativado. As células (1x10°
células/tubo) foram incubadas com 40 uL de Fc block (bloqueador da por¢do Fc de
imunoglobulinas), um anticorpo proveniente de sobrenadante de hibridoma de anti-
CD16/CD32, para evitar ligacdes inespecificas, por 20 minutos, a 4 °C. Em seguida, foram
adicionados os anticorpos anti-F4/80 (eBioscience) e CD206-MR Alexa Fluor 647 (Ab Serotec)
(1,2 pg, anticorpos monoclonais extracelulares), por 30 minutos, a 4 °C. Apos a incubacéo, as
amostras foram lavadas duas vezes com 2 mL de PBS contendo 2 % de soro fetal bovino,
centrifugadas a 400 g por 10 minutos e ressuspensas em 80 pL de solucdo de formaldeido a 1
% em PBS. Apo0s esses procedimentos, as amostras foram adquiridas em FACSVerse (BD
Immunocytometry System, Franklin Lakes, NJ). As analises foram realizadas utilizando-se o
software Flow Jo (TreeStar), os resultados foram expressos como porcentagem da expresséo de

marcadores de macréfagos.
3.14.9 Co-cultura de macréfagos com células T CD4*CD25

Os macrdéfagos derivados da medula (BMDMs) de animais recém-nascidos e adultos,
foram estimuladas por 48h com IL-4 (condi¢cdo M2) ou meio (Condi¢do MO). Ainda, células,
células T efetoras TCD4"CD25" isoladas do bago de animais recém-nascidos e adultos foram
co-cultivadas com MO ou M2 na presenca de IL-2 e anticorpo anti-CD3 por 72h. Apos a
incubacéo, as células T foram marcadas com anticorpo anti-CD4 e anti-Foxp3 e analisadas por

citometria de fluxo.
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3.14.10 Avaliacéo da metilacdo total do DNA

As células T convencionais (TCD4"CD25) ou células Lin™ do baco ou pulméo de
animais recem-nascidos e adultos sobreviventes a sepse, respectivamente, foram isoladas e o
DNA total foi extraido usando um kit comercial (Wizard® Genomic DNA Purification Kit,
Promega) segundo as recomendac@es do fabricante. Apds, a assinatura de metilacdo total do
DNA foi avaliada em 100 ng de DNA usando o kit comercial (Imprint Methylated DNA

Quantification kit, Sigma-Aldrich), segundo as recomendacdes do fabricante.
3.14.11 Isolamento das células Lin

O tecido pulmonar de animais recém-nascidos e adultos sobreviventes a sepse foi
digerido com Liberase TL (0,2 mg/mL, Roche) e DNase I (0,5 mg/mL, Sigma) por 45 minutos
a 37°C sobre rotacdo. As células Lin- do tecido pulmonar total foram isoladas por selecédo
negativa utilizado um kit comercial (Lineage Cell Depletion Kit, Miltenyi), segundo as

recomendacdes do fabricante.
3.14.12 Isolamento das células Alveolares Epiteliais

O tecido pulmonar de animais recém-nascidos e adultos sobreviventes a sepse foi
digerido com Liberase TL (0,2 mg/mL, Roche) e DNase I (0,5 mg/mL, Sigma) por 45 minutos
a 37°C sobre rotacdo. O Total do tecido pulmonar foi marcado com um anticorpo de linhagem
(Lin, anti-mouse CD3eg, Ly-6G/Ly-6C, CD11b, CD45R/B220, TER-119 PE, Biolegend) e anti-
EpCAM por 10 minutos a temperatura ambiente. As células alveolares epiteliais foram isoladas
por sorting usando o FACS Aria (BD Immunocytometry System, San Jose, USA) (pureza

>98%).
3.14.13 Imunofenotipagem de células ILC2 (Type 2 Innate Lymphoid Cells)

O tecido pulmonar de animais recém-nascidos e adultos sobreviventes a sepse foi

digerido com Liberase TL (0,2 mg/mL, Roche) e DNase I (0,5 mg/mL, Sigma) por 45 minutos
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a 37°C sobre rotacdo. O Total do tecido pulmonar foi marcado com um anticorpo de linhagem
(Lin, anti-mouse CD3s, Ly-6G/Ly-6C, CD11b, CD45R/B220, TER-119 PE, Biolegend), anti-
CD45 e anti-Sca-1 por 10 minutos a temperatura ambiente. As células ILC2 foram adquiridas
em FACSVerse (BD Immunocytometry System, San Jose, USA) e analisadas usando o
software Flow Jo (TreeStar). As células ILC2 foram definidas como Lin"CD45"Sca-1" como

descritas previamente (Besnard et al., 2015) .
3.14.14 Analise de expressdo genica

O RNA total de amostras de homogeneizado de tecidos, células de animais recém-
nascidos e adultos com sepse ou sobreviventes a sepse ou amostras de pacientes pediatricos foi
extraido usando um Kit comercial (RNeasy Mini Kit) ou Trizol segundo as recomendacdes do
fabricante. O RNA total (2 pg para os tecidos ou 500 ng para as células) foi convertido a cDNA
usando o kit high-capacity cDNA RT Kit (Applied Biosystem). Brevemente, o cDNA foi
utilizado para avaliar a expressdo de genes de interesse por gJPCR (método SYBER Green)
usando o sistema ViiA7 (Applied Biosystems). A expressdo dos genes alvos foi calculada
usando o método comparativo para a quantificacdo relativa apds a normalizacdo com o gene
enddgeno Gapdh. A PCR quantitativa foi realizada utilizando os seguintes primers: Pad4, F-
TGACCAATGGATGCAGGACG / R-CTCTGTCCCTCGGGGAGTC; hPadi4, F-
GGACTGCGAGGATGATG [/ R- GCTGTCTTGGAACACCAC; Foxp3, F-
TTCTCCAGGACAGACCACACT / R-GTTGCTGTCTTTCCTGGGTGTA,; Tgfbl, F —
CCTGTCCAAACTAAGGC / R- GGTTTTCTCATAGATGGCG; Gitr, F-
AAGGTTCAGAACGGAAGT /| R- GGGTCTCCACAGTGGTAC; Ctlad, F-
TGTTGACACGGGACTGTACCT / R- CGGGCATGGTTCTGGATCA; Dnmtl, F-

CCTGGCTAAAGTCAAGTCCCT/R-GTGTGTGTTCCGTTCTCCAAG.

3.15 Analise de amostras dos pacientes sépticos

3.15.1 Pacientes
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Amostras de sangue periférico de 11 pacientes adultos e 15 pacientes pediatricos com
sepse foram obtidas nas Unidades de Terapia Intensiva (UTI) pediatrica e de adultos do HCRP
da FMRP-USP em, no maximo, 48 horas ap6s o diagnostico de sepse, com 0 consentimento
dos pais ou responsaveis. Ainda, amostras de sangue periférico de 11 pacientes adultos e 5
pacientes pediatricos sobreviventes a sepse foram obtidas apos a alta hospitalar. Todos 0s
pacientes apresentavam critérios clinicos e laboratoriais de sepse (Levy et al., 2003). Os valores
do PRISM, PELOD, score Inotropico e as NETs (mg/mL) ndo apresentaram uma distribuicédo
normal, portanto, eles foram transformados (Log) para aproximarmos a uma distribuicéo
normal, o qual permitiria fazer uma melhor correcdo evitando o efeito de influéncia dos outliers.
O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HCRP e da FMRP sob o

ndmero 4886/2009. Amostras obtidas de voluntarios saudaveis foram incluidas como controles.
3.15.2 Critérios de incluséo

Foram incluidos no presente estudo pacientes internados na unidade de terapia intensiva
(UTI) pediétrica e de adultos do HCRP da FMRP-USP com diagndstico de sepse grave e choque

séptico, cujos pais ou responsaveis assim o consentirem.
3.15.3 Critérios de Exclusdo

Foram excluidos do estudo os pacientes que apresentaram uma ou mais das condi¢des

abaixo:

I.  Recém-nascidos pré-termo com menos de 28 dias de vida.
Il.  Solicitacdo dos pais ou responsaveis.
I11.  Contagem de leucdcitos abaixo de 1.500/mm?.
IV.  Contagem de neutrofilos abaixo de 1.000/mm?,
V.  Pacientes portadores do virus HIV (sintomaticos ou assintomaticos).

VI.  Neoplasias.
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VII.  Imunossupressao prévia.
VIII.  Pacientes sob terapia com glicocorticoides.

3.15.4 Classificagdo clinica

Em relacdo aos pacientes adultos, foram calculados o APACHE Il (Acute Physiology and
Chronic Health Evaluation) no momento de internagdo no CTI para avaliacdo da gravidade da
sepse e 0 SOFA (Sequential Organ Failure Assessment), para disfuncdo de maltiplos 6rgéos no
momento da coleta da amostra (Knaus et al., 1985; Vincent et al., 1996). Para avaliacdo da
sepse em pacientes pediatricos, foram calculados 0 PRISM (Pediatric Risk of Mortality) para
avaliacdo da gravidade da sepse no momento de internacdo no CTIP e o PELOD (Pediatric
Logistic Organ Dysfunction), para avaliacdo de disfuncdo de multiplos 6rgaos no dia da coleta

(Pollack et al., 1988; Leteurtre et al., 2003).
3.15.5 Avaliacéo da producédo das NETs

A quantificacdo das NETs no plasma foi determinada segundo o descrito acima (Item

3.13.3, Materiais e Métodos), no maximo 48 horas apds da admissdo hospitalar.
3.15.6 Fenotipagem das células Tregs

A fenotipagem das células Tregs no plasma foi determinada segundo o descrito acima

(Item 3.14.1, Materiais e Métodos) usando os anticorpos anti-Foxp3 e anti-CD4 humanos.
3.16 Analise estadistica

A sobrevida dos animais foi expressa como porcentagem de animais sobreviventes
analisadas pelo teste Mantel-Cox logrank (X2, chi-squared), e as diferengas foram consideradas
significativas para p<0,05. A contagem de bactérias foi expressa como mediana do Log de UFC
e analisada estatisticamente pelo teste Mann-Whitney U. Os demais dados experimentais foram
avaliados comparando-se a média dos valores encontrados, por analise de variancia (one-way

ANOVA) seguida de Teste de Bonferroni, para comparagdes multiplas ou teste t-Student
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(comparacGes entre duas amostras) para amostras ndo pareadas. O namero (n) de animais por
grupo experimental esta descrito nas legendas das figuras. Os resultados foram expressos como
média £ desvio padrdo de média (DPM) e as diferencas foram consideradas estatisticamente

significantes para valores de p<0.05. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

3.17 Preparo das solucgdes e reagentes

Solucéo de Anestésico

KEIAMING 1000 ..o, 5ml
KHUAZINA 200 oot e et e e e e e e e e e ettt e e e e e e e e e et e e e e e e e eaaeeees 3ml
SAIINGA 0,900 .ottt e e et e e e e e e e ———taee e e e e e —————aaaaaaas 42 ml

Corante Pandtico Rapido (LaborClin)

Pandtico rapido n°1: composto por uma solucéo de triarilmetano a 0.1%21minuto.
Panotico rapido n°2: composto por uma solucéo de xantenos a 0.1%- 1minuto.
Panotipo rapido n°3: composto por uma solucéo de tiazinas a 0.1% - 1 minuto.

Solucéo de Tampao Salina-fosfato (PBS) 10X (Solucéo estoque)

Cloreto de SOdIo (NACI, MEICK) ..o e 80¢
Cloreto de Potassio (KCI, MEICK) ..o e 29
Fosfato de Potassio monobasico (KH2PO4, MEICK), .......cccvcieieeiiiieiieie e 20 ¢
AGUA MITTIZQ GeS.D. ettt sttt n et n e en e 1000 ml

PBS 1X (Solugéao de uso)

o 1T 0 ) RSO STR 100 mi
AGUA MITTIEQ GeS.D. ottt ettt en et en e en s 900 ml
Ajustado o pH 7.2, filtrado e estocado a 4 °C.

Tampéo de lise

(O [o] =1 (o 30 (<10 AN 1 410 11 o J TR 8,02 ¢



MATERIAIS E METODOS

=1 7N 0,36 g
Bicarbonato de SOUIO ......ccueiueiiiiiicieiee et sreeneas 0,84 ¢
F N Y LT @ e TR TR 1000 ml

Ajustado o pH 7.2, filtrado e estocado a 4 °C.

Tampéo de citometria de fluxo (Tampéo de FACS)

Soro Fetal Bovino inativado (SBF-1, DIfC0) 2%0........cccceriiiiiiieieiieieee e 2 mi
o ST 5 T oSS 100 ml
PBS-EDTA (1 mM)

PBS LK (S cuttttteiteete ettt et n e 100 mL
Acido Etilenodiaminotetracético (EDTA, MEICK) w.....covevveevereieeereieeeieeeeseeesee s, 37.2mg
Meio Brain Heart Infussion (BHI)

Brain Heart Infussion Broth ... ... .o 37¢g
AQUA Milli=Q GS.D. cvrvevieeieieeee ettt ettt sttt nees 1000 ml

Meio RPMI incompleto

Hepes (CBH1BN204S, SIGMA) ...cveiveeiieeieiieiieeie ettt ste et e ste et e e sae e sraesneenteennenreas 2,38 ¢
RPMI 1640 (SIQMA) ...veiveiivieiiciecie ettt ste e sbaene e areenre s 1 frasco (1L)
Bicarbonato de s6dio (NaHCO3, SYNth) .........cooiiiiiiiiie e 2,229
AGUE Milli=Q 0.S.D. v ieete ettt s e es ettt s s neees 1000 ml

Ajustado ao pH 7,2, filtrado e estocado a 4 °C.

Meio RPMI completo

Soro Bovino Fetal inativado (10%)(LifeSCIENCES).......ccccvveveeiieiieiicie e 10 ml(10%)
Estreptomicina/penicilina (Sigma) (p /100mI)10mg/mL(10.000Ul)........ccccvrviiiienenininnnns 1ml
Glutamina (P /L00MI) ..o 1ml
Fungizona (p /200mMI) 250UG/ML ...eiiiiiiiicce e s 120ul
RPMI INCOMPIETO 051 uvieiieiitieitie ettt ettt ettt ae e ba e srn e e saeeabeennae s 100 mi

Ajustado ao pH 7,2, filtrado e estocado a 4 °C.
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Triton 0,2% pra Fagocitosis e Killing

THIEON L00D0......ccuie ettt ettt et e e sa e et e e et e e e ate e s ae e et e e e reeeteenaeeareeareas 200ul
AGUA MITTIQ GeS.D vttt e st en st es et en ettt en s 100ml
Hanks 10X

Hanks Estoque
AGUE Milli=Q G5, ovoverceieeieee ettt sttt 100ml

Ajustado ao pH 7,2, filtrado e estocado a 4 °C.

Ertapenem 0,05g/mL
Ertapenem ESTOQUE ........eoiiieiiiiieitiee ettt 1g H20
1 ST OR 20ml

Aliguotas de 500uL mantidas a -20°C

Meio Agar Muller Hinton (M.M.H.)

IMLMLLH. (DITCO) .ttt bbbttt bbbt 384
AGUE Milli=Q GS.D. cvuververeiecieee ettt sttt 11
Autoclavado, plaqueado aproximadamente 22 ml por placa e estocado a 4 °C.

Tampdes utilizados para o ensaio de ELISA

Solucéo de ligacao (coating buffer) pH 8.4

Bicarbonato de s6dio (NaHCO3, METK) .......cviiriiririeieieiee e 429
Agua de Milli-Q 0.S.P. wveeveeeeeeeeeieeeet et eseeese ettt s et 500 ml
Tampao de bloqueio (para ELISA da companhia eBioscience e RD)

BSA 0,1 Y0(SIOMA) ©..vvetriiieeiie ettt te ettt sb e et eeae e ste e e e s seesbeebeenseersesbaenteaneenae s 0,19

PBS X (1S tttteitieteeiee sttt b e bt n e 100 ml
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4. RESULTADOS
4.1 EXPERIMENTOS REALIZADOS EM MODELO EXPERIMENTAL DE SEPSE
4.1.1 Caracterizacdo das populac@es celulares da resposta imune inata e adaptativa em

animais recém-nascidos e adultos

Analises iniciais foram realizadas para determinar o status celular basal dos grupos
experimentais (camundongos recém-nascidos e adultos) a serem utilizados durante o projeto.
Para isso, as populagdes celulares efetoras da resposta imune inata no baco, linfonodos e no
sangue periférico foram avaliadas. Embora tenha sido verificado diferencas na frequéncia de
macrofagos nos linfonodos, ndo foram observadas alteraces nas frequéncias de macréfagos,
células NK e neutréfilos nos demais tecidos como mostrado na Figura suplementar 1.
Indicando que as populacdes celulares em camundongos recém-nascidos e adultos sdo

semelhantes.

4.1.2 Obtencdo e determinacdo do indculo de bactérias para inducdo da sepse

experimental

Uma vez feita a caracterizacdo celular em condi¢cdes homeostaticas, 0 nosso proximo
passo foi estabelecer um modelo de inducdo de sepse experimental nestes animais. O método
escolhido foi administracdo intraperitoneal de uma suspensdo polimicrobiana previamente
obtida do ceco de um camundongo adulto C57BL/6, como descrito anteriormente (Materiais e
Meétodos, item 3.2). A densidade Otica das bacteérias isoladas foi correlacionada com o nimero
de unidades formadoras de col6nias (UFC) cultivadas em meio Agar Mieller-Hinton (Figura
suplementar 2A), permitindo o calculo do numero de UFC necessério para a inducéo da sepse
em cada grupo experimental. A classica coloracdo de Gram demonstrou que ocorre predominio
de espécies Gram negativas (82%) sobre Gram positivas (16%) na suspensao bacteriana
(Figura suplementar 2A). Posteriormente, animais recém-nascidos e adultos foram inoculados

(i.p.) com quantidades diferentes de suspensdo bacteriana e a sobrevida foi determinada
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diariamente durante os cinco dias subsequentes. Foi verificado que sdo necessarias 2 x 108 e 4
x 10" UFC/cavidade para a inducio de sepse letal e subletal, respectivamente, em animais

recém-nascidos e adultos (Figura suplementar 2B).
4.1.3 Padronizacdo do modelo de sepse em animais recém-nascidos

Inicialmente padronizamos um modelo de sepse experimental em camundongos recém-
nascidos. Para isto, grupos de camundongos recem-nascidos foram submetidos a injecdes por
via intraperitoneal de suspensdes de bactéria em diferentes concentracbes. Em seguida 0s
parametros classicos de mensuracdo de sepse foram avaliados: sobrevida, bacteremia e
marcadores de lesdo tecidual. Observamos que animais recém-nascidos apresentaram menor
sobrevida comparado aos animais adultos quando inoculados com a mesma quantidade de
bactéria ou a mesma carga bacteriana/kg de peso corporal (Figura 1A & Figura suplementar
2C). Portanto, para todos os subsequentes experimentos, a dose de 2 x 108 UFC/cavidade foi
usada para a inducdo da sepse. Uma vez que o controle da carga bacteriana é fundamental para
a melhora na sepse (Sansonetti, 2001), investigamos o clearance bacteriano nos animais recém-
nascidos e adultos. Neste sentido, verificamos que os animais recém-nascidos apresentaram
menor clearance bacteriano tanto local (Figura 1B) como sistémico (Figura 1C) e maiores
niveis séricos de mediadores pré-inflamatorios, tais como IL-6 (Figura 1D), TNF-a (Figura
1E) e IL1pB (Figura 1F) comparado aos adultos. Ainda, comparamos a susceptibilidade dos
animais ao choque endotoxico induzido pelo LPS. Foi observado que 0s animais recém-
nascidos apresentaram menor taxa de sobrevida comparado aos adultos quando inoculados com
a mesma dose de LPS (30 mg/kg) (Figura 2A & Figura suplementar 2D), isto acompanhado
com maiores niveis séricos de TNF-a (Figura 2B). Notavelmente, macrofagos peritoneais
isolados de animais recém-nascidos produziram maiores niveis de mediadores pro-
inflamatérios (TNF-a e IL-6) comparados aos adultos quando estimulados com doses

crescentes de LPS (Figura 2C & D).
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A ativacdo acentuada de células efetoras como macrofagos e neutrofilos resulta na
producdo de altas concentracfes de mediadores inflamatdrios responsaveis pela maioria das
alteracdes fisiopatologicas observadas na sepse (Dinarello, 1997; Alves-Filho et al., 2006;
Singh e Evans, 2006; Alves-Filho et al., 2008; De Montmollin e Annane, 2011). Assim, 0 N0Sso
préximo objetivo foi avaliar a presenca de danos organicos em camundongos submetidos a
sepse. NoOs verificamos que seis horas apds sepse, animais recém-nascidos apresentaram um
maior dano cardiaco, hepatico e renal avaliados pela atividade das enzimas CK-MB, da
transaminase glutdmico oxalacética (TGO), do nitrogénio ureico no sangue (BUN) no plasma
e da creatinina, respectivamente (Figura 3A — D). Ainda, apresentaram menor responsividade
vascular (Figura 3E & Tabela suplementar 1) e maior infiltrado neutrofilico no pulméo
(Figura 3F). Além disso, estas alteracGes bioquimicas foram confirmadas com estudos
histopatoldgicos; esteatose macro e microgoticular foram observadas no tecido hepatico e
congestdo vascular foi verificada nos pulmdes (Figura 3G). Estes dados indicam que
camundongos recém-nascidos submetidos a sepse sdo mais susceptiveis que os adultos.
Entretanto, essa susceptibilidade ndo ocorre devido a um déficit na resposta imune, pois
diferentemente do esperado, animais recém-nascidos sépticos apresentaram uma alta resposta

pro-inflamatdria sistémica.
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Figura 1. Animais recém-nascidos sdo mais susceptiveis a sepse. (A) animais recém-
nascidos e adultos foram inoculados via i.p. com uma suspensdo bacteriana (2x108
CFU/cavidade) e a sobrevida dos camundongos submetidos a infecdo foi avaliada diariamente
por um periodo de cinco dias. A quantidade de bactéria na cavidade peritoneal (B) e no sangue
(C) foi avaliada 6 h ap0s a inducdo da sepse. Concentragdes séricas de IL-6 (D), TNF-a (E) e
IL-1p (F) foram determinadas por ELISA 6 h apos sepse. Os resultados sdo apresentados como
a media = DPM, n=5-6 por grupo e sdo representativos a 3 experimentos. *** p<0.001 (A,
Mantel-Cox log-rank test; B-F, one way-ANOVA, Bonferroni’s).
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Figura 2. Animais recém-nascidos sdo mais susceptiveis ao choque endotoxico induzido
pelo LPS. (A) animais recém-nascidos e adultos foram inoculados via i.p. com LPS (30 mg/Kg)
e a sobrevida dos camundongos foi avaliada diariamente por um periodo de cinco dias. (B) as
concentracdes séricas de TNF-o foram determinadas por ELISA 12h apds a inoculagdo com
LPS. Em um experimento separado, macrofagos peritoneais foram isolados de animais recém-
nascidos e adultos e estimulados com LPS nas concentracfes indicadas por 4 h; as
concentracdes de TNF-a (C) e IL-6 (D) no sobrenadante da cultura foram determinadas por
ELISA. Os resultados sdo apresentados como a media + DPM, n=5-6 por grupo e sdo
representativos a 3 experimentos. * p<0.05 ** p<0.01 e *** p<0.001 (A, Mantel-Cox log-rank
test; B-D, one way-ANOVA, Bonferroni’s).
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Figura 3. Animais recém-nascidos submetidos a sepse apresentam maior disfuncéo
organica. Animais recém-nascidos e adultos foram inoculados via i.p. com uma suspensdo
bacteriana (2x108 CFU/cavidade) e a atividade enzimética do (A) CK-MB, (B) TGO, (C) BUN
e a (D) Creatinina no soro foi verificada 6 h apds inducdo da sepse. (E) ainda, anéis adrticos,
na presenca de endotélio, foram coletados e apds 60 min (periodo de equilibrio), curvas de
concentragéo-resposta a Fenilefrina (10"° a 102 mol/L) foram avaliadas. Em experimentos
reciprocos, (F) a atividade enzimatica do MPO no tecido pulmonar e a analise histopatologica
do figado e pulmdes foram avaliadas (G). As imagens representativas de figado e pulmao sédo
apresentadas, magnificagdo 20x ou 40x. Barras = 100 um. Os resultados s&o apresentados como
a media £ DPM, n=5-6 por grupo e sdo representativos a 3 experimentos. * p<0.05, ** p<0.01
e *** p<0.001 (A-D, one way-ANOVA, Bonferroni’s; E, % maximo de resposta, one way-
ANOVA, Bonferroni’s).
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4.1.4 Os neutrofilos de camundongos recém-nascidos apresentam defeitos nos

mecanismos de migracao celular e producdo de espécies reativas

Os neutrdfilos sdo leucocitos polimorfonucleados essenciais no funcionamento do
sistema imunolégico. Durante uma infecdo os neutréfilos sdo as primeiras células a chegar no
foco infeccioso para eliminacdo dos patdgenos (Nathan, 2006). Para isso, os neutréfilos
precisam transmigrar do sangue periférico através do endotélio vascular para o local da
inflamacédo. Este processo ocorre em favor de um gradiente de concentracdo de estimulos
quimiotaticos e dependente do rolamento, adesdo e expressdo de selectinas e integrinas na
superficie dos neutrofilos e células endoteliais (Langereis, 2013). Neste sentido, nds
verificamos que leucOcitos de animais recém-nascidos naives apresentam uma reducdo
significativa no rolamento e adesdo nas vénulas mesentéricas comparado aos adultos (Figura
4A & B). De maneira similar ao observado in vivo, neutrofilos derivados da medula de animais
recém-nascidos apresentaram uma menor capacidade de migracdo in vitro para o gradiente de

concentragdo da quimiocina CXCL2 (Figura 4C).

A ativacdo acentuada das células inflamatérias que resulta na producgdo e secrecéo de
altas concentracGes de mediadores pré-inflamatorios é responsavel pela maioria das alteraces
fisiopatolégicas associadas a sepse tais como as lesdes teciduais e disfuncdo de 6rgaos
observadas tanto em pacientes como em modelos experimentais (Dinarello, 1997; Alves-Filho
et al., 2006; Singh e Evans, 2006; Alves-Filho et al., 2008; De Montmollin e Annane, 2011).
Notavelmente, a infiltracdo tissular dos neutrofilos € um processo chave na inducdo da
disfuncédo de 6rgdos associada a sepse através da producdo de espécies reativas de oxigénio ou
nitrogénio (do inglés, Reactive Oxygen/Nitrogen Species) (Fink, 2002; Huet et al., 2011; Souto
et al., 2011). Portanto, 0 nosso proximo objetivo foi avaliar a producdo de espécies reativas
(ROS e NO) pelos neutrofilos isolados de animais recém-nascidos e adultos. Foi verificado que,

em contraste aos adultos, neutréfilos de animais infantes produziram reduzidas quantidades de
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espeécies reativas quando estimulacdo com PMA, Zymosan ou LPS (Figura 5A — C). Em
concordancia com a deficiente producdo de espécies reativas observada em animais recém-
nascidos, foi verificado que macrofagos de animais recém-nascidos apresentaram reduzida
capacidade de killing bacteriano (Figura 5D). Coletivamente, os nossos dados indicam que o
menor controle da carga bacteriana e consequente susceptibilidade a sepse dos animais recem-
nascidos podem estar relacionados com alteragdes inatas nos mecanismos de migracao dos
neutréfilos. Ainda, os dados sugerem que o intenso dano organico observado nos animais

recém-nascidos ndo é devido a producao de espécies reativas.
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Figura 4. Neutrdfilos de camundongos recém-nascidos apresentam alteracdes na
migracao celular in vivo e in vitro. (A-B). Animais adultos e recém-nascidos foram
anestesiados com ketamina (100 mg/kg) / xilazina (15 mg/kg) e submetidos ao ensaio de
microscopia intravital, como previamente descrito (vide Materiais e Métodos 3.8). Depois de
identificada uma vénula do mesentério, foi adicionado MIP-2 (30 ng/mL) ou solucéo salina e
foram quantificados o numero de leucécitos que rolaram sobre o vaso e o0 nimero de leucdcitos
aderidos ao endotélio, durante cinco minutos. (C) neutréfilos isolados da medula 6ssea de
camundongos recém-nascidos e adultos foram colocados para migrar por 1 hora a 37°C para 0
gradiente de CXCL2 (20 ng/mL) na camara de Boyden. Os dados sdo apresentados com a média

+ DPM de seis animais por grupo, *p<0,05. (one way-ANOVA, Bonferroni’s; D, test t).
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Figura 5. Neutrofilos de animais recém-nascidos produzem poucas concentragdes de
espécies reativas. Neutréfilos isolados da medula dssea de camundongos recém-nascidos e
adultos foram estimulados in vitro com PMA (100 ng/mL, A) ou com particulas de zymosan
opsonizadas (20 mg/mL, por 20 min B) e a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS,
do inglés Reactive Oxygen Species), foi avaliada. Paralelamente, neutréfilos isolados da medula
0ssea de camundongos recém-nascidos e adultos foram estimulados com LPS (10 ng/mL, C)
por 0, 3 e 6 h e a producdo de oxido nitrico foi avaliada. (D) reciprocamente, macrofagos da
cavidade peritoneal (1 x 10°), de animais recém-nascidos e adultos, foram coletados e incubados
com bactérias do conteido cecal (2 x 10°) previamente opsonizadas com 10% de soro e
incubados por 3 horas a 37°C. Ap0s incubacdo, as células foram lisadas e semeadas na dilui¢éo
10“. O killing fagocitico e apresentado como o logaritmo do UFC/mL. Os dados sdo
apresentados com unidades relativas de fluorescéncia (RLU, do inglés Relative Fluorescence
Unit) e Area abaixo da curva (AUC, do inglés Area Under Curve) e como a média + DPM de

seis animais por grupo, *p<0,05. (test t).
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4.1.5 A caracteristica da sepse em animais recém-nascidos € a elevada producéo de

NETSs (Neutrophils Extracelular Traps)

Com o intuito de investigar os mecanismos associados ao intenso dano organico
observado nos animais recem-nascidos durante a sepse, nos avaliamos a producdo das NETs
(do inglés, Neutrophils Extracelular Traps), um novo mecanismo efetor dos neutrofilos
(Brinkmann et al., 2004), associado com o do dano organico em outros processos patoldgicos
(Khandpur et al., 2013; Merza et al., 2015; Wong et al., 2015). Assim, neutrofilos isolados da
medula de animais recém-nascidos e adultos foram estimulados in vitro com PMA e a producéo
das NETSs foi avaliada por imunofluorescéncia. Verificamos que os neutrofilos de animais
recém-nascidos apresentaram intensa producdo de NETs (DAPI"MPO*Histone H4*) ap6s

estimulacdo, quando comparados aos adultos (Figura 6).

Em seguida, nds quantificamos as NETs usando a formacdo do complexo MPO
(mioeloperoxidase)/DNA como marcador especifico das NETs (Figura 7A), segundo
previamente reportado (Borissoff et al., 2013). Notavelmente, a mieloperoxidase, presente nos
granulos primarios ou azurdfilos, € um marcador especifico dos neutréfilos que durante a
NETose liga-se ao DNA neutrofilico. De maneira complementar aos dados de
imunofluorescéncia, nds verificamos que neutréfilos de animais recém-nascidos produziram
acentuados niveis de NETs ap6s estimulacdo com PMA ou LPS em contraste com os adultos
(Figura 7B & C). Em seguida, avaliamos a producéo das NETSs in vivo. Para isto, animais
recém-nascidos e adultos foram submetidos a sepse ou endotoxemia induzida por LPS e a
concentracdo das NETSs foi avaliada no soro 6 ou 18 h apds, respectivamente. Verificamos que,
similar ao observado no modelo in vitro, durante a sepse ou a endotoxemia induzida pelo LPS,
animais recém-nascidos produziram niveis significativamente maiores de NETs que o

observado nos adultos (Figura 7D & E).
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Com o intuito de entender os mecanismos associados a intensa producdo de NETS nos
animais recém-nascidos, decidimos avaliar a expressdo do gene Padi4 in vitro e in vivo (do
inglés, Peptidyl arginine deiminase 4), o qual esta particularmente enriquecido nos neutréfilos
e é um ator chave na NETose via descondensacéo das fibras de cromatina (Li et al., 2010). N&s
verificamos que os neutréfilos de animais recém-nascidos apresentaram um aumento
significativo na expressao da Padi4 apos estimulagdo com LPS ou PMA. Ainda, no modelo de
endotoxemia induzida pelo LPS, neutrofilos circulantes de animais recém-nascidos
apresentaram uma alta expressdo da Padi4 (Figura 8A — C). Contudo, a atividade de DNase
plasmatica e o clearance das NETs pelos macréfagos de animais recém-nascidos e adultos
foram similares (Figura 9). Coletivamente, estes resultados sugerem que durante a sepse,
animais recém-nascidos produzem altas concentracdes de NETSs. Ainda, constatou-se que essa
elevada producdo de NETs ndo estd relacionada com a deficiéncia nos mecanismos de

clearance.
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Figura 6. Producdo de NETS (do inglés, Neutrophils extracelular Traps) por neutrdéfilos de
animais recém-nascidos e adultos. Neutrofilos isolados da medula d6ssea (1 x 10°) de
camundongos recém-nascidos e adultos foram estimulados com PMA (100 ng/mL) por 4 h.
Imagens de imunofluorescéncia representativas da producdo de NETs assim como a
quantificacdo de NETs por campo. Os resultados séo apresentados como a media = DPM, n=5-

6 por grupo e sdo representativos a 3 experimentos. * p<0.05 (one way-ANOV A, Bonferroni’s).
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Figura 7. Animais recém-nascidos liberam mais NETs que os animais adultos. Neutrofilos
da medula 6ssea de camundongos recém-nascidos e adultos foram isolados e a producdo de
NETSs foi avaliada usando o Kit PicoGreen como mostrado no painel A. Apos isolamento, 0s
neutrofilos foram estimulados com PMA (100 ng/mL) (B) ou LPS (500 ng/mL) (C) por4 h e
as concentracOes das NETs foram avaliadas no sobrenadante da cultura. Paralelamente, animais
recém-nascidos e adultos foram submetidos a sepse (D) ou inoculados com LPS (35 mg/kg,
i.p.) (E) e as concentrac6es das NETs foram avaliadas no soro 3, 6, e 9 h (sepse) ou 18 h (LPS).
Os resultados sao apresentados como a media £ DPM, n=5-6 por grupo e sdo representativos a

3 experimentos. * p<0.05 (one way-ANOVA, Bonferroni’s).
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Figura 8. Animais recém-nascidos apresentam maior expressao de Padi4 que animais
adultos. Neutrdéfilos isolados da medula 6ssea de camundongos recém-nascidos e adultos foram
estimulados com PMA (100 ng/mL) (A) ou LPS (500 ng/mL) (B) por 4 h e a expressao do gene
Padi4 foi avaliada por qPCR. Paralelamente, animais recém-nascidos e adultos foram
inoculados com LPS (35 mg/kg, i.p.) (C) e a expressdo do gene Padi4 foi avaliada nos
neutrofilos do sangue periférico 18 h apos por gPCR. Os resultados sdo apresentados como a
media + DPM, n=5-6 por grupo e sao representativos a 3 experimentos. * p<0.05 e *** p<0.001
(one way-ANOVA, Bonferroni’s).
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Figura 9. Atividade de DNase do plasma e fagocitose das NETs pelos macrofagos de

Adultos

animais recém-nascidos e adultos é similar. Animais submetidos a sepse foram eutanasiados
6 h apos infecdo e o sangue foi coletado. (A) a atividade de DNase do plasma foi avaliada 6 h
apos sepse (vide Materiais e Métodos item 3.13.5). (B-C) representacdo experimental e imagens
representativas nos tempos indicados do clearance das NETSs purificadas (4 ng/mL) e marcadas
com SITOX-green pelos macréfagos peritoneais de animais recém-nascidos e adultos. (D)
avaliacdo das concentracGes remanentes de NETs no sobrenadante da cultura de macrofagos 4
h apos incubagcdo com NETS purificadas. Os resultados séo apresentados como a media £ DPM,

n=5-6 por grupo e sao representativos a 2 experimentos. * p<0.05 e **** p<0.0001 (one way-

ANOVA, Bonferroni’s).
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4.1.6 A degradacédo das NETs melhora o desfecho da endotoxemia induzida por LPS

em animais recém-nascidos

Considerando o papel das NETs na génese do dano organico em outros processos
patoldgicos (Khandpur et al., 2013; Merza et al., 2015; Wong et al., 2015), nos decidimos
avaliar o papel funcional das NETs no contexto fisiopatoldgico da sepse. Para isto, animais
recém-nascidos e adultos inoculados com LPS foram tratados com rhDNase, como previamente
reportado (Caudrillier et al., 2012; Hu, 2012; Mcdonald et al., 2012), com o objetivo de
degradar o DNA livre e as NETSs na fase aguda da endotoxemia. NOs verificamos que 0s animais
inoculados com LPS e ndo tratados com rhDNase apresentaram sinais clinicos de letargia,
piloerecdo, secrecdo ocular, taquipnéia e taquicardia, com 100% de mortalidade até trés dias
apos a inoculacdo. No entanto, os sinais clinicos foram menos intensos apos o tratamento com
rhDNase. Um significativo aumento na taxa de sobrevida foi observado no grupo de animais
recém-nascidos (aproximadamente 45-60%) (Figura 10A). Adicionalmente, a melhora na
sobrevida foi associada com a redugdo dos niveis séricos das NETs (Figura 10B). Como
mencionado anteriormente, a mortalidade na sepse é decorrente, na maior parte das vezes, de
lesBes teciduais capazes de desencadear faléncia multipla de 6rgdos (Doerschuk, 2001). Uma
vez que o tratamento com a rhDNase melhorou a sobrevida dos animais, nosso proximo
objetivo foi avaliar se também ocorre reducdo de danos organicos. Nés verificamos que animais
endotoxémicos tratados como a rhDNase, apresentaram reducdo nas lesdes organicas induzidas
pelo LPS no pulméo (Figura 10C) assim como nos niveis séricos do BUN, CK-MB e TNF-a

(Figura 11).

A citrunilacdo da histona H3 pela enzima Pad4 € um evento importante para a NETose
(Nakashima et al., 2002; Wang et al., 2004). Portanto, com o intuito de entender os mecanismos
moleculares envolvidos na elevada producgédo das NETs nos animais recém-nascidos durante a

endotoxemia, nos avaliamos expressdo da Padi4 e a citrunilacdo da Histona H3 no tecido
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pulmonar e renal 18 horas ap0ds inoculacdo do LPS. N&s verificamos um incremento na
expressao Padi4 em ambos os grupos de animais (recém-nascidos e adultos) no tecido
pulmonar. Contudo, a expressao da Padi4 ndo foi afetada pelo tratamento com a rhDNase
(Figura 12A), sugerindo que o efeito da rhDNase é upstream a expressao da Padi4. Por outro
lado, observou-se que os animais endotoxémicos apresentaram um significativo incremento na
citrunilacdo da histona H3 no tecido pulmonar e renal, o qual foi acentuadamente reduzida apds
tratamento com rhDNase (Figura 12B & C). Estes dados sugerem que os elevados niveis de
NETs poderiam ser responsaveis pela alta susceptibilidade dos animais recém-nascidos a

endotoxemia induzida pelo LPS.
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Figura 10. A degradacdo das NETs melhora o desfecho da endotoxemia induzida por LPS.
(A) curva de sobrevida de animais recém-nascidos e adultos inoculados com LPS (35 mg/kg,
I.p.) e tratados com rhDNase (10 mg/kg s.c.) ou salina, e a sobrevida dos camundongos foi
avaliada diariamente por um periodo de cinco dias. (B) concentragcfes séricas das NETs em
animais 18 h apds inoculacdo com LPS, tratados ou ndo com rhDNase. (C) imagens histologicas
representativas do pulmé&o de animais recém-nascidos e adultos 18 h apds inocula¢do com LPS,
tratados ou ndo com rhDNase. As imagens sdo apresentadas na magnificacdo 10x. Barras = 50
pm. Os resultados sdo apresentados como a media £+ DPM, n=5-6 por grupo e sao
representativos a 2 experimentos. * p<0.05, ** p<0.01 e *** p<0.001 (A, Mantel-Cox log-rank

test; B, one way-ANOVA, Bonferroni’s). rh:DNase recombiante humana.
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Figura 11. A degradacéo das NETs reduz os a disfungdo orgénica induzida pelo LPS.
Animais recém-nascidos e adultos foram inoculados com LPS (35 mg/kg, i.p.) e tratados com
rhDNase (10 mg/kg s.c.) ou salina. Atividade enzimatica do (A) BUN, (B) CK-MB e os (C)
niveis de TNF-a no soro foram verificadas 18 h apds inoculagdo com LPS. Os resultados sdo
apresentados como a media + DPM, n=5-6 por grupo e sao representativos a 2 experimentos. *

p<0.05 e ** p<0.01 (one way-ANOVA, Bonferroni’s)
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Figura 12. A degradacédo das NETs reduz a citrunilacdo da histona H3 na endotoxemia

induzida por LPS. Animais recém-nascidos e adultos foram inoculados com LPS (35 mg/kg,

I.p.) e tratados com rhDNase (10 mg/kg s.c.) ou salina. (A) expressdo génica da Padi4 no tecido

pulmonar foi verificada 18 h apds inoculacdo com LPS. (B) western blot e (C) imagens de

imunofluorescéncia representativas da citrunilacdo da histona H3 Padi4 no tecido pulmonar 18

h apos inoculacdo com LPS. Barras = 50 um. Os resultados sdo apresentados como a media +
DPM, n=5-6 por grupo. * p<0.05 e *** p<0.001 (one way-ANOVA, Bonferroni’s)
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4.1.7 A degradacdo das NETs ou inibicao de sua sintese melhora o desfecho da sepse

em animais recém-nascidos

Com o objetivo de transferir nossas observacdes do modelo de endotéxemia para o
modelo experimental de sepse, animais recém-nascidos submetidos a sepse foram tratados com
antibiotico (Ertapenem sédico na dose de 15 mg/kg, comecando 6 h apos inducdo da sepse e
depois cada 12 h por 3 dias) associado ou ndo a rhDNase. No6s verificamos 100% de mortalidade
apos 24 h nos animais sépticos ndo tradados, mas como esperado, 0s animais tratados com
antibidtico apresentaram um significativo incremento na taxa de sobrevida (aproximadamente
25%). Notavelmente, os sinais clinicos foram menos intensos apds o tratamento combinado de
antibidtico + rhDNase, manifestando um significativo aumento na taxa de sobrevida
(aproximadamente 55%) quando comparado ao grupo séptico sem antibiético (Figura 13A).
Adicionalmente, comparado com o0 grupo de animais septicos ou tratados somente com
antibidtico, a terapia combinada (antibiotico + rhDNase) esteve associado com a reducdo nos
niveis séricos das NETS, das lesdes organicas e citocinas pro-inflamatdrias (Figura 13B - C e
Figura 14 A-C). No entanto, a monoterapia com a rhDNase ndo produziu incremento na taxa

de sobrevida nos animais recém-nascidos (Figura 13D).

Desde que a enzima Pad4, é essencial para a NETose (Li et al., 2010), nosso proximo
passo foi avaliar o efeito da sua inibi¢do no desfecho da sepse em animais recém-nascidos. Para
isto, animais recém-nascidos submetidos a sepse foram tratados com antibitico em
combinagdo com a Cl-amidina (inibidor especifico da Pad4, 50mg/kg, i.p.). Nos verificamos
que o tratamento combinado de (antibiético + Cl-amidina) esteve associado com um
significativo incremento da taxa de sobrevida (aproximadamente 95%) quando comparado ao
grupo séptico ou sepse + antibidtico. Em destaque, nos verificamos que a monoterapia com a
Cl-amidina esteve associado com o incremento significativo na taxa de sobrevida nos animais

recém-nascidos (aproximadamente 30%) quando comparado ao grupo séptico ndo tratado
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(Figura 14D). Em conjunto, os dados sugerem que o dano organico observado nos animais
recém-nascidos sépticos esta provavelmente associado com o acumulo de neutrdéfilos e a

elevada producdo de NETSs nos 6rgaos.
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Figura 13. A degradacdo das NETSs ou inibicao de sua sintese melhora o desfecho da sepse
em animais recém-nascidos. (A) curva de sobrevida de animais recém-nascidos submetidos
a sepse e tratados com antibidtico (Abx, 15 mg/kg, i.p.) ou Abx + rhDNase (10 mg/kg, s.c.).
(B) concentracgdes séricas das NETs em animais 6 h apds inoculagédo da sepse, tratados ou ndo
com Abx ou ou Abx + rhDNase. (C) imagens histolégicas representativas do figado de animais
recém-nascidos 6 h apds inoculacdo da sepse, tratados ou ndo com Abx ou ou Abx + rhDNase.
As imagens sdo apresentadas na magnificagdo 20x e 40x. Barras = 100 um. (D) curva de
sobrevida de animais recém-nascidos submetidos a sepse e tratados com rhDNase (10 mg/kg,
s.c.). Os resultados sdo apresentados como a media + DPM, n=5-6 por grupo e sdo
representativos a 2 experimentos. * p<0.05, ** p<0.01 e *** p<0.001 (A e D, Mantel-Cox log-
rank test; B, one way-ANOV A, Bonferroni’s).
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Figura 14. A degradacéo das NETs reduz os a disfungdo organica induzida pela sepse.
Animais recém-nascidos foram submetidos a sepse e tratados com antibi6tico (Abx, 15 mg/kg,
i.p.) ou Abx + rhDNase (10 mg/kg, s.c.). Atividade enzimética do (A) BUN, (B) TGO e os (C)
niveis de TNF-a no soro foram verificadas 6 h apés inducdo da sepse. (D) curva de sobrevida
de animais recém-nascidos submetidos a sepse e tratados com antibiotico (Abx, 15 mg/kg, i.p.),
Cl-Amidine (inibidor da Pad4, 50 mg/kg, i.p.) ou Abx + Cl-Amidine Os resultados sdo
apresentados como a media + DPM, n=5-6 por grupo e sao representativos a 2 experimentos. *
p<0.05, ** p<0.01 e *** p<0.001 (A — C, one way-ANOVA, Bonferroni’s, D, Mantel-Cox log-
rank test).
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4.2 EXPERIMENTOS REALIZADOS COM AMOSTRAS DE PACIENTES

4.2.1 Concentracdes séricas das NETs correlacionam-se com a severidade da sepse
pediatrica

Com o intuito de transpor 0s nossos resultados para humanos, nds avaliamos o perfil de
expressao génica in silico de pacientes pediatricos 24 horas ap0s a admissao hospitalar através
da anélise da base de dados de microarray (GEO datasets GSE26378) (Wynn et al., 2011),
com foco primario nas assinaturas imunoldgicas (immuneSigDB). Verificamos o
enriquecimento da assinatura génica similar a da ativacéo de neutréfilos com LPS, incluindo a
Padi4 (Figura suplementar 3A & B). Notavelmente, a expressao da Padi4 esteve
correlacionada com marcadores classicos de ativacao dos neutréfilos, tais como o S100A9 e a

I11b (Figura suplementar 3C & D).

Para confirmar os dados in silico, amostras de sangue periférico de pacientes pediatricos
(n=15) e adultos (n=11) foram coletados 24 h apds da admissdo hospitalar, com os respectivos
controles saudaveis (Tabela suplementar 2). Comparado com 0s controles e com 0s pacientes
adultos, similar ao observado no modelo experimental, pacientes pediatricos apresentaram
significativa elevacdo nos niveis séricos das NETs (Figura 15A) assim como na expressao da
enzima Padi4 (Figura suplementar 3E). Finalmente, uma correla¢do positiva foi observada
entre os niveis circulantes de NETSs e score PRISM (Figura 15B). Sugerindo que na fase aguda
da sepse, a susceptibilidade dos recém-nascidos esta, ao menos em parte, determinada pela
alta producdo de NETSs, potencializado o dano organico observado na sepse. Assim, a
modulacdo farmacoldgica das NETs apresenta-se como uma nova atrativa alternativa
terapéutica para o tratamento da sepse pediatrica (Conclusdo parcial). No entanto, as
consequéncias cronicas da sepse apresentam-se também como uma importante causa de morte
nos individuos sobreviventes, portanto, neste momento nosso trabalho abordard as

consequéncias da sobrevivéncia a sepse em individuos recém-nascidos.
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Figura 15. Concentracdes séricas das NETs se correlaciona com a severidade da sepse
pediatrica. Amostras de sangue periférico coletadas de pacientes pediatricos e adultos (n=15 e
n=11, respectivamente) 24 h apds admissdo hospitalar e doadores sadios (7 pediatricos e 6
adultos). (A) concentracOes séricas das NETs em pacientes sépticos (15 pediatricos e 11
adultos) e doadores sadios. (B) coeficiente de correlacdo de Spearman entre 0s niveis séricos
de NETs (normalizados como o Log-NETSs) e o score PRISM (normalizado como o Log-
PRISM). Os resultados sdo apresentados como a media + DPM. **p<0.01 e *** p<0.001 (A,

Kruskal-Wallis unpaired test, B, Spearman correlation).

95



RESULTADOS

4.3 EXPERIMENTOS REALIZADOS EM ANIMAIS SOBREVIVENTES A SEPSE

4.3.1 Caracterizacdo dos animais recem-nascidos e adultos sobreviventes a sepse

Com o intuito de investigar os efeitos a longo prazo da sepse na disfuncdo imune
adaptativa, utilizamos o modelo de sepse polimicrobiana letal (90-100% de mortalidade)
induzida pela inoculacdo i.p. de bactérias, seguido de tratamento com antibiético. O protocolo
de tratamento com antibiético nos camundongos sépticos consistiu na administracdo
intraperitoneal de Ertapenem sodico na dose de 30 mg/kg (animais adultos) e 15 mg/kg (animais
recém-nascidos). A primeira administracdo do antibiotico foi realizada seis horas apos o inicio
da sepse, sendo o tratamento mantido em intervalos regulares de 12 horas por um periodo de
trés dias. Animais sépticos ndo tratados com antibidtico apresentaram sinais clinicos de letargia,
piloerecdo, secrecdo ocular, taquipnéia e taquicardia, com 90 a 100% de mortalidade trés dias
apos a infeccdo. No entanto, os sinais clinicos foram menos intensos ap6s o tratamento com
antibidtico (Sepse + Abx). Um significativo aumento na taxa de sobrevida foi observado em
ambos os grupos (aproximadamente 30-40%) (Figura suplementar 4A). A melhora na
sobrevida foi associada com a progressiva reducdo da bacteremia e apés 15 dias do tratamento
ndo foram detectadas bactérias no sangue, demonstrando que o tratamento dos animais sépticos

com antibidtico controla a infeccdo (Figura suplementar 4B).

Como mencionado anteriormente, a mortalidade na sepse € decorrente, na maior parte
das vezes, de lesGes teciduais capazes de desencadear faléncia maltipla de 6rgdos (Doerschuk,
2001). Uma vez que o tratamento com antibiético melhora a sobrevida dos animais por
controlar a infeccdo, nosso proximo objetivo foi avaliar se também ocorre reducdo de danos
organicos. Nos verificamos que animais sépticos tratados como antibiotico, apresentaram
reducdo progressiva dos niveis séricos do TGO, atingindo concentragdes similares ao
observado no plasma dos animais Sham no 15° dia ap0s a sepse (Figura suplementar 4C) assim

como ganho progressivo do peso corporal (Figura suplementar 4D). Portanto, em todos 0s
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experimentos a seguir, foi utilizado o protocolo de tratamento com antibiotico para estudar as

consequéncias a longo prazo da sepse.
4.3.2 Padronizacdo da infec¢do pulmonar secundaria a sepse com P. aeruginosa

A Pseudomonas aeruginosa é um patdgeno oportunista adquirido na comunidade e em
hospitais, responsavel por quadros de pneumonia graves em humanos, especialmente em
individuos imunocomprometidos (; Yang et al., 2010). Assim, nos utilizamos este patdgeno
para estabelecer um modelo de pneumonia em animais recém-nascidos e adultos sobreviventes
a sepse e determinar o grau de susceptibilidade a infeccdo secundaria. Para isso, inicialmente
padronizamos uma quantidade de bactérias capaz de gerar uma infeccdo ndo letal em
camundongos naives. Inicialmente, quantificamos a concentracdo de P. aeruginosa por
espectrofotometria (Figura suplementar 5A) e através da inoculacdo intranasal em animais
naives determinamos a dose subletal, moderada e letal (Figura suplementar 5B & C). NGs
selecionamos a dose subletal, 8 x 10° UFC/40ul e 2 x 10° UFC/40pl, para camundongos recém-
nascidos e adultos, respectivamente. Nestas doses, 80% dos animais de ambos 0s grupos
sobreviveram. Em seguida, camundongos adultos e recém-nascidos foram submetidos a sepse,

e apos 15 e 30 dias foram desafiados com a administracdo de P. aeruginosa pela via intranasal.

Consistente com dados do nosso grupo (Nascimento et al., 2010), camundongos adultos
sobreviventes a sepse e desafiados nos dias 15 e 30 apresentaram 100% de mortalidade em até
seis dias apds o desafio. Entretanto, camundongos recém-nascidos sobreviventes a sepse
apresentaram uma marcada resisténcia ao desafio com P. aeruginosa, apresentando uma
sobrevida de 70% até o 10° dia de observacdo (Figura 16A & B). Consistente com a alta
resisténcia a infeccdo pds-sepse dos camundongos recém-nascidos, ndo observamos aumento
no namero de bactérias no lavado broncoalveolar 12 horas apés a infeccdo por P. aeruginosa,
em contrapartida, animais adultos sobreviventes a sepse apresentaram um aumento significativo

da carga bacteriana no lavado broncoalveolar (Figura 16C). Esses dados demonstram que
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animais recém-nascidos sobreviventes a sepse sao resistentes a infec¢ao secundaria induzida

pela P. aeruginosa, sugerindo que estes animais nao estdo imunocomprometidos.

98



RESULTADOS

© R. Nascidos Sham € R. Nascidos Sham
@ R. Nascidos Sepseqsq ® R. Nascidos Sepsezgpq
A S Adultos Sham +Psa B 2 Aduitos Sham +Psa C yop apss infegao
@ Adultos Sepsesq @ Adultos Sepse;qq ) com Ps.a
R < «@©
?100’ »3100 o g 6 %= ® R.Nascidos
& S 1 23 _* @ Adultos
© © © = 5
o o) »n O
C T ] 28
3 50 3 50 , &g
¥eol Q gvu_ 44 ‘
o o _ _
0 ‘ . ‘ . 0 , ‘ ‘ ‘ -] o éan.d. nd.
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10 Ps a -+ 4+ - 4+
Dias ap6s infecao Dias apo6s infecao ’
& &P
f 2N 20
£t of

Figura 16. Animais recém-nascidos sobreviventes a sepse sdo resistentes a infeccao
secundaria por Pseudomonas aeruginosa. Camundongos submetidos a sepse foram tratados
com antibidtico por trés dias. (A-B) nos dias 15 e 30 apds sepse, 0s animais recém-nascidos e
adultos sobreviventes foram infectados via i.n. com 10% ou 10° UFCs de P. aeruginosa
respectivamente. A sobrevida foi determinada diariamente por um periodo de 10 dias. (C)
quantificacdo da P. aeruginosa no lavado broncoalveolar foi avaliada 12 horas ap6s infecéo
secundaria em animais sobreviventes a sepse e nos animais Sham. Os resultados sdo
apresentados como a media + DPM, n=6-8 por grupo e sao representativos a 3 experimentos. *
p<0.05 (A-B, Mantel-Cox log-rank test, C, one way-ANOV A, Bonferroni’s).
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4.3.3 Células T CD4* de animais recém-nascidos sobreviventes a sepse ndo exibem

disfuncao celular inata nem adaptativa

No intuito de caracterizar a disfuncdo imune adaptativa e inata nos animais
sobreviventes a sepse, a resposta proliferativa das células T CD4" foi avaliada 15 dias ap6s a
inducdo da sepse experimental. Assim, as células T CD4" isoladas do baco de camundongos
adultos e recém-nascidos sobreviventes a sepse foram ativadas in vitro na presenca de estimulo
policlonal (anti-CD3). Verificamos que as células T CD4" dos animais recém-nascidos
sobreviventes a sepse apresentaram intensa proliferacdo apds estimulacéo in vitro, efeito oposto
ao observado nos adultos (Figura 17A). Em seguida, avaliamos o perfil funcional de células
apresentadoras de antigeno (APCs) presentes na cavidade peritoneal de ambos 0s grupos. Para
isso macrofagos isolados do peritbnio de animais adultos e recém-nascidos sobreviventes a
sepse, foram cultivados na presenca de bactérias. Observamos que, em contraste com 0s animais
adultos os recém-nascidos pos-septicos ndo apresentaram alteracdes na capacidade de killing
bacteriano (Figura 17B). Em suma, os dados apresentados demostram que animais recém-
nascidos sobreviventes a sepse sdo resistentes a infecdo secundaria e nao desenvolvem

disfuncGes inatas e adaptativa.
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Figura 17. Animais recém-nascidos sobreviventes a sepse ndo desenvolvem disfuncgdes
celulares. Camundongos submetidos a sepse foram tratados com antibiético por trés dias. No
15° dia ap6s a sepse, (A) o baco foi coletado e as células TCD4" isoladas e marcadas com 1 uM
Dye Efluor 670 (eBioscience) por 15 minutos, a 37 °C, lavadas, cultivadas (1 x10° células por
poco) e incubadas com anti-CD3/CD28 (1ug/mL e 1 pg/mL, estimulo policlonal), por trés dias.
(B) reciprocamente, os macrofagos da cavidade peritoneal (1 x 10°), de animais sobreviventes,
foram coletados e incubados com bactérias do contetido cecal (2 x 10°) previamente
opsonizadas com 10% de soro e incubados por 3 horas a 37°C. Apdés incubacao, as células foram
lisadas e semeadas na diluicdo 10. Os resultados s&o apresentados como a media + DPM, n=6-
8 por grupo e sdo representativos a 3 experimentos. O killing fagocitico como o logaritmo do
UFC/mL. *p<0.05 e **p<0.01 (one way-ANOVA, Bonferroni’s).
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4.3.4 Em animais recém-nascidos sobreviventes a sepse ndo ocorre expansao de células

Tregs

Considerando a importancia das células Tregs no desenvolvimento da imunossupressdo
em individuos adultos sobreviventes a sepse (Benjamim et al., 2003; Cavassani et al., 2010;
Nascimento et al., 2010; Nascimento et al., 2017; Roquilly et al., 2017), 0 nosso proximo
objetivo foi comparar a expansao das células Tregs in vivo em animais adultos e recém-nascidos
em um curso temporal 7, 15 e 30 dias apds a sepse. Foi verificado aumento progressivo na
frequéncia e nimero absoluto das células Tregs apenas em animais adultos (Figura 18A — C).
De maneira complementar, identificamos um aumento na expressao do Foxp3 em células CD4*
assim como o incremento no nimero total de células no bago dos animais adultos em contraste
com 0s animais recém-nascidos pos-sépticos (Figura 18D & E). Ainda, verificamos que a
expansdo na frequéncia tanto das células iTregs (células T reguladoras induzidas, CD4" Foxp3*
Neuropilina 1°) quanto as nTregs (células T reguladoras naturais, CD4* Foxp3* Neuropilina 1%)
ocorre apenas nos animais adultos pos-sépticos (Figura 19A — C). Em concordancia com a
deficiente expansdo das células Tregs observada em animais recém-nascidos pds-sépticos,
verificamos que células Tregs, T convencionais (T CD4*CD25") e tecido esplénico total de
animais recém-nascidos ndo apresentaram incremento na expressdo do gene foxp3 quando
comparados com os adultos (Figura 19D). Ainda, verificamos que células TCD4* e
CD4*Foxp3* de animais recém-nascidos apresentaram acentuada reducdo da capacidade

proliferativa em contraste do observado no grupo Sham (Figura 20A & B).

Além do aumento do numero de células Tregs, alteracdes de suas fungdes podem ser
determinantes na geracdo de quadros de imunossupressdo (Cavassani et al., 2010). Portanto,
nos decidimos avaliar a capacidade supressora das células Tregs isoladas do baco de
camundongos recém-nascidos e adultos sobreviventes a sepse. A partir de ensaios de co-cultura,

na proporc¢ao de uma célula T efetoras (CD4*CD25") para cada 4 células Tregs (CD4"CD25%),
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demonstramos que a capacidade supressora das células Tregs de animais recém-nascidos e
adultos sobreviventes a sepse nao difere (Figura 21). Ressalta-se que neste experimento foram
utilizadas uma populacéo purificada de células efetoras (CD4"CD25°), condicdo experimental
que é diferente daquela apresentada previamente na Figura 18A, na qual foi utilizado um pool
de células T CD4 (CD4 efetora e células Tregs). Esses dados sugerem que a deficiente expansao
e proliferacdo das células Tregs em camundongos recém-nascidos pode estar associada a

resisténcia ao desenvolvimento da imunossupressao pos-sepse nesse grupo de animais.
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Figura 18. Animais recém-nascidos sobreviventes a sepse ndo apresentam expansao das
células TCD4*FoxP3* (Tregs). Camundongos submetidos a sepse foram tratados com
antibiotico por trés dias. No dia 7, 15 e 30 ap0s a sepse, 0s animais recém-nascidos e adultos
foram eutanasiados e o bac¢o foi coletado para avaliar a frequéncia das células Tregs por FACS.
(A) estratégia de gates e flow plots representativos (referente ao dia 15), (B) frequéncia de
células Tregs 7, 15 e 30 dias ap0s sepse, (C) numero absoluto de células Tregs (referente ao dia
15), (D) histograma plots comparando a expressdo do Foxp3 pelo MFI (do inglés, Mean
Fluorescence Intensity) (referente ao dia 15) nas células CD4" avaliada por FACS e (E) nimero
de celulas esplénicas (referente ao dia 15) em animais sobreviventes a sepse. Os resultados sdo
apresentados como a media £ DPM, n=4-8 por grupo. *p<0.05, **p<0.01 e *** p<0.001 (B, t-
test; C-E, one way-ANOV A, Bonferroni’s).
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Figura 19. Animais recém-nascidos pos-sépticos ndo apresentam expansdo das células
Tregs induzidas e naturais. Animais submetidos a sepse foram tratados com antibi6tico por
trés dias. No dia 15 apds a sepse, 0s animais recém-nascidos e adultos foram eutanasiados, 0
baco foi coletado e a frequéncia das células Tregs naturais e induzidas foram determinadas
através da marcacdo com Neuropilina-1 (NRP1). (A) flow plots representativos e frequéncia
das células Tregs: (B) Tregs induzidas e (C) Tregs naturais do baco de animais recém-nascidos
e adultos apds sepse avaliadas por FACS. Expressdo de mRNA do (D) Foxp3 nas células Tregs
(CD4*CD25%), T convencionais (CD4'CD257) e homogeneizado de baco de animais
sobreviventes a sepse. Os resultados sdo apresentados como a media = DPM, n=4-8 por grupo

ou heat map normalizado pelo Z-score (D). *** p<0.001 (B-C, one way-ANOVA,

Bonferroni’s).
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Figura 20. As células Tregs de animais recém-nascidos sobreviventes a sepse apresentam
reducdo na capacidade proliferativa. Camundongos submetidos a sepse foram tratados com
antibiotico por trés dias. No dia 15 ap0s a sepse, 0s animais recém-nascidos e adultos foram
eutanasiados, o baco foi coletado e a proliferacdo das células TCD4" e Tregs foi determinada
através do marcador de proliferacdo celular Ki67. Histograma plots e frequéncia de células
Ki67" no dia 15 apds sepse foi avaliada por FACS nas células CD4" (A) e CD4"Foxp3™ (B). Os
resultados sdo apresentados como a media + DPM, n=4-8 por grupo. **p<0.01 e ***p<0.001
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Figura 21. Capacidade funcional das células Tregs é similar em animais adultos e recém-
nascidos sobreviventes a sepse. Camundongos submetidos a sepse foram tratados com
antibidtico por trés dias. No dia 15 ap0s a sepse, 0s animais recém-nascidos e adultos
sobreviventes foram eutanasiados e as células TCD4*CD25" (Tregs) e TCD4*CD25 (Tefr)
foram isoladas do baco e marcadas com 1 uM Dye Efluor 670 e posteriormente cultivadas na
presenca de anti-CD3/28 (1pug/mL e 1ug/mL, respectivamente), por 72 h. (A) representacao
experimental, flow plots representativos do isolamento das células T efetoras e Tregs (B) e
porcentagem de proliferacdo das células T efetoras (C). Os resultados sdo apresentados como

a media £ DPM, n=6-8 por grupo e sao representativos a 3 experimentos. *p<0.05. (A, t-test).
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4.3.5 Animais recém-nascidos sobreviventes a sepse possuem menor crescimento

tumoral

Com o intuito de confirmar nossos achados utilizamos o modelo de tumor baseando-se
no reconhecido envolvimento das células Tregs para a progressdo tumoral (Kim et al., 2006;
Cavassani et al., 2010). Para isso, animais adultos e recém-nascidos sobreviventes a sepse
foram injetados com 5,0 x 10* células de B16Luc (s.c.) e o crescimento tumoral foi monitorado
por 15 dias. Os camundongos adultos sobreviventes a sepse apresentaram marcado crescimento
tumoral, contudo, os recém-nascidos, apresentaram menor crescimento tumoral (Figuras 22A
— C). Adicionalmente, nés verificamos uma reduzida frequéncia de subtipos celulares
essenciais para o controle do crescimento tumoral (T CD4" e CD8" produtoras de IFN-y)
(Beatty e Paterson, 2001; Casares et al., 2003; Kim et al., 2006; Song et al., 2007) (Figura
22D) nos animais adultos quando comparado com os recém-nascidos. Ainda, essa diminuicdo
nao foi devido a diferencas na frequéncia das células TCD4" e TCD8" bago (Figura 22E). De
maneira complementar, nés verificamos um aumento significativo na frequéncia das células
Tregs tanto no microambiente tumoral como no bago de animais adultos (Figuras 23A & B).
Finalmente, o menor crescimento tumoral em animais recém-nascidos pés-sépticos foi
associado a um aumento da imunidade antitumoral mediada pela reducdo da razéo de células
Tregs/CD8 IFN* e Tregs/CD4 IFN™ no microambiente tumoral (Figuras 23C). Coletivamente,
esses dados demonstram que animais recém-nascidos sobreviventes a sepse ndo apresentam

comprometimento da resposta imune.

108



RESULTADOS

© R. Nasc Sham

7d apés inoculagédo tumoral
A B ‘ C ® R. Nasc Sepseqsq| , B16
(x109 Infant Adult M R. Nascidos [l Adultos © Adultos Sham
_ — "’E @ Adultos Sepseqsq
< .20 * £ 1500
= *% =
~ 1.5 ] ©
88 :
510 £
89 =
T 205 2
g e I E
0.0 E o8 10 12 14 16
S o Q&
%‘@e@’%@%@@ Dias apés desafio
N o
D . L E
Producg&o intracelular de citocinas Baco
o 5 -
s _ 40- st a _ 40- ® R. Nascidos R. Nascidos Adultos
+O = * +L\) S @ Adultos
w30 ¢ ™ w30 *
P < P < ° [
L 20 == 20
»n O ! ? n O i
© £ ‘ o £ °
> E 10 = E 10 64.08% Células T CD4+  67.45% Células T CD4+
\8 L 8 L 23.46% Células T CD8+ 24.97% Células T CD8+
S are § s
>
A & 5P o
B & o

Figura 22. Animais recém-nascidos sobreviventes a sepse apresentaram menor
crescimento tumoral. Camundongos submetidos a sepse foram tratados com antibiético por
trés dias. No dia 15 ap0s a sepse, 0s animais sobreviventes foram submetidos a injecdo de 5 x
10 células de B16LucF10 (s.c). (A) densidade tumoral avaliada pelo IVIS e radianca (B) em
camundongos recém-nascidos e adultos sobreviventes a sepse. (C) Avaliacdo do crescimento
tumoral foi realizada com paquimetro. (D) frequéncia das células TCD4"IFN-y" e TCD8*IFN-
¥* no microambiente tumoral foram avaliadas por FACS. (E) frequéncia de células TCD4" e
TCD8" no baco avaliada 15 dias apés a sepse. Os resultados sdo apresentados como a media +
DPM, n=6-8 por grupo e sdo representativos a 3 experimentos. *p<0.05, **p<0.01 e ***
p<0.001 (B-D, one way-ANOVA, Bonferroni’s).
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Figura 23. Animais recém-nascidos sobreviventes a sepse ndo apresentam alteracdo na
imuno-vigilancia tumoral. Camundongos submetidos a sepse foram tratados com antibiético
por trés dias. No dia 15 apds transplante tumoral, a frequéncia de células Tregs no tumor (A) e
no baco (B) foram avaliadas por FACS. (C) Razdo células Tregs/CD8IFNy" e
Tregs/CD4 IFNy* em animais sobreviventes a sepse. Os resultados sdo apresentados como a
media = DPM, n=6-8 por grupo e séo representativos a 3 experimentos. **p<0.01 e *** p<0.001

(A-B, one way-ANOVA, Bonferroni’s; C, t-test).
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4.3.6 Diferenciacdo in vitro das células Tregs ocorre de maneira independente da idade

Com a finalidade de investigar os mecanismos moleculares pelos quais camundongos
recém-nascidos sobreviventes a sepse apresentam deficiente expansdo de células Tregs e
consequentemente resisténcia ao desenvolvimento de imunossupressdo, avaliamos as vias
intracelulares envolvidas na ativacdo do receptor TGF-B (TGF-BR1/2), a capacidade de
diferenciacdo in vitro e a expressdo de genes essenciais para a diferenciacéo e ativacdo das
células Tregs de animais adultos e recém-nascidos. Para isso, células CD4"Foxp3GFP- foram
isoladas do baco de animais DEREG (do inglés, Depletion of Regulatory T cells mice), no qual
0 Foxp3 esta fusionado com o0 eGFP (enhanced green fluorescent protein), e em seguida foram
estimuladas com TGF-B1 (30ng/mL). A cinética de fosforilagio do SMAD2/3 e fator de
transcricdo CREB foi avaliada. Nestas condicdes, verificamos que a estimulacdo com o TGF-
B1 levou a rapida fosforilagdo da Smad2/3 (p-Smad2/3) em ambos 0s grupos, sendo mais
acentuada nas células CD4" Foxp3GFP~ oriundas de animais adultos. De maneira
complementar, identificamos que a estimulacdo com TGF-f1 levou a ativagdo da via nao-
canonica do receptor de TGF-B, evidenciada pela acentuada fosforilagdo do complexo
CREB/ATF (pCREB) (Derynck e Zhang, 2003), nas células CD4* Foxp3GFP~ oriundas de

animais recém-nascidos (Figura 24).

Em seguida, avaliamos as consequéncias da ativacdo diferencial da via TGF-p/TGF-
BR/Smad2/3/CREB/ATF observada nas células CD4" isoladas de camundongos recém-
nascidos e adultos na diferenciacdo in vitro para o perfil T regulador. Para isso, células
CD4'Foxp3GFP- de animais DEREG recém-nascidos e adultos foram diferenciadas na
presenca de concentracOes crescentes de TGF-B1. Nos verificamos que a diferenciacdo para o
perfil regulador foi semelhante em ambos os grupos (Figura 25A). Ainda, por meio de ensaios
de expressdo génica ndo foi observado diferencas no perfil de expressdo de genes essenciais

para a diferenciacdo e ativacdo das células Tregs (Foxp3, Tgfbl, Gitr, Ctla4 e Tigit) entre os
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grupos (Figura 25B). Dessa forma, apesar de nos experimentos realizados in vivo termos
identificado uma reducéo na expansao das células Tregs em recém-nascidos pds-sépticos, in
vitro constatamos que a resposta a estimulos de diferenciacéo estdo preservados nas células
TCD4™" desses animais. Esta aparente contradicéo, indica que a resisténcia a imunossupressao
observada em recém-nascidos ndo ocorre devido a um comprometimento da diferenciacao de
células Tregs, sugerindo o envolvimento de outros mecanismos tais como 0 comprometimento

na manutencao da estabilidade do Foxp3.
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Figura 24. TGF-B1 ativa a via candnica e nao-candnica em células T CD4* de animais

recém-nascidos. (A) o baco de animais DEREG (Foxp3-DTR/EGFP) recém-nascidos e adultos

foi coletado e as células CD4*Foxp3GFP- foram isoladas e colocadas em resting por 6 horas.

Apds este tempo, as células foram estimuladas com TGF-B1 (30 ng/mL) nos tempos indicados.
(B, C) immunoblot representativo da expressdao da SMAD2/3 fosforilada (p-SMAD2/3),
SMAD?2/3 total, CREB/ATF1 fosforilada (0)CREB/ATF) e CREB/ATF1 total em lisados de

células TCD4"eGFP- ap6s estimulagdo com TGF-B1.
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Figura 25. Células TCD4* de animais recém-nascidos ndo apresentam altercagdes na
diferenciacdo para o perfil T regulador. O baco de animais DEREG (Foxp3-DTR/EGFP)
recém-nascidos e adultos foi coletado e as células CD4*Foxp3GFP- foram isoladas e
diferenciadas na presenca de anti-CD3/CD28 (1ug/mL e 1ug/mL, respectivamente) e TGF-p1
(1, 3 ng/mL) por 3 dias a 37°C. (B) flow plots representativos e frequéncia de celulas
CD4*Foxp3GFP*. Expressdo de genes essenciais para a diferenciacdo e ativacdo das células
Tregs, (A) Foxp3, (B) Tgfbl, (C) Gitr, (D) Ctla4 e (E) Tigit avaliada nos tempos indicados foi
determinada por qPCR e apresentada como heat map normalizado pelo Z-score. *p<0.05 (t-

test).
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4.3.7 Animais recém-nascidos apresentam menor manutencdo da estabilidade das

células Tregs in vitro

Em um contexto inflamatdrio, a funcionalidade de células Tregs depende tanto dos seus
mecanismos supressores, quanto do numero de células mantidas no local (Da Silva Martins e
Piccirillo, 2012), no entanto, muitos fatores podem alterar o0 nimero de Tregs no local de
resposta como, a capacidade de diferenciacdo deste perfil celular a partir de células T naive, a
capacidade migratoria destas células, a resisténcia a morte celular e a estabilidade da expressédo
do Foxp3 (Li et al., 2015). Os dados anteriores sugerem que a resisténcia a imunossupressao
observada em recém-nascidos nao ocorre devido a um comprometimento da diferenciacdo de
células Tregs. Neste sentido, 0 nosso seguinte objetivo foi investigar a estabilidade das células
Tregs por meio da manutencédo da expressdo do Foxp3. Para isso, células TCD4 Foxp3GFP-
oriundas de animais DEREG recém-nascidos e adultos foram diferenciadas em células Tregs in
vitro. Apds 3 dias, o0 mesmo numero de células com expressdao estavel de Foxp3
(CD4"Foxp3GFP™) de ambos o0s grupos (~100%) foram isoladas e novamente estimuladas com
anti-CD3/CD28 mais TGF-f ou meio. Apds 48 horas do segundo estimulo a frequéncia de
células que expressavam estavelmente o Foxp3 (CD4"Foxp3GFP*) foi analisada por citometria
de fluxo (Figura 26 A & B). Nessas condic@es, verificamos que apds o primeiro estimulo cerca
de 50% das células Tregs do grupo adulto mantiveram a expressdo estavel do Foxp3 enquanto
que somente 14,4% das Tregs oriundas de recém-nascidos mantiveram esse fendtipo. Além
disso, apenas as células dos animais adultos responderam a um segundo estimulo com TGF-
aumentando a frequéncia de células (CD4"Foxp3GFP*), 73,7% Treg animais adultos vs. 17,9%
Tregs animais recém-nascidos (Figura 26C). Estes dados sugerem que as células Tregs de
animais recém-nascidos apresentam menor manutencdo da estabilidade do Foxp3 e
possivelmente esse fendbmeno poderia contribuir para a resisténcia a imunossupressao pos-
sepse observada em camundongos recém-nascidos.
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Figura 26. Animais recém-nascidos apresentam menor manutencédo da estabilidade das
células Tregs in vitro. (A) O bacgo de animais DEREG (Foxp3-DTR/EGFP) recém-nascidos e
adultos foi coletado e as células CD4*"Foxp3GFP- foram isoladas e diferenciadas na presenca
de anti-CD3/CD28 (1ug/mL e 1ug/mL, respectivamente) e TGF-1 (1ng/mL). Apds 3 dias, as
células com expresséo estavel de Foxp3 (CD4"Foxp3GFP*) foram isoladas de ambos os grupos
e estimuladas com anti-CD3/CD28 (1ug/mL) mais TGF- 31 ou meio de cultura; (B) Flow pots
representativos apos sorting das células CD4"eGFP™; (C) flow pots representativos e frequéncia
de células CD4*eGFP* avaliada por FACS. *p<0.05 (one way-ANOVA, Bonferroni’s).
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4.3.8 Incremento na metilacdo total do DNA nas células T convencionais de animais

recém-nascidos sobreviventes a sepse

A diferenciacgéo das células T CD4 para o perfil T regulador é finamente regulada tanto
por eventos moleculares como epigenéticos. Especificamente, a expressdao do Foxp3 é
estabilizada pela hipometilacédo das ilhas CpG nas Sequéncias ndo-codificantes conservadas do
tipo 2 (do inglés, Conserved noncoding sequences 2, CNS2) no locus de Foxp3, também
conhecidas como TSDR (do inglés, Treg-specific demethylated region) (Feng et al., 2014)
(Zheng et al., 2010; Ohkura et al., 2013); processo controlado pelas proteinas do grupo Foxola
e Tet (do inglés, ten-eleven translocation proteins). Ao passo que a regulacdo negativa da
expressao e estabilidade do Foxp3 é controlada pela proteina Dnmtl (do inglés, DNA
methyltransferases) (Lee e Lee, 2018). Portanto, nés decidimos avaliar a expressdo dos genes
Dnmtl e Foxola em animais recém-nascidos sobreviventes a sepse. Foi observado que, em
contraste com os adultos, animais recém-nascidos ndo apresentam mudancas na expressao da
Dnmtl no tecido esplénico (Figura 27A), no entanto quando comparados com o grupo Sham,
células Tregs isoladas do baco de animais sobreviventes apresentaram significativo incremento
na expressao do gene Dnmtl associado com a reducdo na expressdo do gene Foxola (Figura
27B). Em concordancia com o incremento na expressao do gene Dnmtl nas células Tregs,
verificamos o incremento na assinatura de metilacdo total do DNA nas T convencionais (T
CD4*CD25") oriundas de animais recém-nascidos pés-sépticos quando comparados com 0s
adultos (Figura 27C). Estes dados sugerem que eventos epigenéticos podem estar envolvidos
na menor estabilidade na expressdo do Foxp3 assim como na ndo expansao das células Tregs

nos animais recem-nascidos apos sepse.
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Metilacao total do DNA de células T, do bago 15d apds sepse

Bago Sham R. Nascidos Sepseqsq R. Nascidos Sham Adultos Adultos sepse sy
A B . + C
Dnmt1 Células T CD4'CD25 0000000000 0000000000 0000000000
2.0 Sham Sepse;s 0000000000 [ (34 o0
: R.Nascidos | R.Nascidos 4 44

’ Foxo1a

Expressao relativa
o o
(2
o A
*

[ J [ 000 o0
05 ® 0000000000 ©000000000 0000000000 0000000000
Dnmt1 0000000000 @ee0000000 0000000000 0000000000
0.0 0000000000 0000000000 0000000000 0000000000
PR Min ™ — ax 64.06% Metilado 82.86% Metilado 75.33% Metilado 38.98% Metilado
o N Z-score 35.94% Nao metilado 17.14% Nao metilado 24.67% Nao metilado 61.02% N&o metilado

Figura 27. Células T convencionais (CD4*CD25) de animais recém-nascidos
sobreviventes a sepse apresentam incremento no perfil de metilacdo total do DNA.
Camundongos submetidos a sepse foram tratados com antibidtico por trés dias. No dia 15 apds
a sepse, 0s animais recém-nascidos e adultos foram eutanasiados e o bago e as células Tregs
esplénicas foram isoladas para avaliar a expressao dos genes Dnmtl e Foxola. (A) expressao
de mRNA de Dnmt1 no baco e (B) expressdao de mMRNA de Dnmtl e Foxola nas células Tregs
determinada por qPCR. Paralelamente, no dia 15 apos a sepse, as células T convencionais
(CD4*CD25") foram isoladas do baco para avaliar o perfil total de metilacdo do DNA (C) (vide
Materiais e Métodos 3.14.10). Os resultados sdo apresentados como % de DNA metilado e ndo
metilado, n=3-8 por grupo. *p<0.05 (one way-ANOVA, Bonferroni’s).
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4.3.9 Os macrofagos de animais recém-nascidos sobreviventes ndo sdo polarizados

para o perfil M2 in vivo

Macrofagos do tipo M2 participam do processo de imunossupressdo induzindo a
diferenciacéo de células Tregs no microambiente tumoral e em outras patologias (Cao et al.,
2010; Nascimento et al., 2017). Dessa forma, nés decidimos investigar o efeito da sepse sobre
a polarizacdo de macrofagos em recém-nascidos. Foi verificado que animais recém-nascidos
sobreviventes a sepse apresentam baixa frequéncia dos macréfagos M2 (F4/80*/CD206™) na
cavidade peritoneal em contraste aos animais adultos (Figura 28). A literatura reporta a
coexisténcia de dois tipos de macrofagos na cavidade peritoneal: os macrofagos peritoneais
grandes (LPM, large peritoneal macrophages), os quais expressam altos niveis do receptor
F4/80 e do MHC-II (Major Histocompatibility Complex), correspondendo ao subtipo mais
abundante encontrado em condi¢cdes homeostaticas e 0os macrofagos peritoneais pequenos
(SPM, small peritoneal macrophages) os quais apresentam o fen6tipo F4/80'°YMHC-11"9" e s3o
gerados a partir de precursores mieloides derivados da medula 6ssea (Ghosn et al., 2010;
Cassado Ados et al., 2015). Neste sentido, n6s avaliamos a frequéncia do marcador CD206 nos
subtipos de macr6fagos presentes na cavidade peritoneal de camundongos recém-nascidos 15
e 30 dias apds a inducdo da sepse. Identificamos que 15 dias apds inducdo da sepse, ocorre uma
acentuada alteracdo na composicdo celular da cavidade peritoneal, de fato foi observada uma
reducdo na populacio de LPMs (CD11b*F4/80™), mas por outro lado foi identificado um
aumento na frequéncia de SPMs (CD11b*F4/80'°) que passou a ser a populagio prevalente na
cavidade peritoneal aos 15 p6s-sepse. No entanto, 30 dias apds sepse esse padrao foi invertido
e a prevaléncia de células LPMs foi observada nos animais recem-nascidos pos-sépticos
(Figura suplementar 6). Vale ressaltar que animais recém-nascidos pds-sépticos apresentaram
acentuada reducdo do marcador CD206" nos SMP, e esse fen6tipo foi mantido até 30 dias ap6s
inducdo da sepse (Figura suplementar 7).
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Em seguida, o tecido pulmonar e os macréfagos oriundos do lavado broncoalveolar e
peritoneal de animais recém-nascidos e adultos pds-sépticos foram coletados e a expressao
génica de marcadores associados ao perfil de macrofagos M2, Ym1 (codificando a proteina
chitinase-like), Mrcl (codificando a o receptor de manose, CD206) e a Argl (codificando a
arginase-1), foram avaliados. Verificamos um aumento progressivo na expressao de
marcadores M2 nos macrofagos isolados do exsudado peritoneal de animais adultos 3, 7 e 15
dias apds a sepse. No entanto, em contraste com o grupo adulto, os animais recém-nascidos
apresentaram diminuicdo progressiva na expressao de marcadores M2 no exsudado peritoneal
3, 7 e 15 dias apds a sepse (Figura 29A - C). Ainda, nds observamos um aumento significativo
na expressdo de Yml, Mrcl e Argl nos macrofagos alveolares (Figura 29D - F) e no
homogeneizado pulmonar de animais adultos sobreviventes & sepse (Figura 29G - I). Contudo,
0s animais recém-nascidos ndo apresentaram mudancas significativas na expressdo de
marcadores do perfil M2 no tecido pulmonar total e nos macrofagos alveolares (Figura 29D -
I). Coletivamente, estes resultados sugerem que a resisténcia ao desenvolvimento da
imunossupressao induzida pela sepse em animais recém-nascidos pode estar relacionada, em

parte, a reduzida expanséo de macréfagos M2.
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Figura 28. Animais recém-nascidos sobreviventes a sepse ndo apresentam expansdo dos
macrofagos do perfil M2. Camundongos submetidos a sepse foram tratados com antibiotico
por trés dias. No dia 15 apds a sepse, 0s animais recém-nascidos e adultos foram eutanasiados
e o lavado peritoneal foi coletado para avaliar a frequéncia das células F4/80"CD206"
(Macrofagos do perfil M2) por FACS. Flow plots representativos e frequéncia de macrofagos
do perfil M2. Os resultados sdo apresentados como a media + DPM, n=4-8 por grupo. *p<0.05

(one way-ANOVA, Bonferroni’s).
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Figura 29. Macrdéfagos peritoneais de animais recém-nascidos pos-sépticos ndo apresentam
incremento de marcadores do perfil M2. Camundongos submetidos a sepse foram tratados com
antibiotico por trés dias. No dia 15 apds a sepse, 0s animais recém-nascidos e adultos foram
eutanasiados e o exsudado peritoneal foi coletado. Ap6s 30min de incubacéo a 37°C, 0os macrdfagos
peritoneais (células aderentes) foram coletados e a expressdao génica de marcadores do perfil M2
foi avaliada. Expressdo de mRNA de (A) Ym1, (B) Mrcl e (C) Argl nos macrdfagos peritoneais foi
determinada por gPCR. Animais recém-nascidos e adultos sobreviventes foram eutanasiados e o
lavado bronco-alveolar foi coletado. Apds 30min de incubagdo a 37°C, os macrofagos alveolares
(células aderentes) foram coletados e a expressao génica de marcadores do perfil M2 foi avaliada.
Expressdo de mRNA de (D) Ym1, (E) Mrcl e (F) Argl nos macréfagos alveolares foi determinada
por gPCR. Reciprocamente, no dia 15 apds a sepse, 0 pulmdo de animais sobreviventes a sepse
foram eutanasiados foi coletado para avaliar a expressdo de mRNA de (A) Ym1, (B) Mrcl e (C)
Argl no tecido pulmonar foi determinada por gPCR. Os resultados sdo apresentados como a media
+ DPM, n=3-8 por grupo. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 e ****p<0.0001 (A, B e C t-test; D — |,
one way-ANOVA, Bonferroni’s).
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4.3.10 Polarizacgao in vitro dos macrofagos M2 ocorre de maneira independente da idade

Com o intuito de entender os mecanismos envolvidos na polariza¢do de macrofagos em
animais recém-nascidos sobreviventes a sepse, macrofagos derivados da medula dssea
(BMDM) foram cultivados na presenca de IL-4 (M2) ou meio RPMI (MO0) por 48h. Nos
verificamos que macréfagos de animais recém-nascidos estimulados com IL-4 ndo possuem
comprometimento para a polarizacdo para o perfil M2 (F4/80°CD206%) (Figura 30 A & B).
Ainda, foi verificado que macrofagos de animais infantes estimulados com IL-4 apresentaram
incremento tanto na producéo de mediadores (CCL17, IGF-1 e CCL22) como na expressao dos
marcadores do perfil de macréfagos M2 (Ym1, Mrcl e a Argl) em niveis proporcionais aos

macrofagos polarizados a partir de células obtidas de animais adultos (Figura 30 C — H).

Em seguida, considerando que macrofagos M2 sdo importantes para diferenciacao de
células Tregs (Cao et al., 2010; Nascimento et al., 2017), nds realizamos um ensaio de co-
cultura. Para isto, BMDMSs de animais naives (macrofagos MO0) foram polarizados para M2 (IL-
4) e co-cultivados com células T CD4*CD25" naives de animais adultos ou de recém-nascidos
na presenca de IL-2 e anti-CD3. Verificamos que, em contraste com os macrofagos M2 de
animais adultos, as células de animais recém-nascidos induziram um aumento na percentagem
de células Tregs (Figura 31). Estes resultados sugerem que a polarizacdo e funcdo de

macrofagos M2 de animais recém-nascidos nao estava comprometida.
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Figura 30. Macrdéfagos de animais recém-nascidos ndo apresentam comprometimento na
polarizacéo para o perfil M2 in vitro. Macréfagos derivados da medula 6ssea (BMDM) de
animais recém-nascidos e adultos foram cultivados por 48h com IL-4 (M2) ou meio (MO0). (A)
Flow pots representativos e frequéncia de células CD206" dentro das células F4/80" e (B)
quantificacdo e histograma plots comparando a expressédo do receptor CD206 pelo MFI nos
BMDM F4/80* incubados apés 48h de estimula¢do como IL-4. Quantificacdo de marcadores
M2 no sobrenadante da cultura (C) CCL17, (D) IGF-1 e (E) CCL22) por ELISA 48h apo6s
estimulagdo com IL-4. Reciprocamente, macr6fagos derivados da medula éssea (BMDM) de
animais recém-nascidos e adultos foram cultivados por 48h com IL-4 (M2) ou meio (MO).
Expressdo de marcadores M2, (F) Ym1, (G) Mrcl e (H) Argl, avaliada nos tempos indicados
foi determinada por gPCR ap0s estimulacdo com IL-4. Os resultados sdo apresentados como a
media £ DPM, n=3 por grupo e sao representativos a 3 experimentos. **p<0.01 (one way-
ANOVA, Bonferroni’s).
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Figura 31. Macrodfagos M2 de animais recém-nascidos ndo apresentam comprometimento
na capacidade funcional in vitro. BMDM foram cultivados por 48h com IL-4 (M2) ou meio
(MO0). Células T efetoras TCD4"CD25 (Tefr) isoladas do bagco de animais recém-nascidos e

adultos foram depois cultivadas com MO ou M2 na presenca de IL-2 e anticorpo anti-CD3 por

96h. A frequéncia de células CD4*Foxp3* foi analisada por F

ACS. Os resultados sao

apresentados como a media + DPM, n=3 por grupo e sdo representativos a 3 experimentos.

**** n<0.0001 (one way-ANOVA, Bonferroni’s).
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4.3.11 Niveis da IL-33 e marcadores de macrdfagos polarizados para o perfil M2 ndo sao

alterados em animais recém-nascidos sobreviventes a sepse

Recentemente n6s demostramos o papel importante do eixo I1L-33/macrofagos M2/Treg
no estabelecimento da imunossupressao apds a sepse em animais adultos (Nascimento et al.,
2017). Portanto, num esforco para entender os mecanismos pelos quais animais recém-nascidos
sobreviventes a sepse sdo resistentes ao desenvolvimento de imunossupressdo, o tecido
pulmonar e o lavado broncoalveolar (BAL do inglés BronchoAlveolar Lavage) de animais
adultos e infantes foram coletados e as concentracdes de 1L-33 e de citocinas do perfil 2 como
IL-10 e IL-4 foram determinadas. O tecido pulmonar foi selecionado desde que as células
epiteliais e endoteliais pulmonares séo a principal fonte de IL-33 (Heyen et al., 2016; Cayrol e
Girard, 2018). Ainda, avaliamos a expressao génica da 1133 e a concentracdo do receptor soluvel
de IL-33 (sST2). Em concordancia com nossos dados prévios (Nascimento et al., 2017),
verificamos um aumento significativo de citocinas do tipo 2 (IL-10 e IL4) e especialmente de
IL-33 no homogeneizado pulmonar (Figura 32A — C) e no BAL (Figura 32E) de animais
adultos sobreviventes a sepse. Ainda, identificamos um incremento na expressao da 1133 e na
producdo do sST2 no homogeneizado pulmonar e no BAL nesse grupo de animais,
respectivamente (Figura 32D & F). No entanto, os animais infantes pods-sépticos nao
apresentaram mudancas significativas na producdo dessas citocinas, assim como na expressao
da 1133 e producdo do sST2. Além disso, animais infantes pds-sépticos apresentaram acentuada
reducdo na producdo da IL-33 no lavado broncoalveolar (Figura 32E). Coletivamente, estes
resultados sugerem que a resisténcia ao desenvolvimento da imunossupressao induzida pela
sepse em animais recém-nascidos pode estar relacionada, em parte, a um comprometimento
na producéo da IL-33 e citocinas do tipo 2, levando a menor polarizacao de macrofagos para

o perfil M2 e reduzida expanséo de células T reguladoras.
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Figura 32. Animais recém-nascidos sobreviventes a sepse ndo apresentam aumento na

producdo de IL-33 e citocinas do tipo 2. Camundongos submetidos a sepse foram tratados

com antibidtico por trés dias. No dia 15 apds a sepse, 0s animais recém-nascidos e adultos foram

eutanasiados e o pulmdo e o exsudado broncoalveolar foram coletados para avaliar as

concentragdes de citocinas do tipo 2 e a expressdo genica da 1133. Concentragdes de (A) IL-10,
(B) IL-4, (C) IL-33 no tecido pulmonar foi determinado por ELISA. (D) expressao da 1133 no

tecido pulmonar foi determinada por gPCR. Concentra¢es de (E) IL-33 e (F) sST2 no lavado

broncoalveolar foi determinado por ELISA. Os resultados sdo apresentados como a media £
DPM, n=3-8 por grupo. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 e **** p<0.0001 (one way-ANOVA,

Bonferroni’s).
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4.3.12 Reducdo na producdo de IL-33 nas células Alveolares Epiteliais de animais

recém-nascidos sobreviventes

Com o intuito de entender os mecanismos envolvidos na baixa producdo de IL-33 em
animais recém-nascidos sobreviventes a sepse, nds avaliamos a producéo de IL-33 de maneira
célula especifica. Para isto, células alveolares pulmonares (LinEpCAMY) isoladas de animais
recém-nascidos e adultos naives foram cultivadas na presenca de LPS (100 ng/mL) ou meio
RPMI por 4 horas. Nos verificamos que ap6s estimulagdo com LPS, células alveolares
pulmonares de animais recém-nascidos, quando comparado aos adultos, ndo apresentaram
aumento na expressdo da 1133 (Figura 33 A & B). Ainda, foi constatado um incremento na
expressdo da 1133 pelas células Lin" (CD3¢'Gr-1"CD11b"CD45R/B220'mTer-119°) pulmonares
apenas nos animais adultos sobreviventes a sepse (células alveolares epiteliais, células
endoteliais e células ILC2, principalmente) (Figura 33C). Em seguida, considerando que as
células alveolares pulmonares sdo as principais fontes de 1133 em outros processos patoldgicos
(Byers et al., 2013; Heyen et al., 2016), n6s avaliamos expressdo de 1133 em células alveolares
pulmonares isoladas de animais recém-nascidos sobrevenientes a sepse. Verificamos que, em
contraste com o grupo Sham, as células de animais recém-nascidos sobreviventes apresentaram
baixa expressdo do RNAm da 1133 (Figura 33 D & E). Coletivamente, estes resultados sugerem
que a resisténcia ao desenvolvimento da imunossupressdo pds-sepse em animais recém-

nascidos poderia estar relacionada, em parte, a um comprometimento na producgéo da IL-33.
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Figura 33. Animais recém-nascidos sobreviventes a sepse ndo apresentam aumento na
producdo de IL-33 pelas células Lin™ e a células Alveolares Pulmonares do tipo Il (Lin
EpCAM*). Camundongos adultos e recéem-nascidos naive foram eutanasiados e as celulas
alveolares pulmonares do tipo Il foram isoladas do pulmé&o para avaliar a expressdo da 1133 apds
estimulacdo com LPS. (A) Flow pots representativos do pre-sorting e (B) expressdo da 1133 nas
células alveolares pulmonares do tipo Il foi determinada por gPCR. Paralelamente, a expressao
da 1133 (C) foi determinada por gPCR nas células Lin" (CD3¢'Gr-1'CD11b"CD45R/B220'mTer-
119Y) isoladas do tecido pulmonar de animais adultos e infantes sobreviventes a sepse. (D) Flow
pots representativos do pre-sorting e (E) expressdo da 1133 nas células alveolares pulmonares
do tipo Il isoladas do tecido pulmonar de animais recém-nascidos sobreviventes a sepse
determinada por gPCR e apresentada como heat map normalizado pelo Z-score. Os resultados
sdo apresentados como a media + DPM, n=3-8 por grupo. *p<0.05 (B, test t; C, one way-

ANOVA, Bonferroni’s).
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4.3.13 Células Lin" isoladas de animais recém-nascidos sobreviventes a sepse

apresentam um sustentado perfil de hipermetilacédo total do DNA

A producdo da IL-33 é finamente regulada tanto por eventos moleculares como
epigenéticos (Polumuri et al., 2012; Zhang et al., 2014). Especificamente, no contexto
patoldgico, a expressdo da IL-33 pode ser regulada por eventos de acetilacdo ou metilacéo
(Zhang et al., 2014; Larouche et al., 2018). Portanto, nos decidimos avaliar o perfil de metilacéo
total do DNA das células Lin" pulmonares (CD3¢'Gr-1'CD11b'CD45R/B220'mTer-119°) de
animais recém-nascidos e adultos sobreviventes a sepse. Nés verificamos que 0s animais
recém-nascidos sobreviventes apresentaram uma assinatura de hipermetilacdo total do DNA
nas Lin- quando comparados com os adultos (Figura 34). Estes dados sugerem que eventos
epigenéticos podem estar envolvidos na regulacdo da producéo de IL-33 em animais recém-
nascidos sobreviventes a sepse, porém uma analise de metilacdo no l6cus especifico da 1L-33

(ChipSeq) devera ainda ser realizada.
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Metilagcao total do DNA de células T,,,, do baco 15d apos sepse
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Figura 34. Células Lin- de animais recém-nascidos sobreviventes a sepse possuem um alto
perfil de metilacdo total do DNA. Camundongos submetidos a sepse foram tratados com
antibidtico por trés dias. No dia 15 apds a sepse, 0s animais recém-nascidos e adultos foram
eutanasiados e as células Lin™ foram isoladas do pulmao para avaliar o perfil total de metilacéo
do DNA (vide Materiais e Métodos 3.14.10). Os resultados sdo apresentados como % de DNA
metilado e ndo metilado, n=3-8 por grupo.
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4.3.14 Animais recém-nascidos sobreviventes a sepse ndo apresentam expansdo das

células ILC2 (Type 2 Innate Lymphoid Cells)

A 1L-33 é um indutor chave da expansao das células ILC2, as quais sdo uma importante
fonte de citocinas do tipo 2 tais como a IL-5 e a IL-13 essenciais para inducdo do quadro de
imunossupressao pos-septica como previamente demonstrado em animais adultos (Neill et al.,
2010; Chang et al., 2011; Monticelli et al., 2011; Salmond et al., 2012; Yasuda et al., 2012).
Com o intuito de investigar as consequéncias sistémicas do eixo I1L-33/ILC2 em animais recém-
nascidos sobreviventes a sepse, o tecido pulmonar foi coletado e a frequéncia e nimero absoluto
das células ILC2 Lin(CD3¢Gr-1CD11b"CD45R/B220'mTer-119°) CD45Scal” foi avaliado
por citometria de fluxo. Neste sentido, nds verificamos incremento na frequéncia das células
ILC2 aos 15 dias apds inducéo da sepse no grupo adulto, no entanto, foi verificado no grupo de
animais recém-nascidos uma menor frequéncia e numero absoluto de células ILC2, assim como
menor expressdo do Scal nas células Lin"CD45 15 dias ap0s sepse (Figura 35A — D). Esses
achados sugerem que o comprometimento na producéo da IL-33 observada nos animais recém-
nascidos poderia estar afetando a expansé@o das células ILC2 assim como a producdo de

citocinas do tipo 2.
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Figura 35. Animais recém-nascidos sobreviventes a sepse ndo apresentam expansdo nas
células ILC2 (Innate Lymphocytes Cells). Camundongos recém-nascidos e adultos
submetidos a sepse foram tratados com antibiotico por trés dias. No dia 15 e 30 ap6s a sepse,
os animais foram eutanasiados e o pulméo foi coletado para avaliar a frequéncia de células
ILC2 por FACS. (A) flow plots representativos e frequéncia de células ILC2 no pulmé&o de
animais adultos e recém-nascidos sobreviventes a sepse e no grupo Sham nos tempos indicados.
(B) nimero absoluto de células ILC2 e (C, D) histograma plots comparando a expressdo do
Scal pelo MFI (do inglés, Mean Fluorescence Intensity) (referente ao dia 15) nas células
CD45"Lin" de animais infantes sobreviventes a sepse. Os resultados sdo apresentados como a
media £ DPM, n=4-5 por grupo. *p<0.05, (A, one way-ANOVA, Bonferroni’s; B e C, t-test).
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4.4 EXPERIMENTOS REALIZADOS COM ASMOSTRAS DE PACIENTES
SOBREVIVENTES A SEPSE
4.4.1 Pacientes pediatricos sobreviventes & sepse ndo apresentam incremento na

producdo da IL-33 e expanséao de células Tregs

Os dados experimentais até aqui expostos sugerem que a resisténcia ao desenvolvimento
do quadro de imunossupressdo poOs-sepse em recém-nascidos esta associada ao
comprometimento da ativacdo de vias reguladoras da resposta imune dependentes de IL-
33/ILC2/macrdéfagos M2/Tregs. Dessa forma, com o intuito de transpor 0s nossos resultados
para humanos, avaliamos se em pacientes esse fendmeno se reproduzia. Para isso, as
concentracdes séricas da IL-33 foram dosadas em amostras de sague periférico de pacientes
pediatricos 24 h ap6s admissdo hospitalar e em sobreviventes a sepse. Notadamente,
verificamos que, comparado aos doadores sadios, 0s pacientes pediatricos sobreviventes a sepse
ndo apresentaram diferencas significativas nos niveis séricos desta citocina no plasma (Figura
36A). Além disso, a frequéncia das células Tregs circulantes foram avaliadas em amostras de
sangue periférico obtidas de pacientes pediatricos (n=5) e adultos (n=11) apds a alta hospitalar
(sobreviventes a sepse), com 0s respectivos controles saudaveis (Tabela suplementar 3). N6s
verificamos 0 aumento acentuado na frequéncia e nimero absoluto das células Tregs em
individuos adultos sobreviventes a sepse (Figura 36B — D) em concordancia com dados prévios
da literatura (Monneret et al., 2003; Seddiki et al., 2006; Venet et al., 2009; Nascimento et al.,
2017), contudo confirmando os achados observados em animais, pacientes pediatricos
sobreviventes a sepse nao apresentaram expansao periférica de células Tregs (Figura 36A —
B). Coletivamente, nossos dados mostram que embora na fase aguda da sepse, 0s recém-
nascidos sdo altamente susceptiveis, ap0s 0 processo séptico, os individuos recém-nascidos
sobreviventes a sepse sao resistentes ao desenvolvimento da disfungdo imune decorrente da
sepse. Especificamente, nés verificamos a reducdo na ativacdo do eixo IL-33/ILC2,
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Macrofagos M2/Tregs o qual foi associado a um alto grau de metilacdo do DNA nas células

epiteliais pulmonares e células TCD4 de individuos recém-nascidos sobreviventes a sepse.
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Figura 36. Pacientes pediatricos sobreviventes a sepse ndo apresentam expansao das
células Tregs. O sangue periférico de pacientes sobreviventes a sepse e controles saudaveis foi
coletado. (A) ConcentracGes de 1L-33 determinadas por ELISA 24 h apds o diagnostico de
sepse e em pacientes sobreviventes. (B) Flow pots representativos, (C) frequéncia e (D) nimero
absoluto das células Tregs avaliado por FACS. Os resultados séo apresentados como a media £
DPM. **p<0.01, *** p<0.001 e **** p<0.0001 (Kruskal-Wallis unpaired test).
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5. DISCUSSAO

Os recém-nascidos sdo um grupo etario particularmente susceptivel a sepse
apresentando um maior risco de mortalidade (Thaver e Zaidi, 2009; Goenka e Kollmann, 2015;
Liu et al., 2015; Kan et al., 2016; Wynn, 2016; Shane et al., 2017). A literatura sugere que 0
status imaturo do sistema imune de neonatos e criangas € o responsavel por sua maior
susceptibilidade (Adkins et al., 2004; Levy, 2007; Prabhudas et al., 2011; Sharma et al., 2012).
No entanto, estudos visando ao entendimento detalhado dos mecanismos envolvidos na
susceptibilidade dos individuos pediatricos a sepse, assim como as consequéncias imunoldgicas
da sepse em individuos recém-nascidos sobreviventes sdo escassos. Neste sentido, 0 nosso
projeto foi dividido em duas fases: fase I, visando ao entendimento dos mecanismos associados
a alta susceptibilidade dos individuos recém-nascidos a sepse e a fase Il, visando ao
entendimento dos mecanismos imuno-moleculares envolvidos na “resisténcia” dos individuos

recém-nascidos sobreviventes a sepse ao desenvolvimento de imunossupressao.

Os nossos dados correspondentes a fase | demostram que, semelhante as observacdes
epidemioldgicas referentes a sepse pediatrica (Watson e Carcillo, 2005), animais recém-
nascidos sdo mais susceptiveis a sepse, quando comparados com os adultos. Notavelmente,
verificamos que esta alta susceptibilidade estava associada com a elevada producéo de NETs e
lesdo organica nos animais recém-nascidos quando comparados com 0s animais adultos
sépticos. Ainda, a degradacao sistémica das NETS, utilizando rhDNase associada com a terapia
antibidtica ou através da inibicdo farmacoldgica da enzima Pad4, aumentou a sobrevida dos
animais sépticos recém-nascidos, a qual associou-se com a reducdo dos marcadores de
inflamacéo sistémica e lesdo de drgdos vitais. De maneira translacional, demostramos pela
primeira vez que, comparado aos pacientes adultos, pacientes pediatricos com sepse exibem
maiores concentracOes sericas de que se correlacionam positivamente com a severidade da

sepse pediatrica.
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Em relacdo com a alta susceptibilidade dos individuos recém-nascidos a sepse, a
hipdtese prevalente na literatura sugere como principal responsavel o status imaturo do sistema
imune de neonatos e criancas (Adkins et al., 2004; Levy, 2007; Prabhudas et al., 2011; Sharma
et al., 2012). Contudo, no presente trabalho demostramos que elementos da resposta imune
inata estdo ativos e contribuem para a alta susceptibilidade a sepse nos recém-nascidos. Foi
observado que neutrofilos de animais recém-nascidos ou pacientes pediatricos produzem
maiores quantidades de NETs quando comparados aos neutrdfilos isolados de adultos apés
estimacdo (PMA ou LPS) in vitro. Ainda, os animais recém-nascidos submetidos a sepse e 0s
pacientes pediatricos apresentaram altos niveis séricos de NETs quando comparados aos
respectivos controles na idade adulta. Relatos da literatura mostram que neutrofilos isolados de
corddo umbilical de neonatos, de recém-nascidos termo (39,1 semanas de idade gestacional) e
termo tardio (35 semanas de idade gestacional) falham na producdo de NETs quando
estimulados com LPS ou PMA (Yost et al., 2009; Lipp et al., 2017). Esta divergéncia, pode
estar associada ao fato dos estudos terem sido conduzidos utilizando neutrdéfilos isolados do
sangue de corddo umbilical ou uso de amostras oriundas de recém-nascidos termo ou termo
tardio (34 — 41 semanas de idade gestacional), o qual ndo representa o sistema imune de uma

crianca de 3,52+5,07 anos usada no nosso estudo.

Como mencionado previamente, a NETose é um processo finamente controlado que
pode ocorrer de maneira dependente ou independe de morte celular. De fato, estimulos tais
como PMA ou cristais de colesterol, induzem a liberagédo tardia das NETs associada com a
morte celular de maneira dependente da producdo de ROS (Jorch e Kubes, 2017) ao passo que,
agonistas dos TLR4/TLR2 ou plaquetas ativadas induzem a liberagdo precoce das NETs de
maneira independente da producédo de ROS e morte celular (Li et al., 2010; Pieterse et al., 2016;
Jorch e Kubes, 2017). A PAD4 é membro de uma familia de enzimas responsaveis pela

converséo de residuos de arginina em citrulina. A citrunilagéo da histona no DNA pela PAD4
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€ um dos passos essenciais para a formacédo e liberagdo das NETs (L. et at., 2010; Jorch e Kubes,
2017). Em acordo com os nossos achados, em modelo animal tem sido demostrado que 0s niveis
de expressdo e atividade da enzima Pad4 sdo dependentes da idade, isto é, o pico de
expressao/atividade apresenta-se as duas semanas de idade e reduz rapidamente as 6 semanas

de idade (Hollingsworth et al., 2018).

As NETSs tem sido apontadas como elementos chave na patogénese de varias doencas
como a artrites reumatoide, a pancreatites aguda e a diabetes (Khandpur et al., 2013; Merza et
al., 2015; Wong et al., 2015). Ainda, foi demostrado que as NETs podem induzir a liberacédo
de citocinas pro-inflamatérias (IL-1p, TNF-o e IL-6) pelos macréfagos e células dendriticas,
promovendo o acumulo de neutrofilos nos tecidos, os quais colaboram consequentemente com
0 incremento na producdo de NETs no local (Akk et al., 2016). Evidéncias crescentes tem
postulado as NETs como um atrativo alvo terapéutico para as doencas inflamatorias (Barnado
et al., 2016; Saffarzadeh, 2018; Bartneck e Wang, 2019). Neste sentido, para explorar o
potencial papel das NETs como alvo terapéutico na sepse pediatrica, animais recém-nascidos
submetidos a sepse foram tratados com rhDNase (Alfadornase, usada clinicamente para o
tratamento de fibroses cistica) e antibidticos. Notavelmente, a terapia combinada foi associada
com a reducdo da inflamacdo sistémica, dano organico, expressdo da Padi4 e citrunilacdo da
histona H3, o que resultou no incrementou da taxa de sobrevida. Foi verificamos que a
monoterapia com Cl-Amidina, um inibidor especifico da Pad4, reduziu a mortalidade dos
animais sépticos, efeito ainda potencializado pela associacdo com antibiético terapia. Contudo,
verificamos que a monoterapia, somente rhDNase, ndo foi capaz de atenuar a mortalidade
induzida pela sepse nos animais recém-nascidos, provavelmente pelo incremento no grau de
infecdo desde que as NETs também tem um papel no controle de infec¢Bes (Brinkmann et al.,

2004; Czaikoski et al., 2016). Estes dados sugerem que as NETs séo atores chave na
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mortalidade associada a sepse nos recém-nascidos e a sua degradacéo ou inibicdo da sua sintese

apresentam-se com um atrativo alvo terapéutico.

No contexto clinico, Wang e colaboradores demostraram que 0s niveis plasmaticos de
histonas (principal componente das NETS) em criancas com sepse € significativamente maior
guando comparados aos doadores sadios e correlacionava-se positivamente com a severidade
da doenga (Wang et al., 2015). Ainda, Zeeleder e colaboradores demostraram que 0s niveis
séricos de nucleossomas se correlacionam com a severidade da resposta inflamatéria e
mortalidade em criancas com sepse meningocdcica (Zeerleder et al., 2012). As histonas tém
sido descritas como um importante mediador de disfuncdo endotelial, dano organico e morte
em pacientes sépticos através da amplificacdo da resposta inflamatoria sistémica e inducao de
dano organico (Xu et al., 2009). Em concordancia, no presente estudo verificamos que 0s niveis
séricos das NETSs se correlacionam positivamente com a severidade da sepse pediatrica. Dessa
forma, os achados da primeira fase do nosso trabalho demonstram que a quantificacdo dos
niveis séricos das NETs pode ser utilizada como indicador precoce da severidade da sepse
pediatrica e ainda sugerimos que a modulacdo farmacoldgica das NETs pode ser um atrativo

alvo terapéutico.

Os dados referentes a fase 11 do nosso trabalho demostram que, contrario ao previamente
reportado em individuos adultos sobreviventes a fase aguda da sepse (Cavassani et al., 2010;
Nascimento et al., 2010; Hotchkiss et al., 2013; Nascimento et al., 2017), individuos recém-
nascidos sobreviventes a sepse ndo desenvolvem imunossupressdo tardia. Especificamente,
demostramos que animais recém-nascidos sobreviventes a sepse foram resistentes a infecao
secundaria induzida com P. aeruginosa assim como apresentam maior “resisténcia” ao
desenvolvimento tumoral quando comparados aos adultos. Notavelmente, nos verificamos que
esta “resisténcia” esteve associada com a redu¢ao na ativagao do eixo IL-33/ILC2, macrofagos

do perfil M2/Tregs assim como o alto grau de metilacdo do DNA nas células epiteliais
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pulmonares e nas células TCD4"CD25" de individuos recém-nascidos sobreviventes a sepse.
De maneira translacional, demostramos pela primeira vez que pacientes pediatricos
sobreviventes a sepse nao apresentam expansdo das células Tregs nem incremento nos niveis

séricos da IL-33 quando comparado com aos adultos.

O desenvolvimento da sindrome da resposta inflamatoria sisttémica (SIRS) durante a
sepse €, muitas vezes, acompanhada de uma resposta anti-inflamatoria compensatéria (CARS,
resposta anti-inflamatoria compensatdria sistémica), caracterizada pela liberagdo de um
conjunto de citocinas imunoreguladoras (Adib-Conquy e Cavaillon, 2009). O desequilibrio e 0
favorecimento da SIRS resultam em lesdo tecidual, faléncia multipla de érgdos e morte do
hospedeiro (Dinarello, 1997). Trabalhos na literatura demonstram o papel da CARS na protecao
dos efeitos pro-inflamatérios mediados pela SIRS durante o quadro de sepse, visto que a
neutralizacdo de citocinas do tipo 2, como a IL-4, IL-13 e IL-10, aumentam a mortalidade de
animais submetidos a sepse (Van Der Poll et al., 1995; Walley et al., 1996). Deste modo, a
producdo de citocinas do tipo 2 sdo protetoras na fase efetora da sepse, no entanto, a persisténcia
desta resposta anti-inflamatoria pode levar ao desenvolvimento de um quadro de
imunossupressao (Kox et al., 2000; Adib-Conquy e Cavaillon, 2009).

Em contraste com a populacdo pediatrica, a imunossupressao associada a sepse em
individuos adultos tem sido amplamente estudada. Volk e colaboradores, definiram a
imunossupressao na sepse nos pacientes adultos com a expressao do HLA-DR abaixo de 30%
nos mondcitos ou uma producdo de TNF-a <200 pg/mL apos estimulagdo do sangue total ex
vivo com LPS (Volk et al., 1996). Cabe ressaltar, que o incremento da expresséo do HLA-DR
na superficie das células apresentadoras de antigeno (APCs) é essencial para a ativacdo das
células T CD4 naives, sendo um evento critico na iniciacdo da resposta imune adaptativa
(Parihar et al., 2010). Assim, niveis de expressdo de HLA-DR menor que 30% por até 5 dias

associa-se com 12% na taxa de sobrevida dos pacientes, por outro lado nos pacientes com niveis
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de expressao acima do 30% associa-se com uma taxa de 88% de pacientes sobreviventes (Volk
et al., 1996; Monneret et al., 2006). Observacdes similares tém sido reportadas em pacientes
pediatricos com MODS (do inglés, Multiple Organ Dysfunction Syndrome). Foi verificado que
a expressdo do HLD-DR menor que 30% em mondcitos de criancgas, esteve associada com o
desenvolvimento de imunossupressdo avaliado pelo incremento de infecBes secundarias e obito.
Contudo, os critérios de imunossupressdo pediatrica neste estudo foram feitos somente 3, 7, e
14 dias ap0s o diagndstico clinico do MODS em pacientes ainda internados na Unidade de
Terapia Intensiva Pediatrica e ndo nos pacientes sobreviventes a sepse (apés a alta hospitalar,

grupo experimental avaliado no nosso trabalho) (Hall et al., 2011).

De maneira notavel, a analise longitudinal em pacientes pediatricos ndo sobreviventes
V.S. sobreviventes a sepse, demostram que pacientes pediatricos sobreviventes apresentam uma
maior producdo de TNF-a ap6s estimulacdo do sangue total ex vivo com LPS assim como
reducdo tanto na expressdo como na producdo de IL-10 (classica citocina envolvida no
desenvolvimento da imunossupressao apos sepse (Nascimento et al., 2017)) quando comparado
com as criangas ndo sobreviventes (Hall et al., 2007). Ainda, pacientes ndo sobreviventes a
sepse apresentam um alto grau de imunossupressao evidenciada pela marcada pela marcada
leucopenia (1000 células /mL, rango de 630 a 3400 células/mL) quando comparado com 0s
sobreviventes ou aos doadores saudaveis (Hall et al., 2013). Estes achados sugerem que embora
a imunossupressao seja observada em pacientes pediatricos ndo sobreviventes a sepse, 0S
pacientes sobreviventes (nosso grupo de estudo) ndo manifestam sinais de imunossupressao,
em concordancia com o0s nossos achados. Notavelmente, tem sido amplamente documentado
que pacientes adultos sobreviventes a sepse tém maior risco de adquirir uma infecgédo
secundaria em até cinco anos apés a alta hospitalar (Cuthbertson et al., 2010), no entanto

estudos feitos por Morrison e colaboradores ressaltam que a qualidade de vida a longo prazo
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avaliada pelo critérios do RAHC, Measure of Function (MOF), de pacientes pediatricos apos

seu passo por unidades de terapia intensiva € boa ou normal (Morrison et al., 2002).

Relatos da literatura mostram, inequivocamente, que a imunossupressdo induzida pela
sepse esta associada a disfuncdo das células T CD4*. Hotchkiss e colaboradores tem
repetidamente demostrado que a apoptose assim como comprometimento na producdo de
citocinas pelos linfocitos € uma caracteristica prevalente da imunossupressdo associada a sepse
nos individuos adultos (Hotchkiss et al., 2005; Hotchkiss e Nicholson, 2006). Ainda, foi
demonstrado que as células T CD4* apresentam uma diminuicdo da expressao de CD3(, o
principal regulador do TCR, acompanhada de uma possivel disfuncdo destes receptores
(Scumpiaet al., 2007). No contexto pediatrico foi demostrado em criancas com choque séptico,
que as complicac@es infeciosas estiveram associadas a reducdo nos niveis de linfécitos, assim
como na reduzida capacidade de resposta a estimulacdo ex vivo com estimulos policlonais
(Muszynski et al., 2014). Contudo, esses achados refletem o comportamento dos linfécitos na
fase aguda da sepse, negligenciando os individuos sobreviventes. Neste sentido, nossos achados
demostram que células TCD4 totais isoladas de animais recém-nascidos sobrevivente a sepse
sdo responsivas a ativacdo policlonal ex vivo, sugerindo a recuperacdo da capacidade funcional

guando comparado com 0s reportes durante a sepse.

No entanto, outros estudos sugerem que as células Tregs sejam responsaveis por este
comprometimento das células T CD4*, atuando como agentes essenciais no desenvolvimento
da imunossupressdo associada a sepse nos adultos (Cavassani et al., 2010; Nascimento et al.,
2010; Cao et al., 2015). Neste sentido, tem sido observada uma correlagdo inversa entre o
incremento das células Tregs e a sobrevivéncia em longo prazo de individuos adultos
sobreviventes a sepse (Monneret et al., 2003; Scumpia et al., 2006; Venet et al., 2008; Venet

et al., 2009). Dados de pacientes adultos sugerem que células Tregs resistentes a apoptose
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podem surgir durante a sepse, isto resultando em um microambiente com predominio regulador,

perpetuando a imunoparalisia (Monneret et al., 2003; Venet et al., 2004; Venet et al., 2009).

No contexto pediatrico, Muszynski e colaboradores ndo encontraram diferencias na
percentagem de células Tregs nos dias um, dois ou sete ap6s o diagndstico de choque séptico
numa coorte de pacientes (< de 18 anos) (Muszynski et al., 2014). Ainda, Timperi e
colaboradores ndo observaram diferencas na populacéo de células Tregs totais no sangue do
corddo umbilical numa coorte de pacientes sépticos neonatos quando comparado aos controles
sadios (idade meia de 12 dias), no entanto, os autores verificaram a expansao de um subtipo de
células Tregs ativadas (Foxp3*, OX40", Helios*, CD39* e CD120b*) a qual correlacionou-se
inversamente com a severidade da sepse nos neonatos (Timperi et al., 2016). Ainda no contexto
experimental, Wynn e colaboradores, utilizando modelo de cecal slurry, verificaram em
animais neonatos (cinco a sete dias de idade) o incremento na percentagem das células Tregs
no baco 24 horas apo6s a inducdo da sepse, no entanto avaliacGes tardias ou nos animais
sobreviventes a sepse nao foram verificadas (Wynn et al., 2007b). Coletivamente, os estudos
no campo da sepse pediatrica visando o entendimento do papel das células Tregs no
desenvolvimento da imunossupressao levantam uma dificuldade nas analises que é evidente, a
maioria das pesquisas foram conduzidas utilizando o sangue de corddo umbilical, o qual ndo
representa o sistema imune de uma criancga de 3,78 anos (usada no nosso estudo), assim com a
inclusdo de pacientes pediatricos na fase aguda da sepse ou com chogue séptico, ou a utilizacdo
de animais neonatos (<7 dias de idade). Contudo, até este momento, ndo haviam estudos
conduzidos em pacientes pediatricos ou em modelos experimentais com camundongos recém-
nascidos apos a resolucédo da sepse. Portanto, aqui, nds avaliamos o papel das células Tregs em
pacientes pediatricos sobreviventes a sepse. NOs verificamos a reducdo tanto no ndmero

absoluto como na proliferacdo das células Tregs em individuos recém-nascidos sobreviventes
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a sepse (camundongos e pacientes), fato mostrado pela primeira vez no contexto da sepse

pediatrica.

Como podemos explicar a reducdo no namero das células Tregs no individuos recém-
nascidos apos a sepse? A diferenciacdo fenotipica das células Tregs é finamente regulada tanto
por mecanismos moleculares quanto epigenéticos. Assim, os importante papeis da sinalizacao
via TCR (T Cell Receptor) (Kretschmer et al., 2005; Mucida et al., 2005; Gottschalk et al.,
2010), CD25/1L-2 (Davidson et al., 2007; Zheng et al., 2007; Guo et al., 2008), TGF-BR/TGF-
B (Chen et al., 2003; Kretschmer et al., 2005; Mucida et al., 2005) assim como as modificacdes
epigenética nas sequéncias conservadas ndo codificantes (CSN) no l6cus do Foxp3 (Morikawa
e Sakaguchi, 2014), tem se mostrado essenciais na diferenciacdo, estabilidade e sobrevivéncia

das células Tregs.

No contexto pediatrico, estudos funcionais in vitro com células Tregs de animais recém-
nascidos sdo escassos. Contudo, Wang e colaboradores, demostraram que independentemente
do tipo de estimulo e sem a adi¢do exdgena de TGF-B, as células TCD4"Foxp3- isoladas do
timo ou do baco de camundongos neonatos (3 dias de idade) possuem uma maior capacidade
de diferenciacdo para o perfil T regulador que aquelas dos adultos (8 semanas de idade), 70%
de diferenciacdo dos neonatos v.s. 10% dos adultos. No entanto, a alta capacidade de
diferenciacdo das células TCD4* dos camundongos neonatos é dependente da idade. Isto é,
células T CD4" oriundas de animais com duas semanas de idade apresentaram a mesma
capacidade de diferenciacdo para o perfil T regulador quando comparadas aos animais adultos
(Wang et al., 2010). De maneira similar nés verificamos que, células TCD4" oriundas de
animais recém-nascidos (duas semanas de idade) apresentam a mesma capacidade que as dos

adultos para se diferenciar no perfil T regulador.

A regulacéo epigenética, especialmente a metilacdo do DNA, possui um papel essencial

na regulacéo da expressdo do Foxp3 (Josefowicz et al., 2012; Ohkura et al., 2012). De maneira
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interessante, a analise de imunoprecipitacdo da cromatina de células TCD4"CD25" de animais
adultos pds-sépticos, revelam o incremento na acetilacdo da histona 3 na lisina 9 (H3K9ac),
assim como incremento na expressao do gene codificante para a histona acetiltransferase Kat2a,
um mecanismo associado com o incremento na acetilacdo das células TCD4*CD25" (Cavassani
et al., 2010), sugerindo que a acetilacdo nos l6cus Foxp3 faz permissiva a sua expressao,
guiando o incremento das células Tregs apos sepse nos individuos adultos (Carson et al., 2011).
Ainda, a expressdo do Foxp3 é estabilizada pela hipometilacdo das ilhas CpG nas Sequéncias
ndo-codificantes conservadas do tipo 2 (do inglés, Conserved noncoding sequences 2, CNS2)
no lécus de Foxp3 também conhecidas como TSDR (do inglés, Treg-specific demethylated
region) (Feng et al., 2014) (Zheng et al., 2010; Ohkura et al., 2013) um processo controlado
pelas proteinas do grupo Foxola e Tet (do inglés, ten-eleven translocation proteins). Ao passo
que a regulacdo negativa da estabilidade do Foxp3 é controlada pela proteina Dnmt1 (do inglés,
DNA (cytosine-5) -methyltransferase 1) (Lee e Lee, 2018). Notavelmente, verificamos que
células Tregs de animais recém-nascidos apresentam menor manutencdo na estabilidade do
Foxp3 que esteva associada com o incremento na expressdao do gene Dnmtl, nas células
TCD4'CD25 de animais recém-nascidos pds-sépticos. Estes dados sugerem que é plausivel
gue modificacdes epigenéticas possam estar envolvidas na menor estabilidade na expressao do
Foxp3 desencadeando a falha na expansdo de células Tregs em individuos recém-nascidos
sobreviventes a sepse, no entanto, as modificacdes especificas no Foxp3 deverao ser analisadas

mais finamente por meio de ensaios de ChlP-seq ou ATAC-seq.

As citocinas do perfil do tipo 2, sdo importantes moduladores da resposta anti-
inflamatdria na sepse. Matasukawa e colaboradores demostraram que os niveis endégenos de
IL-13 protegem os animais da letalidade induzida pela sepse (CLP) através da regulacdo
negativa na producdo de citocinas proinflamatorias; de fato a neutralizagéo da I1L-13 resulta no

aumento da mortalidade na sepse (Matsukawa et al., 2000). Na sepse pediatrica, Nicoletti e
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colaborares demostraram que o tratamento exdgeno com IL-13 preveem a letalidade induzida
pela endotoxemia via reducdo nos niveis sisttmicos de TNF-o (Nicoletti et al., 1997). De
maneira similar, o incremento na mortalidade foi demostrado também pela neutralizacéo da IL-
10, isto atribuido ao incremento da resposta inflamatoria e dano tecidual (Van Der Poll et al.,
1995; Walley et al., 1996). Ainda, na fase aguda da sepse, foi demostrado que o tratamento
exogeno com IL-33, uma citocina produzida por fibroblastos, células epiteliais e células
endoteliais durante infeccdes ou dano tecidual, resulta na melhora da sobrevida na sepse via
incremento da migracdo dos neutréfilos (Alves-Filho et al., 2010). Incrementos nos niveis de
IL-33 em amostras de sangue do corddo umbilical tem sido propostos como marcador

prognostico de mortalidade precoce na sepse neonatal (Halil et al., 2018) .

A IL-33 pode agir como principal indutora da producao de diversas citocinas do padrdo
Th2 (Schmitz et al., 2005). De fato, o0 ST2, receptor da IL-33, é expresso em células Th2, mas
ndo em células Thl, assim como nos macréfagos ativados (Xu et al., 1998; Schmitz et al., 2005;
Shimosato et al., 2010). Tem sido demostrado que animais adultos sobreviventes a sepse
apresentam quantidades elevadas de citocinas do tipo 2 (IL-4 e IL-10), um processo orquestrado
pelo efeito da IL-33 (Benjamim et al., 2003; Delano et al., 2007; Nascimento et al., 2017).
Contudo, nossos dados demostram que no contexto pediatrico, em termos da expressao da IL-
33, as consequéncias da sepse diferem dos adultos. De fato, no presente estudo, ndo observamos
incremento nas concentracdes de IL-33 ou de citocinas do tipo 2 (IL-10 e IL-4) nos animais
recém-nascidos ou nos pacientes pediatricos sobreviventes a sepse. Embora, estudos mostrando
0 papel das citocinas do tipo 2, especialmente a IL-33, em individuos pediatricos sobreviventes
a sepse sejam escassos, nossos dados estdo de acordo com os resultados apresentados por Hall
e colaboradores, os quais demostram que comparado com criangas nao sobreviventes a sepse,
as criancas sobreviventes apresentam significativa redugdo nos niveis séricos de IL-10, sendo

equivalentes aos doadores sadios (Hall et al., 2007). Notavelmente, os niveis de IL-33 e IL-13
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em amostras de aspirado nasal declinam rapidamente na fase de recuperacdo em criancas
infetadas pelo Virus Sincicial Respiratorio quando comparadas com a fase aguda da infecédo

(Saravia et al., 2015).

A IL-33 pode ser constitutivamente produzida por células ndo hematopoiéticas, tais com
as ceélulas epiteliais no tecido pulmonar (Liew et al., 2010; Smith, 2010). De fato, as células do
epitélio pulmonar, especialmente alveolares pulmonares do tipo Il (LinEpCAM®), tem sido
caracterizadas como as principais produtoras agudas e tardias de 1L-33 (Byers et al., 2013;
Heyen et al., 2016). Tendo isto em conta, nos avaliamos a producdo da I1L-33 pelas células do
epitélio pulmonar em animais sobreviventes a sepse. Verificamos que as células pulmonares
epiteliais (Lin"EpCAM™) de animais recém-nascidos sobreviventes a sepse apresentam menor
expressao de 1133 quando comparado ao grupo ndo séptico. Ainda, as células Lin™ de animais
recém-nascidos sobreviventes a sepse ndo apresentaram mudancas no perfil de expresséo de
IL-33 antes ou depois da sepse, em contraste aos adultos nos quais foi observado um incremento
significativo. Esses achados sugerem que possivelmente as células pulmonares epiteliais dos

recém-nascidos tem a producdo de IL-33 regulada negativamente apds a sepse.

Eventos epigenéticos tem sido demostrados importantes na regulacdo da expressao da
IL-33 em outros modelos (Polumuri et al., 2012; Zhang et al., 2014). Especificamente, Zhang
e colaboradores demostraram que a expressdo da I1L-33 é completamente reduzida através da
inibicdo farmacoldgica da enzima histona deacetilase (HDCA), efeito ndo observado em outras
citocinas com a IL-1 (Zhang et al., 2014). De maneira importante, nos verificamos que 0s
animais recém-nascidos sobreviventes a sepse apresentaram uma assinatura de hipermetilacéo
total do DNA nas Lin™ quando comparados com os adultos, similar ao demostrado nas células
TCD4'CD25". Estes dados sugerem que modificacOes epigenéticas na IL-33 nos animais
recém-nascidos possam estar envolvidas na reducdo da ativacgao do eixo citocinas tipo2/I1L-33,

no entanto, essas modificacOes deverdo ser analisadas mais refinadamente por meio de ensaios
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de ChlP-seq assim como a reversdo farmacologica no perfil de metilacéo, utilizando 5-Aza-2'-

Deoxycytidina, podendo assim lancar luz sobre o real papel desse processo na sepse pediatrica.

As citocinas do tipo 2 promovem a diferenciacdo dos macréfagos para o perfil M2
(Gordon, 2003; Mantovani et al., 2004). Estas citocinas ao se ligar no receptor de IL-4 induzem
a fosforilagdo de STAT®6, evento essencial para a polarizacdo dos macrofagos M2 (Biswas e
Mantovani, 2010). De maneira complementar, a 1L-33 tem se mostrado importante para a
polarizacdo dos macrdfagos para o perfil M2. Na resposta inflamatoria alérgica, foi verificado
que animais deficientes para o receptor da IL-33 (ST2) apresentam reducdo na resposta
inflamatdéria Th2 assim como reducdo na diferenciacdo de macrofagos M2 (Kurowska-
Stolarska et al., 2008). Ainda, no contexto adulto, recentemente nosso grupo demostrou o
incremento na polarizacdo dos M2 apds a sepse; este evento foi dependente de citocinas do tipo
2 e principalmente da IL-33 (Nascimento et al., 2017). Confirmando estas observaces, neste
trabalho verificamos o incremento tanto na polarizacao dos macréfagos M2 como na expressao
de marcadores M2 na cavidade peritoneal, tecido pulmonar e macrofagos alveolares em animais
adultos sobreviventes a sepse, contudo, supreendentemente isto ndo foi observado nos animais

recém-nascidos.

No contexto pediatrico a polarizacdo dos macréfagos M2 tem sido escassamente
estudada. Recentemente, Dreschers e colaboradores demostraram que, em contraste com 0s
monacitos isolados de sangue periférico de doadores adultos, mondcitos isolados do cordéao
umbilical de neonatos apresentam reduzida capacidade para se diferenciar no perfil M2 quando
estimulados com IL-10. Ainda, a expressdo de marcadores tipicos do perfil M2 (CD16, CD32,
CD64 e CD163) ndo foram expressos adequadamente nos macréfagos do corddao umbilical
(Dreschers et al., 2019). Contudo, Schneider e colaboradores demostraram que mondcitos
isolados do corddo umbilical de neonatos saudaveis se diferenciam de maneira similar para o

perfil M2 quando comparados aos adultos (Schneider et al., 2018). Experimentalmente,
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Winterberg e colaboradores demostraram que macrofagos peritoneais isolados de animais
recém-nascidos (< 24 horas de vida) apresentam reducdo na expressao de marcadores de
ativacdo tais como F4/80, MHC-II, CD80 e CD86 apds a estimulacdo com LPS, quando
comparados aos adultos (6 semanas de idade) (Winterberg et al., 2015). No entanto, no nosso
presente trabalho, ndo observamos alteracdes na diferenciacdo in vitro dos macréfagos de
animais recém-nascidos para o perfil M2 quando comparados aos adultos. Esta discrepancia na
literatura pode ser explicada pelo uso de animais com diferentes idades (<4 dias, 7 dias ou duas
semanas de idade), assim como o uso de diferentes estimulos (IL-10 ou IL-4) e diferentes fontes
celulares para a polarizacdo (em humanos, sangue de corddo umbilical ou sangue periférico;
em animais, macrdfagos peritoneais ou macréfagos derivados da medula). Contudo, 0s nossos
dados demostram que eventos upstream aos macréfagos, tais como a reducdo na producédo da
IL-33 pelas células epiteliais pulmonares ou alteracdes epigenéticas na IL-33, podem ser 0s
responsaveis pela resisténcia ao desenvolvimento de imunossupressao nos recém-nascidos apos
sepse. Ainda, como também discutido por Saravia e colaboradores no modelo de infecéo
pulmonar com RSV (Saravia et al., 2015), nossos dados sugerem que a idade é um fator

importante na regulacdo da expressédo da IL-33.

151



Conclusao



CONCLUSAO

6. CONCLUSAO

Alta
susceptibilidade
devido a elevada

producéo de

Disfuncdo de
NETs

multiplos 6rgéos

> associadoa sepse
v

Obito

[Sepse

Susceptibilidade

= R. Nascidos
m Adultos Bactéria Vasos sanguineos

}

Sepse pediatrica
ey @

Degradacao das NETs

BN

Prevencao do
Disfuncdo de
|, multiplos érgaos
associado a sepse
v
Sobrevida

Vasos sanguineos

Inibicdo na producdo das NETs

COLONET AL, Critical Care, 2019

Conclusdo parcial: Na fase aguda da sepse, a susceptibilidade dos recém-nascidos esta, ao
menos em parte, determinada pela alta produgdo de NETS, as quais potenciam o dano organico
observado. Assim, a modulagdo farmacoldgica das NETSs apresenta-se como uma nova atrativa

alternativa terapéutica para o tratamento da sepse pediatrica (Colon et al., 2019).
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Concluséo final: Conclusdo 2: Os individuos recém-nascidos sobreviventes a sepse sao
resistentes ao desenvolvimento da disfungdo imune decorrente da sepse devido a reducdo na
ativacdo do eixo IL-33/ILC2, Macréfagos do perfil M2/Tregs assim como o alto grau de
metilacdo do DNA nas células epiteliais pulmonares e células TCD4 de individuos recém-
nascidos sobreviventes a sepse. Em conjunto os dados sugerem que a imunossupressao
decorrente a longo termo na sepse é um fendmeno dependente da idade. Estes achados em
recém-nascidos abrem uma nova possibilidade para o estudo da imunossupressdo induzida pela
sepse assim como potenciais alvos terapéuticos para o controle das consequéncias da sepse em

individuos adultos (Manuscrito em preparagao).
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ANEXOS

8. ANEXOS
8.1 Figura suplementar 1. Caracterizacdo celular em animais recém-nascidos e

adultos naives.
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Animais recém-nascidos e adultos foram eutanasiados e a frequéncia de macrofagos (A) e
células NK (B) no baco e linfonodos foi avaliada por FACS. Reciprocamente, (C) a frequéncia
leucdcitos no sangue periférico (do inglés, White Blood Cells) de animais recém-nascidos e
adultos. (D-E) Flow plots representativos e frequéncia de neutréfilos (F4/80'Ly6G™) em
animais recém-nascidos e adultos. Os resultados sdo apresentados como a media + DPM, n=5-

6 por grupo e sdo representativos a 2 experimentos.
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8.2 Figura suplementar 2. Padronizacdo da dose de bactéria para a inducéo da sepse

em animais recém-nascidos e adultos.
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O conteudo cecal de um camundongo adulto, 6 semanas de idade, C57BL/6 foi removido por
laparotomia e as bactérias foram cultivadas em BHI durante cinco dias, a 37°C. Apo6s dilui¢des
seriadas, as bactérias foram quantificadas por espectrofotometria a 600nm. (A) Relacdo entre
concentracdo de bactérias por mililitro (UFC/mL) / densidade ética e a caracterizagcdo das
bactérias presentes no indculo por coloragdo de Gram. Célculo da concentracdo de bactérias
inoculadas por animal: UFC/ml: #Coldnias x Fator de dilui¢cdo x Volume de indculo. Animais
recém-nascidos e adultos foram inoculados via intraperitoneal (i.p) com diferentes doses de
bactéria tanto por cavidade como por peso de animal: UFC/Cavidade (B) ou UFC/Kg (C) e a
sobrevida dos camundongos submetidos a infecéo foi avaliada diariamente por um periodo de
cinco dias. Paralelamente, os animais foram inoculados via i.p com diferentes doses de LPS
(mg/Kg, D) e a sobrevida foi verificada por 5 dias. A média do peso dos animais recém-nascidos
e adultos foi 10 g e 20 g respectivamente. Os resultados sdo apresentados como a media +
DPM, n=5-6 por grupo e sdo representativos a 3 experimentos. ** p<0.01, *** p<0.001 (B-D,
Mantel-Cox log-rank test).
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8.3 Figura suplementar 3. Ativacdo dos neutrofilos e expressédo da Padi4 em pacientes

pediatricos.

A
LPS STIM NEUTROPHILS
@ 04
% 03
£ 02
g 01
5 +
g oo o
ILLACRIRTAERO L L
Pacientes pediatricos Doadoressadios
(Correlacionados {Correlacionados
positivamente) negativamente)
C
4 Controles
Pacientes septicos
&3]
8
S2
w
@
e ‘.} . r,=0.6168
) p= 0.0001
0 . . . .
0 1 2 3 4

o1 p2 n H P5 FE P

aw 10p11p :1 13P14PY

II- D-.I ] =

I
H E=

- ] =
EeiCmEmmE - EE HE m

oW min

. ‘ Controles
e ®* Pacientes sépticos
] [ ]
° N L) ®
e .
]

r,=0.2128
® p=00429
[ ]

1 2 3 4

row max

II IIIII u
(L1 [T ] I=III. S100A12

ﬁHFT%

.. S10045
S10046

S100A11
EEEEE PADI4 *
] TLR2
HE 510049

N TNF

E Pacientes pediatricos

g
g

_‘
@

o
<N

o
e

QO

Expressdo da Padi4
o

F k%

&

q%
Q‘\\“\ %Q

Analise de enriquecimento de grupos de genes (do inglés, Gene set enrichment analysis, GSEA)
do perfil de expressdo de pacientes pediatricos (GSE26378) 24 h apds a admissdo hospitalar

comparada com os doadores sadios. (A) os genes enriquecidos relacionados a ativacdo dos

neutrofilos. A linha verde representa o score de enriquecimento (ES) para cada grupo de genes.

(B) heatmap mostrando os principais genes relacionados com a ativacdo dos neutrofilos entre

0s quais esté presente a Padi4. (C-D) coeficiente de correlacdo de Spearman entre a expressao

da Padi4 e marcadores de ativacdo dos neutrofilos tais como: S100a9 e Il1b. (E) expressdo da

Padi4 em amostras de sangue periférico coletadas de pacientes pediatricos 24 h (n=15) apds

admissdo hospitalar e doadores sadios (n=7).
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8.4 Figura suplementar 4. Recuperacdo da sepse ap6s o tratamento antibidtico.
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Animais recém-nascidos e adultos foram injetados (i.p.) com uma suspensdo (2 x 108

UFC/cavidade). (A) animais foram tratados (i.p.) com antibiético (Ertapenem, 30 mg/kg,

animais adultos) e 15 mg/kg (animais recém-nascidos) 6 h apos a infec¢do. O tratamento foi

mantido em intervalos de 12 horas, durante trés dias e a sobrevida foi avaliada por 5 dias.
Quantidade de bactéria no sangue (logaritmo de UFC/mL) (B) e a atividade enzimatica do TGO

em animais recém-nascidos e adultos (C) foram analisadas no 1°, 3°, 7° e 15° dias apds a sepse

em camundongos tratados ou ndo com antibidtico. (D) A massa corpérea dos animais adultos e

recém-nascidos submetidos a sepse foi avaliada a cada seis horas, por cinco dias e expressa

como a porcentagem de perda de peso corporal. Os resultados sdo apresentados como a media

+ DPM, representativos a 3 experimentos. * p<0.05 (C-D, one way-ANOV A, Bonferroni’s; A,

Mantel-Cox log-rank test).
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8.5 Figura suplementar 5. Padronizacdo do desafio com P. aeruginosa em animais

recém-nascidos e adultos.
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(A) Amostra de P. aeruginosa foi cultivada em BHI durante cinco dias, a 37°C. Apos dilui¢des

seriadas, a bactéria foi quantificada por espectrofotometria a 600nm. (A) Relacdo entre
concentracdo de bactérias por mililitro (UFC/mL) / densidade ética. (B-C) animais adultos e
recém-nascidos foram infectados intranasalmente (i.n) com diferentes concentracdes de P.
aeruginosa. A sobrevida dos camundongos submetidos a infecdo (i.n) foi avaliada diariamente
por um periodo de cinco dias. Os resultados sdo apresentados como a media + DPM, n=5-6
por grupo e sao representativos de 3 experimentos.
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ANEXOS

8.6 Figura suplementar 6. Caracterizacdo imunofenotipica das populacbes de

macrdfagos da cavidade peritoneal de animais recem-nascidos pos-sépticos.

Estratégia de gates H Sham
l Sepseqsq

A Exsudato peritoneal B
Sham Sepseqsy Sepsesyy

20,3 613 88,0 336| 5,1 90,1
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1,61 11,2

Camundongos recem-nascidos submetidos a sepse foram tratados com antibidtico por trés dias.
Apds tratamento os animais foram eutanasiados e as células peritoneais foram coletadas nos
tempos indicados para avaliar a frequéncia das células F4/80"CD206" por FACS. (A) estratégia
de gates, frequéncia de subpopulagdes de células F4/80"CD11b" e flow plots representativos
(B) da cavidade peritoneal 15 e 30 dias ap0s sepse. Os resultados sdo apresentados como a

media £ DPM, n=3-8 por grupo e sdo representativos a 3 experimentos. *p<0.05 (one way-

ANOVA, Bonferroni’s).
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ANEXOS

8.7 Figura suplementar 7. Macrofagos peritoneais pequenos de animais recém-

nascidos sobreviventes a sepse apresentam reducéo dos marcadores do perfil M2.

CD11b°F4/80M  CD11b°F4/80°  CD11blF4/80°
M Sham ‘ 19,5. 78,6 0,94
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Camundongos recém-nascidos submetidos a sepse foram tratados com antibidtico por trés dias.
Apos tratamento os animais foram eutanasiados e as células peritoneais foram coletadas nos
tempos indicados para avaliar a frequéncia das células F4/80*CD206* por FACS. Frequéncia
de células CD206™" nas subpopulagdes de células F4/80" CD11b* da cavidade peritoneal e flow
plots representativos dos 15 e 30 dias ap0s sepse. Os resultados sdo apresentados como a media
+ DPM, n=3-8 por grupo e sdo representativos a 3 experimentos. *p<0.05 (one way-ANOVA,

Bonferroni’s).
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ANEXOS

8.8 Tabela suplementar 1. pD2 da curva de concentracdo dose-resposta a fenilefrina

(10-19-10-° mol/L) 6 horas apo6s sepse.

Grupos pD, 6 h apos sepse

R. Nascidos Sham 5.84+0.03
R. Nascidos Sepse 5.17 £ 0.33%*
Adultos Sham 6.85 1 0.08

Adultos Sepse 6.2+ 0.14%

Os resultados sdo mostrados como a media + DPM, n=5-6 por grupo e sao representativos a 3
experimentos. #p<0.05 Infant septic vs. Infant Sham; &p<0.05 Adult Septic vs. Adult Sham;
*p<0.05 Infant Septic vs. Adult Septic (% of maximum response, one way-ANOVA,

Bonferroni’s).

* pD2 = -log (EC50), EC50: Half maximal effective concentration.
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ANEXOS

8.9 Tabela suplementar 2. Caracteristicas demogréficas e clinicas dos pacientes adultos e

pediatricos
Caracteristicas Pediatricos Adultos
(n=15) (n=11)
Idade (anos) — meia
3.52 (45.07) 60.33 (£22)
(SEM)
Feminino —n (%) 8(53.3) 4 (28.5)
APACHE Il - meia (SEM) N/A 13.8 (+6.91)
SOFA — meia (SEM) N/A 6.93 (+3.30)
PRISM — meia (SEM) 9.18 (+4.68) N/A
PELOD - meia (SEM) 9.45(+6.48) N/A
Score inotrdpico 20.8 (¥17.21) N/A

SOFA, Sequential Organ Failure Assessment. APACHE, Acute Physiology and Chronic
Health Evaluation. PRISM, Pediatric Risk of Mortality. PELOD, Pediatric Logistic Organ

Dysfunction.

178



ANEXOS

8.10 Tabela suplementar 3. Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes

adultos e pediatricos sobreviventes a sepse

Caracterisicas

Idade (anos) — meia

Pediatricos

(n=5)

3.78 (+4.59) 60.2 (+12.83)
(SEM)
Feminino —n (%) 2 (40) 4 (36.4)
APACHE Il - meia (SEM) N/A 17.72 (£9.73)
SOFA — meia (SEM) N/A 9.81 (14.87)
PRISM — meia (SEM) 5.4 (£2.87) N/A
PELOD — meia (SEM) 4.8 (+5.21) N/A
Score inotrépico 9.8 (16.46) N/A
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8.11
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