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RESUMO

Bruzaferro EVM. Investigacao do eixo cérebro-intestinal em camundongos deficientes
em CRAMP submetidos a um modelo experimental de sepse [tese]. Sdo Paulo:

Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2024.

A microbiota, o epitélio e a mucosa intestinal sdo linhas de defesa essenciais contra
patdgenos, toxinas e antigenos externos. A disbiose favorece o prevalecimento e a
translocacao de patdgenos para a corrente sanguinea através das barreiras do trato
gastrointestinal, gerando uma desregulagdo do sistema imunoldgico. Tal
desregulacdo pode acarretar sepse, devido a uma resposta imunolégica sistémica
exacerbada, que dissemina a inflamagao pelo organismo e causa danos graves a
diferentes 6rgaos, incluindo ao cérebro, um 6rgao imunologicamente privilegiado. Os
peptideos antimicrobianos compdem parte do sistema imune inato e sdo essenciais
para combater infecgdes. Dentre eles, a expressdo da catelicidina LL-37/CRAMP
durante o choque séptico é reduzida, enquanto durante infeccdes leves, sua
expressdo € aumentada. Esta caracteristica pro- e anti-inflamatéria indica sua
relevancia em condi¢des clinicas diferentes e sua compreensao se faz necessaria
para elucidar etapas cruciais da progressao da sepse. O objetivo deste trabalho foi
analisar a resposta inflamatéria em camundongos knockout para o gene Camp,
submetidos a um modelo experimental de sepse. Foi avaliado o dano em tecido
cerebral e o impacto na microbiota intestinal de camundongos. Observamos um
aumento da expressao génica de S100A8 e S100A9 no cortex pré-frontal em animais
wild-type se comparado com animais CRAMP-knockout, como uma tendéncia de
aumento no hipocampo e no cerebelo, o que nao foi refletido na concentracao final
de proteinas. Houve também um aumento expressivo na populagdo de Escherichia
coli, Lactobacillus spp. e Enterococcus faecalis em animais wild-type 24 horas apos
a CLP se comparados ao grupo CRAMP-knockout. Nossos dados sugerem que a

auséncia do peptideo CRAMP refletiu no retardo da progresséo da sepse.

Palavras-chave: Catelicidina. CRAMP. Sepse. Microbiota. Peptideos antimicrobianos.
Disbiose.



ABSTRACT

Bruzaferro EVM. Investigation of the brain-intestinal axis in CRAMP-deficient mice
subjected to an experimental sepsis model [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2024.

The microbiota, the epithelium, and the intestinal mucosa are essential lines of
defense against pathogens, toxins, and external antigens. Dysbiosis favors the
prevalence and translocation of pathogens into the bloodstream through the barriers
of the gastrointestinal tract, causing a dysregulation of the immune system. Such
dysregulation can lead to sepsis due to an exacerbated systemic immune response,
which spreads inflammation throughout the body and causes severe damage to
different organs, including the brain, an immunologically privileged organ.
Antimicrobial peptides are part of the innate immune system and are essential fighters
against infections. Among them, the expression of cathelicidin LL-37/CRAMP during
septic shock is reduced, while during mild infections, its expression is increased. This
pro- and anti-inflammatory characteristic indicates its relevance in different clinical
conditions, and understanding it is necessary to elucidate crucial stages of sepsis
progression. The objective of this study was to analyze the inflammatory response in
Camp gene knockout mice subjected to an experimental sepsis model. Damage to
brain tissue and the impact on the intestinal microbiota of mice were evaluated. We
observed an increase in the gene expression of S100A8 and S100A9 in the prefrontal
cortex in wild-type animals compared to CRAMP-knockout animals, with a trend of
increase in the hippocampus and cerebellum, which was not reflected in the final
concentration of proteins. There was also a significant increase in the population of
Escherichia coli, Lactobacillus spp., and Enterococcus faecalis in wild-type animals 24
hours after CLP compared to the CRAMP-knockout group. Our data suggest that the

absence of the CRAMP peptide resulted in a delay in the progression of sepsis.

Keywords: Cathelicidin. CRAMP. Sepsis. Microbiota. Antimicrobial peptides. Dysbiosis
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1 Introducdao

A coevolugcdo do ecossistema microbiano com os seres humanos foi
determinante para o complexo equilibrio que observamos hoje, resultado de uma co-
dependéncia entre espécies. Desde o0 surgimento do primeiro ser pluricelular na
natureza, nos vimos rodeados por micro-organismos unicelulares das mais diferentes
formas e caracteristicas, onde tivemos que aprender a conviver mutuamente para
obtermos sucesso evolutivo. Apesar de estarmos inseridos diariamente nesta “piscina
microbiana”, algumas regides do nosso corpo possuem uma relagao mais intima com

€SSesS seres.

Podemos dizer que a pele, as vias aéreas, o trato urogenital, os olhos e o trato
gastrointestinal sdo as zonas de maior relevancia, tanto pela area de contato com o
meio externo, como por possuirem uma microbiota colonizadora altamente
especifica. Apesar da grande importancia de cada uma delas, a maioria dos micro-
organismos que nos habitam esta presente no intestino. Essa populacéo, chamada
de microbiota intestinal, participa diretamente na regulacdo metabdlica do hospedeiro
e, consequentemente, possui um papel essencial em seus processos fisiolégicos e
na sua saude. Disturbios nessa relacdo podem acarretar doencas cardiovasculares,
metabdlicas e inflamatérias, e que hoje, apds diversos estudos, sao diretamente
associadas a composicdo das espécies presentes na microbiota intestinal (Cryan et
al., 2019).

Segundo os dados disponibilizados pelo Human Microbiote Project, até o
momento, estima-se que pelo menos 3000 espécies procariotas diferentes séo
capazes de habitar o corpo humano, onde a sua grande maioria esta presente no
trato gastrointestinal. Elas foram classificadas em 11 diferentes filos, entre eles
Proteobacteria, Firmicutes, Actinobateria e Bacteroidetes, que representam pelo

menos 90% da microbiota (Hugon et al., 2015).

Devido a sua alta diversidade e complexidade, cada individuo apresenta uma
microbiota intestinal relativamente especifica, mesmo entre pessoas saudaveis.
Apesar disso, diversos estudos recentes conseguiram correlacionar a incidéncia de

certas espécies e suas proporcdes com diversos fatores genéticos e ambientais, de



estilo de vida, dieta, atividade fisica e regido geogréfica, determinando padrbes de
distribuicdo (Figura 1).

As bactérias comensais apresentam um ciclo de vida muito mais curto do que
0s seres humanos e séo capazes de sofrer rapidas alteracfes evolutivas, adaptando-
se rapidamente a alteragbes ambientais. Por vezes, entretanto, for¢as externas séo
capazes de moldar a microbiota de forma deletéria para o hospedeiro, gerando um
estado conhecido como dishiose. Uma vez estabelecida, a dishiose pode exercer
efeitos profundos no sistema imune, criando um ciclo vicioso no qual fatores celulares
e metabdlicos do hospedeiro e da microbiota influenciam um ao outro, perpetuando a
disbiose. Essa condicdo implica em danos nas células epiteliais intestinais, disruptura
das juncdes intracelulares e um retardado no reparo tecidual, fatores que foram
diretamente relacionados a translocacao bacteriana e dano sistémico em um quadro
de inflamacéo sistémica aguda (Barbeiro et al., 2015). Essas alteracdes influenciam
diretamente o eixo intestino-cérebro e, consequentemente, S840 responsaveis por
algumas respostas fisiologicas patolégicas como: inflamacbes exacerbadas do
intestino, respostas inadequadas durante um quadro de estresse agudo ou crénico e

estado alterado de comportamento (Cryan et al., 2019).

Os mecanismos que levam a disbiose no doente critico permanecem pouco
claros, mas sdo provavelmente relacionados ao amplo uso de antibiéticos, injaria
hipoxica, inflamacédo, hipomotilidade intestinal, quebra da barreira intestinal,
tratamento com drogas vasopressoras, sedacdo, dentre diversos outros fatores
intrinsecos e extrinsecos. Outro fator € que a microbiota intestinal do doente grave
difere substancialmente da populacdo saudavel e é caracterizada por uma diminuicao
na diversidade filogenética e no numero de micro-organismos comensais e

crescimento aumentado de patobiontes.
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Figura 1 - Interacdo do eixo microbiota-intestino-cérebro
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Fatores comuns, externos e internos, que podem afetar diretamente a microbiota intestinal, como a
dieta, genética e epigenética, o modo de nascimento, sendo ele natural ou cesarea, fatores ambientais,
utilizacdo de diversos tipos de drogas e o exercicio fisico, influenciam nosso comportamento alimentar,
cognitivo, estresse, interacdes sociais e até na sensa¢édo de medo. Adaptado de Cryan et al.,2019.

Paralelo a microbiota, a barreira epitelial € uma estrutura anatdbmica altamente
complexa, com juncdes intercelulares que sdo capazes de manter uma baixa
permeabilidade devido a sua alta seletividade. Ela possui diferentes tipos celulares,
entre elas enterocitos, células secretoras, células quimiosensitivas e o tecido linfoide
associado ao intestino (GALT) (Aijaz et al., 2006). Os enterdcitos expressam
receptores associados ao sistema imune inato e sdo capazes de secretar citocinas e
guimiocinas, enquanto o GALT abriga linfécitos responsaveis pela resposta imune

adaptativa.



O trato gastrointestinal também comporta a maior concentracdo de células
imunes no corpo. Elas estdo em constante comunicagdo com a microbiota presente,
via contato fisico ou através de compostos secretados. Porém, esse contato € limitado
por uma fina camada viscosa de muco, composta por glicoproteinas da familia das
mucinas, e que sdo secretadas por células caliciformes presentes na camada epitelial
unicelular que reveste o lumen intestinal. Desta forma, na interface limen-mucosa,
ocorre a maior parte das interacfes e trocas moleculares entre a microbiota e o

individuo.

Algumas moléculas atravessam a camada de muco e séo capazes de interagir
diretamente com a camada epitelial, facilitando a comunicacdo com o sistema
imunoldégico. Polimeros presentes na parede celular de bactérias gram-positivas e -
negativas, como por exemplo peptidoglicanos e polissacarideos, auxiliam o sistema
imunolégico a identificar e diferenciar quais espécies estariam presentes no intestino,
alertando prontamente alguma alteracéo na sua balanca homeostética. Dessa forma,
a interacdo e o reconhecimento de antigenos self e non-self pelo sistema imunoldgico,
desempenha uma importante atividade estimuladora que é indispensavel na
preservacdo da barreira intestinal e de sua microbiota comensal, facilitando o
reconhecimento de possiveis patdgenos que possam surgir. Outro papel fundamental
da mucosa intestinal é a protecdo contra agentes indesejaveis presentes no lumen,

como toxinas e antigenos, por impedir 0 seu acesso direto a circulagdo sanguinea.

Os PRR (pattern recognition receptors), principalmente os receptores Toll-like
(TLR), presentes nas células do epitélio sdo os responsaveis por fazer o
reconhecimento de patdégenos, e uma vez ativados, sdo capazes de produzir
citocinas, como TNF-q, IL-6 e IFN-y, recrutar mediadores inflamatdrios e, através de
guimicionas, atrair células responsaveis por uma resposta inflamatoria mais
proeminente (Takeda e Akira, 2004). Porém, foi demonstrado que um aumento na
sinalizacdo de TLR4 esta diretamente associado a disruptura da barreira intestinal e
ao aumento da translocacdo bacteriana, com uma expressao génica alterada de
peptideos antimicrobianos (Dheer et al.,, 2016). Os peptideos microbianos séo
responsaveis pela primeira linha de defesa do sistema imune inato, pois apresentam
um papel fundamental na protecdo da mucosa epitelial. Eles s&o secretados
principalmente por células de Paneth e enterdcitos presentes no epitélio, onde sua

acao delimita a composicado dessas comunidades no limen intestinal.



Em conjunto com o sistema imune inato, diversos metabdlitos secretados por
bactérias comensais também possuem acdo moduladora. Neuromoduladores,
bacteriocinas, acidos biliares e acidos graxos de cadeia curta (SCFA) sdo também
imunomoduladores. Um crescente numero de dados produzidos por pesquisas
recentes demonstra que as interacdes entre a microbiota e o individuo induz a
liberacdo de citocinas, quimicionas, neurotransmissores, neuropeptideos e
mensageiros endocrinos capazes adentrar a corrente sanguinea e influenciar na

regulacéo cerebral, e inclusive, seu comportamento (Cryan et al., 2019).

Levando em consideracgdo todos esses fatores, ja estd bem estabelecido que a
microbiota intestinal € gravemente afetada durante uma doenca grave. Porém,
determinar qual € o evento que inicia este quadro ainda é uma questdo sem resposta.
Uma doenca critica poderia alterar a microbiota intestinal, porém a disbiose também

poderia predispor doengas graves.

1.1 Sepse

A perda de funcdo da barreira intestinal em conjunto com a propagacao de
substancias danosas e/ou patobiontes provenientes do lumen intestinal pode
acarretar sepse (Senthil et al., 2006). Sepse é definida como uma disfuncdo dos
orgaos potencialmente letal, causada por uma resposta imunoldgica desregulada
frente a uma infeccéo (Napolitano, 2018). Ja choque séptico € o termo dado quando
o individuo apresenta hipotenséo arterial relacionada a sepse, que nao responde a
ressuscitacdo volémica, e acompanhada de acidose latica ou outros sinais de

hipoperfuséo tecidual (Hotchkiss e Karl, 2003).

O choque séptico hoje afeta cerca de 10 a 30% dos pacientes internados em
uma unidade de terapia intensiva e € responsavel por uma taxa de mortalidade em
torno de 30 a 40%, sendo a primeira causa de 6bito em Unidades de Terapia Intensiva
nao-coronarianas. ldosos, individuos com problemas crbnicos de salude ou um
sistema imunologico comprometido, possuem um risco maior de desenvolver a
doenca (Mayr et al., 2014). Estima-se que 65% dos individuos que evoluem para um
guadro de sepse grave possuem 65 anos ou mais, onde a taxa de mortalidade pode

alcancar niveis por volta de 70% (Pinheiro da Silva e Machado, 2017).



Apesar do aumento e incentivo a procura de novos métodos diagndsticos e
terapéuticos, a incidéncia de sepse € um fenbmeno que apenas aumentou nas ultimas
décadas. A utilizacdo de drogas antimicrobianas para tratar o foco infeccioso € a
principal ferramenta para o manejo da evolucdo clinica da sepse, acompanhada
muitas vezes de terapias de suporte, como a utilizacdo de ventilagdo mecéanica e
métodos dialiticos, além da utilizacdo de drogas vasoativas. Muitos destes métodos
ainda contribuem para um aumento da taxa de infec¢do hospitalar como também o
favorecimento do surgimento de novas cepas bacterianas extremamente resistentes

aos antibiéticos convencionais.

Além disso, determinar qual é o mecanismo que acarreta a morte dos pacientes
€ algo que ainda necessita esclarecimento. O resultado de necropsias realizadas em
pacientes sépticos, logo ap6s a morte, ndo demonstrou lesbes suficientes que
culminariam na morte desses pacientes ou até mesmo que ndo poderiam ter sido
sanadas através de um tratamento auxiliar. Algo que é constantemente evidenciado
€ o fato de pacientes morrerem inesperadamente em virtude de um choque refratario
ou colapso cardiovascular, ou quando a propria equipe médica decide interromper
aos esforcos de tratamento apos evidenciarem insuficiéncia multipla de 6rgaos, sem

perspectiva de recuperacéo (Hotchkiss e Karl, 2003).

1.2 O Cérebro

Hoje sabemos que o trato gastrointestinal e o cérebro sédo capazes de influenciar
um ao outro mutuamente de varias maneiras. Porém, até as Ultimas décadas, 0s
estudos eram centrados majoritariamente na funcéo digestiva e na saciedade apés a
alimentacdo. Recentemente esse leque foi expandido e estudos demonstraram que
em animais livres de contaminacdo, germ-free, o desenvolvimento cerebral e
cognitivo era profundamente afetado (Clarke et al., 2013; Diaz et al.; 2011; Sudo et
al., 2004). Dentre os resultados obtidos, foi observado um aumento da mielinizacao
neuronal no cortex pré-frontal, da neurogénese, da liberagcdo de serotonina no
hipocampo e da permeabilidade da barreira hematoencefalica (BHE). Em
contrapartida, uma diminuicdo da taxa de maturacao da microglia e da expressao de

proteinas relacionadas a juncdo aderente (Cryan et al., 2019). Outros estudos

também demonstraram que animais que recebiam espécies bacterianas diferentes



apresentaram mudancas de comportamento, o que foi demonstrado em seres
humanos posteriormente (Pinto-Sanchez et al., 2017; Bercik et al., 2011; Bravo et al.,
2011). E por fim, a administracdo de antibioticos durante os primeiros dias de vida e
na fase adulta, demonstrou efeitos de longa duracdo no cérebro, na medula espinhal

e no sistema nervoso entérico (O’Mahony et al., 2014; Verdu et al., 2008).

Devido ao fato de estar tecnicamente isolado do sistema imunoldgico pela
barreira hematoencefalica e pela baixa expressédo de moléculas de MHC-I em células
do parénquima, o cérebro é considerado um o6rgao imuno privilegiado. Alteracdes
exacerbadas no funcionamento do sistema imunoldgico no sistema nervoso central
podem acarretar o risco de patologias extremamente incapacitantes ou até mesmo
em morte. Por essa razdo, o cérebro permanece protegido em um quadro de

inflamacédo exacerbada ou resposta autoimune.

Entre a composicao celular cerebral que observamos, podemos destacar as
células endoteliais, gliais - astrocitos e micréglia - e os neurbnios. A célula capaz de
coordenar todo o ambiente imune cerebral e manter sua homeostasia € a microglia.
Ela é capaz de modular toda a rede neuronal e sua atividade, a plasticidade sinaptica
e é responsavel pela fagocitose (Janda et al., 2018). Ja os astrdcitos, por exemplo,
possuem a capacidade de transportar diversos substratos energéticos, combater
patégenos, atuar na remocao de debris celulares por fagocitose e, promover reparo

tecidual.

As células cerebrais sao capazes de produzir éxido nitrico, citocinas e
prostaglandinas que sao capazes de modular a neurotransmissdo cerebral, a
producdo e liberacdo de fator liberador de corticotropina, ACTH e vasopressina.
Entretanto, neurotransmissores e neuro-horménios, também modulam a expressao
cerebral de mediadores inflamatérios que possuem a capacidade de influenciar o
metabolismo celular, através da inducdo de estresse oxidativo e consequentemente
disfun¢cdes mitocondriais. Essa influéncia pode acarretar diversas anormalidades,

variando desde altera¢gOes das vias de neurotransmissao a apoptose.

Como discutido anteriormente, a microbiota possui alguns mecanismos capazes
de influenciar o cérebro e isso engloba as células da micréglia. Elas sao capazes de
detectar as mudancas mais sutis no meio extracelular e montar respostas

neuroinflamatorias, liberando citocinas e quimiocinas, regulando neurotransmissores



e alterando a sua plasticidade morfologica. Ademais, a inflamacédo parece exercer um
estimulo prolongado da microglia, o que acarreta diretamente na sintese e liberagcdo
de agentes pro-inflamatorios. Porém, uma microbiota diversa é necessaria para a
maturacdo da micréglia, necessaria para manter seu papel funcional de maneira
saudavel. Como ja citado, camundongos germ-free possuem um déficit na maturacao
microglial e consequentemente em sua fungao. Interessantemente, um estudo
demonstrou que a recolonizacdo do trato gastrointestinal com bactérias alvo ou a
administracdo de metabolitos microbianos, como SCFA, foi capaz de restaurar sua

funcao celular (Erny et al., 2015).

Em um quadro de sepse, algumas condi¢des neuroldgicas anormais podem ser
observadas nos pacientes. Uma delas, a encefalopatia associada a sepse (EAS), é
uma das maiores evidéncias de disfuncdo organica durante a fase aguda e apoés a
sua fase de recuperacdo. Ocorre raramente em jovens, mas com alta frequéncia na
populacdo em geral. Sua manifestacdo clinica apresenta variados sintomas, entre
eles, diminuicdo da atividade mental, delirio e coma (Zampieri et al., 2011). Ela é
definida por uma disfuncéo cerebral difusa devido a uma resposta desregulada do
sistema imunoldgico do paciente, sem apresentar uma infec¢ao atuando diretamente
no sistema nervoso central (Chung et al., 2020). Estimulo inflamatério sistémico,
ativacdo da microglia, reducdo da pressdo arterial e danos endoteliais sao
consequéncias fisiolégicas da EAS, que podem resultar em dano cerebral
permanente. Cerca de 20% dos individuos que se recuperam do quadro de sepse
apresentam sequelas neurolégicas, como diminuicdo da capacidade fisica e/ou
mental e alterac6es de humor, afetando diretamente a qualidade de vida (Go6tz et al.,
2014).

Dentro do contexto neuro inflamatério, S100A9 é altamente expressa em células
gliais, sendo utilizada como um marcador de leséo tecidual. S100A8 estéa diretamente
envolvida em diversas patologias e danos relacionados ao sistema nervoso central
(SNC). A neuro inflamacéo é principalmente mediada pela microglia e astrocitos, que
sdo capazes de secretar citocinas como TNF- q, IL-6 e IL-B, assim como recrutar
linfocitos T (Wang et al, 2018).



S100A8 e S100A9 sao proteinas caracterizadas como DAMPs (Padrdes
Moleculares Associados ao Dano), que atuam como sinalizadoras para desencadear
0 processo inflamatorio tecidual quando liberadas no meio extracelular (Ma et al.,
2017). Sao principalmente derivadas de neutréfilos e macrofagos e diretamente
relacionadas a processos inflamatorios, compreendendo até 45% das proteinas
citoplasmaticas em neutréfilos (Wang et al, 2018)

Entender melhor as vias neuroldgicas e as regides cerebrais que séo afetadas
nas diferentes fases da sepse é um fator essencial para prevenir danos permanentes.
No contexto da EAS, hoje esta claro que o0s principais processos envolvidos na sua
patofisiologia € a neuroinflamacdo difusa, a excitotoxicidade e o0s processos
isquémicos e as regides cerebrais mais afetadas durante o desenvolvimento da

doenca séo o cortex pré-frontal, o hipocampo e o cerebelo (Gofton et Young, 2012).

1.3 Peptideos Antimicrobianos

A liberacéo de peptideos antimicrobianos (AMPS) é a primeira linha de defesa
proveniente da imunidade inata no combate a uma infeccdo. Uma ampla variedade
de tipos celulares expressa AMPs de uma maneira constitutiva, porém, essa
expressdo também pode ser induzida de acordo com algum estimulo especifico,
como por exemplo através de moléculas de vitamina D ou interferon (IFN)
(Vandamme et al., 2012). Foram identificados e preconizados mais de 1200 tipos de
AMPs, de origens diferentes. Dentre eles, pelo menos 100 sdo provenientes de
tecidos e superficies epiteliais humanas (Wang, 2014; Lai et al., 2009). Possuem uma
ampla diversidade estrutural, com composicdes diversificadas de aminoacidos.
Costumam ser proteinas anfifilicas, com baixo peso molecular e de caracteristica
catibnica. Essas propriedades lhes concedem uma atividade antibiética de amplo
espectro, pois possuem a capacidade de insercdo nas paredes celulares e
membranas de micro-organismos, que sao essencialmente formadas por fosfolipidios
aniénicos. Dessa maneira, a interagéo resulta em lise celular e, consequentemente,

na morte do micro-organismo (Pinheiro da Silva e Machado, 2012).

Por estarem presentes em diversos organismos diferentes, de bactérias a
individuos do reino vegetal e animal, sdo considerados peptideos primitivos com um

alto grau de conservagdo génica. Sendo assim, garantem uma protecdo contra



parasitas, bactérias, fungos e virus que estdo presentes no meio ambiente e
potencialmente prejudiciais & satude. Devido ao seu papel proeminente na imunidade
inata e seu baixo grau de toxicidade, AMPs sao considerados moldes atrativos para

a engenharia de novos farmacos e antibioticos (Verjans et al., 2016).

Em razado do contato recorrente de seres humanos com micro-organismos, as
mucosas sao colonizadas por uma microbiota altamente complexa. Outros tipos
celulares, como queratindcitos, células epiteliais pulmonares e intestinais, células do
trato reprodutivo e da superficie ocular, também produzem AMPs. Essa producéo
ocorre preferencialmente nessas regides devido ao contato direto com 0 meio
ambiente, e consequentemente, por lidar com patdégenos exdégenos com uma

frequéncia mais elevada.

Apesar da ampla representacdo de a e B-defensinas no grupo de AMPs em
mamiferos, alguns AMPs lineares capazes de formar a-hélices, que representam
parte da familia das catelicidinas também s&@o expressos. As catelicidinas estéo entre
as classes mais estudadas de AMPs. Em humanos, foi descrita apenas uma
representante, a LL-37, que é capaz de atuar de uma maneira similar e em conjunto
com as defensinas (Frasca et Lande, 2012). Ela foi previamente identificada como
hCAP18 e possuia uma por¢cdo C- terminal ao qual foi atribuida a capacidade de
ligacdo ao LPS. Camundongos, assim como 0s humanos, apresentam apenas uma
proteina da familia das catelicidinas. Ela é considerada homologa a hCAP18 devido
ao seu alto grau de conservacéao evolutiva, sendo assim, denominada como CRAMP
(Cathelin-Related Antimicrobial Protein). Na por¢cdo C-terminal, tanto da proteina
humana, quanto da proteina do camundongo, existe uma regido com 37 e 38
aminoacidos, respectivamente, que apresenta uma atividade bactericida de amplo
espectro, tanto para bactérias gram-positivas, como gram-negativas. Com o avango
das pesquisas, foi observado que a hCAP18 era na realidade um pré-peptideo (Figura
2), que apos ser clivado, resultava em um peptideo com 37 aminoacidos com diversas
acOes efetoras. Peptideo este que foi posteriormente denominado LL-37, devido ao
inicio de sua sequéncia de aminoacidos que apresenta duas leucinas (Vandamme et
al, 2012).
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Figura 2 - Estrutura basica do peptideo LL-37/hCAP18 em humanos e CRAMP em
camundongos

1 1 2 3 4 P Gene com 4 exons
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O gene Camp ou CAMP em camundongos e humanos, respectivamente, € transcrito e traduzido em
um pré-peptideo que é capaz de ser clivado pelas enzimas Proteinase-3 e Elastase. O peptideo
resultante de sua regido C-terminal, denominado LL-37 ou CRAMP, possui forte acdo bactericida.
Adaptado de Febriza et al., 2019.

Ele age como um potente quimioatraente, servindo como ponte entre o sistema
imune inato e o sistema imune adaptativo, guiando mondcitos, neutrofilos e células T
para o sitio de infec¢do. Entendendo melhor esse processo, foi demonstrado que ela
possui um forte papel imuno-estimulador e imunomodulador, regulando os niveis de
citocinas inflamatorias e controlando a fina balanca entre a resposta anti e pro-

inflamatoria (Verjans et al., 2016).

Eles também sao expressos em células do sistema imune, tais como mondcitos,
neutrofilos, mastocitos e células NK. Essa expressao se da de maneira constitutiva e

sua proteina precursora € armazenada em granulos. Durante uma infec¢cdo ou dano



tecidual, a ativacao de TLR por endotoxinas e/ou alguma alteracdo no microambiente
de citocinas, desencadeiam a degranulacdo. Dessa maneira, a proteina precursora
hCAP18/CRAMP ¢ liberada no ambiente extracelular e clivada no peptideo ativo, por

proteinases especificas (Sgrensen et al., 2001).

Neutrofilos, por exemplo, sdo responsaveis pela alta concentracdo desses
peptideos no sitio de inflamacéo, para dar inicio a uma resposta imune robusta e a
rapida eliminacdo de agentes infecciosos. Outras células do sistema imune, como
células dendriticas, macrofagos e linfécitos T, também s&o capazes de expressar e
interagir com a LL-37 (Durr et al., 2006). Devido ao grau de relevancia que é a
capacidade de iniciar o processo da resposta imune inata, a LL-37 se tornou o alvo
de novas pesquisas em diversas areas de interesse, como doencas infecciosas,
autoimunes e cancer. Sua expressao pode ocorrer por contato direto com uma
bactéria ou por constituintes da parede celular bacteriana, como LPS. Disturbios
ocorridos na barreira epitelial celular, estresse no reticulo endoplasmatico, infec¢des

e feridas também pode desencadear sua expressao.

Entretanto, a LL-37/CRAMP apresenta uma dubiedade em seu mecanismo de
acdo, hora pro-inflamatério, hora anti-inflamatério, dependendo da patologia e do
contexto celular, que ainda necessita maiores investigacoes. Resultados obtidos pelo
nosso grupo demonstraram que, em um quadro de choque séptico em humanos, a
expressdo de LL-37 em neutréfilos € reduzida se comparado com pacientes em
recuperacdo ou com um quadro de sepse (Barbeiro et al., 2013). Outros estudos
também demonstraram que comparado a pacientes saudaveis, a expressao de LL-37
também é reduzida no plasma (Jeng et al.,, 2009). A auséncia de CRAMP em
neutrofilos de camundongos reduziu a aterosclerose (Doring et al, 2012), por
exemplo, mas aumentou a susceptibilidade a infeccao por Pseudomonas aeruginosa

(Huang et al., 2007), evidenciando seu amplo papel de acéo.

Grande parte dos efeitos induzidos pela catelicidina é mediada pela ativacéo
direta de receptores que estao presentes na membrana celular e intracelulares. Ela
foi associada a nove receptores que estao relacionados a diversas classes, entre elas:
GPCRs, RTKs, LGIC e TLRs (Verjans et al., 2016). Sua via de sinalizacao é regulada
por cAMP. A proteina CREB (cAMP-responsive elemento-binding) e a proteina AP-1
(Activator protein 1) competem diretamente com o ICER (Inducible cAMP early

repressor), um repressor da inducdo da catelicidina, para se ligarem a sequéncia



promotora do gene da catelicidina, regulando sua expressao (Chakraborty et al,
2009). Alguns sinais oriundos da citocina IL-6, por estresse psicoldgico
(glicocorticoides), exotoxinas bacterianas, transmigracao atraves do epitélio ativado e

algumas bactérias especificas, podem diminuir a expressao da catelicidina.

Camundongos knockout para o gene CRAMP demonstraram um aumento da
susceptibilidade a infec¢des virais e bacterianas, resultando em um aumento de
morbidade e mortalidade (Chromek et al., 2006; limura et al., 2005). Um estudo
realizado por Brandenburg et al. (2010), demonstrou que em ratos, o peptideo
CRAMP é capaz de interagir com as vias imunoldgicas cerebrais através do receptor
purinérgico P2Y11 e possui um papel importante na protecdo das células cerebrais

através do estimulo a liberacéo de citocinas e da ativacéo de células da glia.

Resultados ainda ndo publicados e obtidos pelo nosso grupo de pesquisa pela
pesquisadora Marta Lucia de Almeida, demonstraram que camundongos CRAMP
knockout submetidos ao modelo experimental de sepse, ligadura cecal e puncao
(CLP), ndo demonstraram uma grande alteracdo da microbiota intestinal comparados
a animais controle. A Unica evidéncia foi o aumento da populacéo intestinal de
Escherichia coli e consequentemente a sua translocagéo para a corrente sanguinea.
A classe de bactérias filamentosas segmentadas (SFB), géneros como Lactobacillus,
Clostridium, Bifidobacterium e espécies, como Streptococcus faecium e Enterococcus

faecalis, ndo apresentaram diferencas significativas.

1.4 Bacteriocinas

Como discutido anteriormente, as bactérias ndo sao apenas agentes passivos
no trato gastrointestinal. Elas sdo capazes de produzir metabdlitos que as favorecem
em um cendrio de competicdo com outras espécies e que atuam diretamente no
sistema imunologico, modulando-o. Entre esses produtos, estdo as bacteriocinas, que
sdo classificadas em 3 grandes grupos baseados em: estrutura primaria; peso
molecular; modo de acdo; estabilidade e; propriedades genéticas. A classe | é
composta por pequenos peptideos resistentes ao calor e menores do que 10 kDa.
S&o amplamente modificados apds a traducdo. Por exemplo, a nisina, que é um
importante membro do grupo mais estudado da classe |, os lantibi6ticos, é capaz de

permeabilizar a membrana bacteriana apos a ligagdo em lipideos II, através da



formacéao de poros. Membros da classe Il sdo caracterizados por serem pequenos
peptideos resistentes ao calor, menores do que 10 kDa e por ndo serem modificados
apos a traducdo. Membros da classe Il sdo grandes moléculas, maiores do que 30
kDa, sensiveis ao calor e composto por diferentes dominios (Vasilchenko e Valyshev,
2019).

Elas expbem seus grupos positivamente carregados para interagirem
eletrostaticamente com a porcdo anibnica da membrana externa bacteriana.
Entretanto, algumas bacteriocinas necessitam de um sitio de ligacéo para se ligarem
a superficie da membrana externa. A superficie hidrofébica da membrana bacteriana
facilita o0 acoplamento de fosfolipidios e a formacg&o de complexos, a auto associacao
com peptideos e a polimerizacdo. (Shahnawaz e Soto, 2012). Estes processos
permeabilizam a membrana celular através da formacé&o de poros seletivos para ions
gue causam a disruptura da forca protomotiva (Christensen e Hutkins, 1992). Dessa
forma, ela pode produzir a fuga de substratos intracelulares, inibicdo da sintese de
DNA, RNA e proteinas, e, eventualmente, morte celular. Devido ao seu papel
relevante, as bacteriocinas tém sido amplamente estudadas como uma alternativa

futura aos antibioticos convencionais (Garcia-Gutierrez et al., 2019).

Dicks et. al questionou se bacteriocinas s&o capazes de atravessar a barreira
hemato-intestinal e quais sdo seus possiveis efeitos em células de mamiferos, devido
ao fato de serem peptideos catidnicos ativos de membrana e possuirem a capacidade
de se ligarem as células sanguineas e proteinas do plasma (Dicks et al., 2018). Dessa
forma, como a translocacao bacteriana é um fenbmeno bem estabelecido, ndo existe
razao para acreditar que bacteriocinas ndo cruzam a barreira epitelial intestinal. Uma
vez que, na corrente sanguinea, elas também poderiam atravessar a barreira
hematoencefélica e participar no processo neuro inflamatdério, iniciado em varias

patologias sistémicas.

Ao todo, Severino et al. (2017) demonstrou que camundongos CRAMP knockout
submetidos ao modelo de CLP possuem uma sobrevida maior do que animais
controle, demonstrando um possivel papel deletério da catelicidina em um quadro de
sepse. Por outro lado, foi verificado que houve uma resposta mais robusta do sistema
imune inato nesses animais, com um aumento do nivel plasmatico de IL-183, IL-6 e
MCP-1. Essa resposta compensatoéria foi ocasionada pela deficiéncia de catelicidina,

0 que indica uma mudanca para outras vias inflamatorias. Porém, em seres humanos,



0s niveis plasmaticos de LL-37 estdo reduzidos em pacientes com quadros de sepse
e choque séptico.

Este trabalho possui o intuito de aprofundar a compreensdo do papel das
catelicidinas em camundongos através da sua investigacdo em animais CRAMP-
knockout e controle, submetidos ao modelo de sepse (CLP). Resta avaliar se a
auséncia de CRAMP em camundongos knockout é capaz de influenciar diretamente
a microbiota intestinal desses animais e/ou facilitar a translocacdo de bactérias, como
Escherichia coli, para a corrente sanguinea. E, por fim, avaliar os possiveis danos no
sistema nervoso central resultantes da translocacdo bacteriana ou de seus

metabolitos, como as bacteriocinas, através de marcadores de dano tecidual.






2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a resposta imuno-inflamatéria em tecido cerebral de camundongos
selvagens da linhagem C57BI/6 e CRAMP knockout, submetidos ao modelo
experimental de sepse, ligadura e puncdo cecal (CLP) e quais as principais

consequéncias na composi¢cao da microbiota intestinal destes camundongos.

2.2 Objetivos Especificos

Quantificar em diferentes tecidos, o RNA mensageiro transcrito de marcadores
de dano cerebral e citocinas, e comparar entre os grupos que foram submetidos a

CLP ou néo, através da técnica de RT-qPCR.

Avaliar possiveis marcadores de interesse e realizar a sua quantificacéo através
da técnica de ELISA, comparando seus niveis traducionais entre animais wild-type e
CRAMP-knockout com o intuito de auxiliar na compreensédo do papel do peptideo
CRAMP no sistema imunoldgico.

Quantificar e avaliar diferentes espécies bacterianas de interesse presente na
microbiota intestinal de camundongos através de gPCR em Tempo-Real, antes e
depois da inducdo ao modelo experimental de sepse e seu papel no quadro

inflamatério.






3 Materiais e Métodos

3.1 Local de Experimentacéao

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Investigacdo Médica (LIM-
51) da Disciplina de Emergéncias Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sdo Paulo (FMUSP). Os camundongos foram fornecidos pelo Centro de
Bioterismo da Faculdade de Medicina de Sdo Paulo e mantidos em gaiolas
convencionais no Biotério de Experimentacdo da Disciplina de Reumatologia, do

Departamento de Clinica Médica, a partir de 7 semanas de idade.

3.2 Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)

Foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade
de Medicina da Universidade de Sdo Paulo — FMUSP sob o protocolo de pesquisa
1288/2019, em 18 de abril de 2019, a utilizacdo de 30 camundongos C57BI/6 e 30
camundongos CRAMP/KO conforme o documento do Anexo A. Foi solicitada uma
inclusdo de 20 animais C57BI/6 e 20 animais CRAMP/KO aprovada sob o mesmo
protocolo de pesquisa, 1288/2019, em 17 de setembro de 2020 conforme o

documento do Anexo B.

3.3 Animais e Grupos Experimentais

Para a realizacdo do estudo foram utilizados camundongos do sexo masculino,
entre 8 e 10 semanas, com peso médio de 20g e divididos em quatro grupos distintos:
animais C57BIl/6 wild-type (WT) utilizados como controle; animais C57BI/6
submetidos ao modelo experimental de sepse por ligadura e puncéo cecal (CLP);
animais CRAMP-knockout utilizados como controle; e por fim, animais CRAMP-
knockout submetidos ao modelo CLP. Inicialmente, foram necessarios 8 animais por
grupo, totalizando um numero de 32 animais, para a realizacdo de ensaios de

guantificacdo de RNA mensageiro.



Em uma segunda etapa do estudo, para a quantificacdo de proteinas e andlise
de microbiota, foram utilizados 11 animais C57BI/6 wild-type; 11 animais C57BI/6
submetidos a CLP; 11 animais CRAMP-knockout; e 11 animais CRAMP-knockout
submetidos a CLP, totalizando um namero de 44 animais. Todos os procedimentos
apenas foram iniciados ap6s devida submiss&o e aprovacio pelo Comité de Etica em
Pesquisa em 18 de abril de 2019 para a primeira etapa e apds a submissédo de

aprovacao em 17 de setembro de 2020, para a segunda etapa.

3.4 Modelo de ligadura e perfuracao cecal (CLP)

Para os grupos de animais submetidos a sepse, foi realizado o modelo de CLP,

gue se deu pelas seguintes etapas:

v Os animais foram inicialmente anestesiados via intraperitoneal com uma
solugcéo de Ketamina (80mg/kg) — Cristalia, Sdo Paulo - Brasil e Xilazina (10
mg/kg) — Cristalia, S&o Paulo - Brasil.

v' Foram entdo submetidos a laparotomia com inciséo de aproximadamente 2 cm
em linha mediana na regido esquerdo do abdémen do animal, o suficiente para
se exteriorizar o ceco.

v Foi utilizado um fio de algodéo 3.0 para realizar firme ligadura cecal abaixo da
insercao do ileo distal ao ceco, compreendendo cerca de um terco do ceco, de
forma que ndo causasse obstrucédo intestinal.

v' Foram entdo realizadas duas puncGes com uma agulha 22G ao ceco, de
maneira distal a ligadura e o local da puncéo foi posteriormente comprimido
para se testar a eficiéncia das puncdes, de maneira que o material fecal
presente no ceco fosse exteriorizado no periténio.

v Ao final da cirurgia, o ceco e todas as visceras exteriorizadas foram devolvidos
para cavidade abdominal. Os camundongos foram suturados com fios de Nylon
em duas etapas, primeiramente o peritbnio e depois a pele. Os animais foram
entdo identificados um a um com linhas de caneta em suas caudas e 0s
horarios de inicio e fim de cirurgia, como também o periodo, foram todos
registrados. Cada cirurgia levou um tempo médio de 25 minutos. Cada animal

foi colocado em repouso separadamente até estarem completamente



despertos, sendo reintroduzidos em suas gaiolas com até no maximo trés

individuos.

Os camundongos foram mantidos, apds o procedimento, no Biotério de
Experimentacédo da Disciplina de Reumatologia recebendo agua e racao “ad libidum”
(Nuvilab CR1 — Nivutal Nutrientes, Sao Paulo - Brasil) em ambiente controlado, com
periodos alternados de claro/escuro de 12 horas e temperatura ambiente oscilando

entre 21 e 23 graus Celsius.

3.5 Coletade Tecidos

Poucas horas ap0s a cirurgia de inducédo da sepse experimental por CLP, os
animais demonstravam sinais clinicos de infeccdo sistémica, tais como pelos
ericados, prostracdo e vasoconstricao. Foi respeitado o tempo de 24 horas e a ordem
do procedimento cirlrgico para evitar possiveis oscilagdes na concentracdo de
neuropeptideos e citocinas devido ao ciclo circadiano, e outros fatores externos, entre

animais do mesmo grupo analisado.

Os animais foram eutanasiados ap0s anestesia intraperitoneal em dose letal
com Xilazina e Ketamina, respeitando o periodo pés cirargico de 24 horas. Ap4s uma
ampla incisdo na parede abdominal, o sangue do animal foi coletado para obtencéo
do plasma através da veia cava inferior. O ileo terminal e o célon ascendente foram
coletados e seu material fecal interno foi descartado com o auxilio de soro fisiol6gico
(Cloreto de Sdédio 0.9%). A caixa toracica foi entdo exposta e o tecido pulmonar foi
removido e armazenado para futuros ensaios. Por fim, foi realizada uma craniotomia
com remocdao do encéfalo e posterior separacao do cortex pré-frontal, hipocampo e
cerebelo. Todas as amostras foram inseridas dentro de tubos criogénicos e
prontamente congeladas em nitrogénio liquido e seu armazenamento foi realizado em

freezer -80°C até o momento das analises experimentais.

3.6 Descarte de carcacas

Conforme as legislacdes vigentes de resolugdo RDC n° 306, de 07 de dezembro
de 2004 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria e resolu¢cdo do Conselho
Nacional do Meio Ambiente - CONAMA 358 de 29 de abril de 2005, o descarte das



carcacas dos animais foi embasado no Programa de Gerenciamento de Residuos do
Servigco de Saude (PGRSS) da FMUSP para residuos infectantes do tipo A2.

3.7 Extracdo de RNA

Os tecidos foram triturados em ambiente estéril com o auxilio de um macerador,
ainda congelados, com o suporte de nitrogénio liquido e posteriormente
homogeneizados em 1mL de TRIzol® (Ambion — Life technologies) em tubos
Eppendorf®. Foram incubados por 5 minutos a temperatura ambiente para completa
dissociacdo dos complexos nucleoproteicos. Posteriormente foram adicionados
0,2mL de cloroférmio (Sigma — Aldrich) a cada amostra, incubadas novamente em
temperatura ambiente durante 3 minutos e centrifugadas a 12.000 RPM por 15
minutos a 4°C. O RNA precipitado de cada amostra foi transferido para outro tubo e
foram adicionados 0,5mL de isopropanol (Sigma — Aldrich) gelado e 20uL de acetato
de sodio 2M.

As amostras foram incubadas novamente por 20 minutos a -20°C e
posteriormente centrifugadas a 12.000 RPM por 10 minutos a 4°C. Apés a
centrifugagéo, todo o sobrenadante foi removido, o RNA presente no fundo do tubo
foi lavado com 1mL de etanol 75% gelado e novamente as amostras foram
centrifugadas a 10.000 RPM por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento de RNA foi deixado para secar na bancada por 10 minutos. O RNA foi re-
suspendido e diluido em 30uL de agua DEPC (Invitrogen) pré-aquecida a 65°C e
incubado por 10 minutos a 65°C em banho seco. Cada amostra foi tratada com
DNAse (Invitrogen) e 1uL de EDTA (Invitrogen) 25nM. Cada amostra foi quantificada
em um espectrofotometro NanoVue Plus — GE Healthcare Life Sciences.

3.8 Primers

Os oligonucleotideos foram adquiridos através da Thermo Fisher Scientific. As

sequéncias dos primers utilizados estéo listadas na Tabela 1.



Tabela 1 — Sequéncia dos primers de interesse

PRIMER SEQUENCIA (5’ - 3")
S100A8 sense AAATCACCATGCCCTCTACAAG
S100A8 antisense CCCACTTTTATCACCATCGCAA
S100A9 sense ATACTCTAGGAAGGAAGGACACC
S100A9 antisense TCCATGATGTCATTTATGAGGGC

Apbs a quantificagcdo do RNA extraido de cada tecido, cada amostra foi diluida
para a concentracao final de 20ng/pL, em agua DEPC (Invitrogen), perfazendo 100uL

e mantidas em freezer a -20°.

Inicialmente cada primer foi testado nos trés tecidos cerebrais, com o intuito de
verificar a qualidade dos amplicons e a necessidade de ajustes em suas
temperaturas. Cada produto advindo dos testes iniciais foi verificado posteriormente
através de eletroforese em gel de agarose para validacdo. As amostras foram
amplificadas via RT-gPCR pelo termociclador StepOne™ Real-Time PCR System —
Applied BioSystems utilizando o kit SuperScript™ Il Platinum™ One-Step qRT-PCR

(Invitrogen).

3.9 Gaiola metabdlica e coleta de material fecal

Ap6s a amplificacdo dos primers e selecdo das proteinas de interesse,
utilizamos novos grupos de animais onde: 11 animais C57BI/6 wild-type; 11 animais
C57BI/6 submetidos a CLP; 11 animais CRAMP-knockout; e 11 animais CRAMP-
knockout submetidos a CLP, foram experimentados tanto para extracao de proteinas,

como andalise da microbiota advinda do material fecal.

Os dois grupos de animais que foram submetidos a CLP, foram utilizados como
controles proprios, sendo pré- e pés-cirdrgico. Os animais saudaveis foram inseridos
individualmente em gaiolas metabdlicas (Tecniplast — Italia) previamente esterilizadas
antes da cirurgia para ambientacdo, com agua e ragao ad libidum. Todo material fecal
produzido em um periodo de 24 horas foi coletado e armazenado em tubos
criogénicos. Os mesmos animais foram submetidos a CLP conforme descrito

anteriormente no tépico 3.4. Apoés a cirurgia, 0s animais foram introduzidos em novas



gaiolas metabolicas (Tecniplast — Italia) esterilizadas por mais um periodo de 24 horas
e todo material fecal produzido durante o pos-cirurgico também foi coletado e
armazenado em tubos criogénicos. Todo material produzido foi imediatamente
congelado em nitrogénio liquido e armazenado a -80°C até o momento de extracao

de DNA e quantificagéo via qPCR.

Os animais que foram alocados em gaiolas metabdlicas (Tecniplast — Italia),
foram eutanasiados 24 horas apés a CLP, assim como seus controles mantidos em

gaiolas convencionais, conforme descrito no tépico 3.5.

3.10 Processamento de material fecal e extragdo de DNA

Todo material fecal obtido através da gaiola metabdlica e armazenado a -80°C
foi processado utilizando o kit QIAmp® PowerFecal® Pro DNA Kit — Qiagen -
Alemanha. As amostras foram retiradas do -80°C e descongeladas em gelo até o
momento adequado para iniciar o protocolo fornecido pela Qiagen. O kit recomenda
a utilizacdo de até 250mg de amostras fecais, o que nao foi possivel ser obtido em
animais que foram submetidos a CLP. Foi obtida uma média de 150mg para estes
camundongos, o0 que nao foi um impeditivo para a realizacdo do experimento, pois a

guantidade de DNA bacteriano amplificado posteriormente p6de ser normalizada.

Cada amostra resultou em 80uL de solucdo contendo DNA bacteriano e foi
posteriormente validada e quantificada em um espectrofotémetro NanoVue Plus — GE

Healthcare Life Sciences.

3.11 Primers bacterianos

Os oligonucleotideos necessarios para amplificacdo de DNA foram adquiridos
atraveés da Thermo Fisher Scientific. As sequéncias dos primers bacterianos utilizados

estao listadas na Tabela 2.



Tabela 2 — Sequéncia dos primers bacterianos de interesse

PRIMER

SEQUENCIA (5" - 3')

s-Escherichia coli sense
s-Escherichia coli reverse
Lactobacillus spp sense
Lactobacillus spp reverse
Clostridium coccoides sense
Clostridium coccoides reverse
Enterococcus faecium sense
Enterococcus faecium reverse
Enterococcus faecalis sense

Enterococcus faecalis reverse

Bactéria Filamentosa Segmentada sense

GAGTAAAAGTTAATACCTTTGCTCATTG
GAGACTCAAGCTKRCCAGTATCAG
AGCAGTAGGGAATCTTCCA
CACCGCTACACATGGAG
AAATGACGGTACCTGACTAA
CTTTGAGTTTCATTCTTGCGAA
CCATGTGTAGCGGTGAAATG
CGGAAACCCTCCAACACTTA
CCATGTGTAGCGGTGAAATG
CGGAAACCCTCCAACACTTA
AGGAGGAGTCTGCGGCACATTAGC

Bactéria Filamentosa Segmentada reverse TCCCCACTGCTGCCTCCCGTAG

Apos a quantificacdo do DNA extraido de cada amostra fecal, foi realizada uma

diluicdo para a concentracao final de 20ng/pL, em &gua DEPC (Invitrogen),

perfazendo 100pL e mantidas em freezer a temperatura de -20°C.

Inicialmente cada primer foi testado para cada espécie ou grupo bacteriano, com
o intuito de verificar a qualidade dos amplicons e a necessidade de ajustes em suas
temperaturas. As amostras foram amplificadas via gPCR pelo termociclador
StepOne ™ Real-Time PCR System — Applied BioSystems utilizando o kit Platinum™

SYBR™ Green gPCR SuperMix-UDG (Invitrogen).



3.12 Extracao de proteinas

Os tecidos previamente congelados a -80°C foram triturados em uma superficie
estéril com um macerador, também previamente esterilizado, com auxilio de
nitrogénio liquido para manter a temperatura negativa durante todo o processo. O
material macerado foi cuidadosamente coletado e armazenado em tubos criogénicos.
Os tecidos foram entéo re-suspendidos e homogeneizados em 500puL de PBS 0,01M,

pH 7.4 e foram congelados a temperatura de -20°C até a proOxima etapa do processo.

As amostras entdo foram todas recuperadas e submetidas a trés ciclos de
aguecimento e resfriamento para ruptura da membrana celular. Foi utilizado banho-
maria previamente aquecido a 70°C e nitrogénio liquido para resfriamento das
amostras. As amostras foram intercaladas por 10 segundos em cada condicdo de
aguecimento e resfriamento e ao final de trés ciclos elas foram colocadas em banho-
maria por mais 10 segundos para encerrar o processo. Todas as amostras foram
entdo posteriormente centrifugadas a 1.500g e temperatura de 4°C durante 10
minutos. O sobrenadante foi entdo recuperado e armazenado a -20°C até o momento
da realizacdo do ensaio de ELISA e os debris celulares e tecidos sobressalentes

foram descartados.

3.13 Quanficacdo de proteinas totais

Foi realizada a diluicdo seriada da albumina de soro bovino (BSA) para
determinar a curva padrdo para base comparativa a nossas amostras, com a
utilizacdo de agua destilada como referéncia zero. As amostras foram entéo

descongeladas em gelo e 5uL de cada amostra foi diluida em 45uL de 4gua destilada.

Foi diluida a quantia de 2,8mL de Bradford (Bio-Rad Protein Assay) em 11,2mL
de agua destilada e para cada 10uL das amostras previamente diluidas, foi utilizada
a quantia de 200uL da solucéo de Bradford.

Ao final da preparagao do experimento, a leitura foi realizada a 450nm pelo leitor
de ELISA VersaMax™ — USA e os resultados obtidos e calculados através do
software xPONENT 3.1.



3.14 Ensaio de ELISA

O ensaio de ELISA foi realizado para as proteinas S100A8 e S100A9 conforme
protocolos oferecidos pela MyBioSource - USA através dos kits Mouse S100A8 (S100
Calcium Binding Protein A8) ELISA Kit e Mouse S100A9 ELISA Kit. A leitura foi
realizada a 450nm pelo leitor de ELISA VersaMax™ — USA e os resultados obtidos e
calculados através do software xPONENT 3.1.

3.15 Analise estatistica

O teste estatistico realizado para verificacdo de normalidade dos grupos foi o
teste de Shapiro-Wilk. Posteriormente foi considerado o teste de ANOVA para dados
paramétricos e Kruskal-Wallis para dados ndo paramétricos em avaliacdo entre
grupos. Em analise post-hoc, foi realizado o teste t-student para amostras nédo
pareadas com correcdo de Welch, devido a variancia diferente entre os grupos ou o
teste U de Mann-Whitney. O valor considerado como estatisticamente significante foi
o de p <0,05.

O software utilizado para a construcdo da analise estatistica e obtencdo dos

resultados foi o Graph Pad Prism 9.0.0.






4 Resultados

Para a realizagdo da primeira etapa dos ensaios, foram utilizados 32 animais
divididos em 4 grupos diferentes. O procedimento de CLP foi realizado em 8 animais
do grupo wild-type e em 8 animais do grupo CRAMP-knockout. Os outros dois grupos,
ou seja, 16 animais, foram mantidos em gaiolas, sem intervencao cirurgica, com as

mesmas condi¢des de temperatura, umidade e alimentacao ad libidum.

O racional desta primeira etapa foi avaliar, em animais com sepse experimental
induzida, se houve um aumento expressivo no processo de transcricdo e nas
guantidades de RNA mensageiro para marcadores de dano cerebral e inflamacéo,
como S100A8 e S100A9, em diferentes regides cerebrais. Nessa primeira etapa
foram coletadas o cortex pré-frontal, o hipocampo, o cerebelo, pulmdes, o plasma,

co6lon ascendente e ileo terminal de todos os animais.

Ao quantificar a concentracdo de RNA mensageiro para a proteina S100A8
através de RT-gPCR no cértex pré-frontal, observamos uma diferenca
estatisticamente relevante entre os animais que foram submetidos a CLP em
comparacao com seus animais controle, que nao foram submetidos a cirurgia. O
mesmo ocorre entre 0s grupos submetidos a cirurgia, onde a quantidade de RNA
transcrito foi estatisticamente superior em animais expressando o peptideo CRAMP
(Figura 3).

Uma resposta semelhante pode ser observada no hipocampo e no cerebelo
desses animais, onde houve um aumento expressivo na transcricdo entre 0s grupos
controles e submetidos a CLP. Entretanto, ndo foi possivel constatar a mesma

diferenca estatistica entre os grupos com sepse (Figura 3 e 4).



Figura 3 - Analise da expressao génica de S100A8 no cortex pré-frontal
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Foi analisada a expresséo génica de S100A8 no cortex pré-frontal de camundongos C57BI/6 wild-type
(WT) e CRAMP-knockout (CRAMP KO) que néo foram submetidos a CLP (Ct) e camundongos C57BI/6
wild-type (WT) e CRAMP-knockout (CRAMP KO) 24h apds serem submetidos a sepse experimental
via CLP (CLP). Dados obtidos e quantificados via RT-gPCR. Os niveis de significancia foram
estabelecidos em p < 0.05.



Figura 4 - Analise da expressao génica de S100A8 no cerebelo
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Foi analisada a expressao génica de S100A8 no cerebelo de camundongos C57BI/6 wild-type (WT) e
CRAMP-knockout (CRAMP KO) que nao foram submetidos a CLP (Ct) e camundongos C57BI/6 wild-
type (WT) e CRAMP-knockout (CRAMP KO) 24h apés serem submetidos a sepse experimental via
CLP (CLP). Dados obtidos e quantificados via RT-gPCR. Os niveis de significancia foram estabelecidos
em p < 0.05.



Figura 5 - Analise da expressado génica de S100A8 no hipocampo
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Foi analisada a expressao génica de S100A8 no hipocampo de camundongos C57BI/6 wild-type (WT)
e CRAMP-knockout (CRAMP KO) que nao foram submetidos a CLP (Ct) e camundongos C57BI/6 wild-
type (WT) e CRAMP-knockout (CRAMP KO) 24h apés serem submetidos a sepse experimental via
CLP (CLP). Dados obtidos e quantificados via RT-gPCR. Os niveis de significancia foram estabelecidos
em p < 0.05.

Ao realizar a quantificacdo da concentracdo de RNA mensageiro para a proteina
S100A9 através do meétodo de RT-gPCR no cortex pré-frontal, observamos aumento
estatisticamente expressivo em sua transcricdo quando comparamos animais que
foram ao método de CLP aos seus controles, assim como foi observado para o RNA
mensageiro de S1008. Da mesma forma, a expressao génica em animais wild-type,
guando submetidos a CLP foi estatisticamente superior aos animais knockout para o
gene CRAMP (Figura 6).



No hipocampo destes mesmos animais, podemos observar um aumento
também expressivo da expressdo génica em animais submetidos a CLP quando
comparados com seus controles. Mas nao houve uma diferenca significa entre grupos
wild-type e CRAMP-knockout (Figura 7).

J& no cerebelo, quando avaliamos a expresséo génica de S100A9, observamos
uma resposta semelhante a que ocorreu no cortex pré-frontal. Houve um aumento
expressivo entre animais submetidos a CLP quando comparado com seus controles
diretos, porém, observamos também um aumento estatisticamente significativo em
animais expressando o gene CRAMP, sugerindo uma resposta inflamatoria mais
robusta (Figura 8).



Figura 6 - Analise da expresséo génica de S100A9 no cortex pré-frontal
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Foi analisada a expressédo génica de S100A9 no cértex pré-frontal de camundongos C57BI/6 wild-type
(WT) e CRAMP-knockout (CRAMP KO) que néo foram submetidos a CLP (Ct) e camundongos C57BI/6
wild-type (WT) e CRAMP-knockout (CRAMP KO) 24h apds serem submetidos a sepse experimental
via CLP (CLP). Dados obtidos e quantificados via RT-gPCR. Os niveis de significancia foram
estabelecidos em p < 0.05.



Figura 7 - Analise da expressao génica de S100A9 no hipocampo
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Foi analisada a expressao génica de S100A9 no hipocampo de camundongos C57BI/6 wild-type (WT)
e CRAMP-knockout (CRAMP KO) que nao foram submetidos a CLP (Ct) e camundongos C57BI/6 wild-
type (WT) e CRAMP-knockout (CRAMP KO) 24h apés serem submetidos a sepse experimental via
CLP (CLP). Dados obtidos e quantificados via RT-gPCR. Os niveis de significancia foram estabelecidos
em p < 0.05.



Figura 8 - Analise da expressao génica de S100A9 no cerebelo
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Foi analisada a expressao génica de S100A9 no cerebelo de camundongos C57BI/6 wild-type (WT) e
CRAMP-knockout (CRAMP KO) que néao foram submetidos a CLP (Ct) e camundongos C57BI/6 wild-
type (WT) e CRAMP-knockout (CRAMP KO) 24h apés serem submetidos a sepse experimental via
CLP (CLP). Dados obtidos e quantificados via RT-gPCR. Os niveis de significancia foram estabelecidos
em p < 0.05.



Para validar nossos resultados, o mesmo experimento foi realizado em outros
camundongos com a finalidade de quantificar as concentragbes destas proteinas no
cortex pré-frontal, hipocampo e cerebelo, também como explorar o impacto da sepse

na microbiota intestinal.

Inicialmente, o0 método de ELISA foi utilizado para quantificar a concentragdo da
proteina S100A8 no cértex pré-frontal, no hipocampo e no cerebelo. No cortex pré-
frontal, ndo foi possivel observar diferenca estatistica entre nenhum dos grupos
testados. E possivel verificar um aumento de sua concentracdo nos grupos que foram
submetidos a CLP em relacdo aos seus grupos controle, porém nao foi atingida uma
significancia necessaria. Fazendo uma comparacéao entre a mediana dos grupos que
foram submetidos a CLP, ndo houve mudancas significativas relacionadas a auséncia
de CRAMP (Figura 9).

Entretanto, no hipocampo destes mesmos animais, pudemos ver uma diferenca
clara no perfil inflamatério se comparado os grupos que foram submetidos a CLP em
relacdo aos seus grupos controle. Houve um aumento estatisticamente significativo
na concentracdo de S100A8, evidenciando um aumento da resposta inflamatoria.

Porém, ndo houve diferenca estatistica entre grupos submetidos a CLP (Figura 10).

No cerebelo destes animais, observamos um aumento expressivo na
concentracdo de S100A8 em animais wild-type quando submetidos a CLP, se
comparados ao seu grupo controle. A mesma resposta nao foi observada em animais
CRAMP-knockout, onde ndo houve aumento significativo apés a CLP. Houve um
aumento basal da resposta inflamatéria em animais CRAMP-knockout, se
comparados a animais wild-type, apesar de nao terem sido submetidos a nenhuma

cirurgia (Figura 11).



Figura 9 - Analise quantitativa de S100A8 no cortex pré-frontal.
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Foi avaliada a presenca e a concentragdo da proteina S100A8 no cértex pré-frontal de camundongos
C57Bl/6 wild-type (WT) e CRAMP-knockout (CRAMP KO) que néo foram submetidos a CLP (Ct) e
camundongos C57BI/6 wild-type (WT) e CRAMP-knockout (CRAMP KO) 24h ap6s serem submetidos
a sepse experimental via CLP (CLP). Dados obtidos e quantificados através do ensaio de ELISA. Os
niveis de significancia foram estabelecidos em p < 0.05.



Figura 10 - Andlise quantitativa de S100A8 no hipocampo
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Foi avaliada a presencga e a concentragdo da proteina S100A8 no hipocampo de camundongos C57BI/6
wild-type (WT) e CRAMP-knockout (CRAMP KO) que ndo foram submetidos a CLP (Ct) e
camundongos C57BI/6 wild-type (WT) e CRAMP-knockout (CRAMP KO) 24h ap06s serem submetidos
a sepse experimental via CLP (CLP). Dados obtidos e quantificados através do ensaio de ELISA. Os
niveis de significancia foram estabelecidos em p < 0.05.



Figura 11 - Andlise quantitativa de S100A8 no cerebelo
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Foi avaliada a presenca e a concentragcdo da proteina S100A8 no cértex pré-frontal de camundongos
C57BI/6 wild-type (WT) e CRAMP-knockout (CRAMP KO) que ndo foram submetidos a CLP (Ct) e
camundongos C57Bl/6 wild-type (WT) e CRAMP-knockout (CRAMP KO) 24h apo6s serem submetidos
a sepse experimental via CLP (CLP). Dados obtidos e quantificados através do ensaio de ELISA. Os
niveis de significancia foram estabelecidos em p < 0.05.



Ao utilizar o método de ELISA para quantificar a concentracdo da proteina
S100A9 no cortex pré-frontal, observamos um aumento estatisticamente significativo
guando camundongos wild-type foram submetidos a CLP, se comparados com seu
grupo controle. O mesmo nao observado em animais CRAMP-knockout. Se
compararmos 0s grupos controle de animais wild-type e CRAMP-knockout,
observamos novamente um aumento da concentracédo basal de S100A9 em animais
CRAMP-knockout (Figura 12).

N&o foi observada uma diferenca estatistica entre 0os grupos experimentais na
concentracdo de S100A9 no hipocampo dos camundongos (Figura 13). Entretanto,
no cerebelo dos camundongos, a inducdo de sepse via CLP em animais CRAMP-
knockout diminuiu a concentracdo de S100A9 quando comparado ao seu grupo
controle, evidenciando uma possivel resposta anti-inflamatoria. A mesma resposta foi
observada em animais CRAMP-knockout quando comparados ao grupo wild-type
quando também foi submetido a cirurgia (Figura 14).



Figura 12 - Andlise quantitativa de S100A9 no coértex pré-frontal
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Foi avaliada a presenca e a concentracdo da proteina S100A9 no cortex pré-frontal de camundongos
C57BI/6 wild-type (WT) e CRAMP-knockout (CRAMP KO) que ndo foram submetidos a CLP (Ct) e
camundongos C57BI/6 wild-type (WT) e CRAMP-knockout (CRAMP KO) 24h ap6s serem submetidos
a sepse experimental via CLP (CLP). Dados obtidos e quantificados através do ensaio de ELISA. Os

niveis de significancia foram estabelecidos em p < 0.05.



Figura 13 - Andlise quantitativa de S100A9 no hipocampo
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Foi avaliada a presenca e a concentracao da proteina S100A9 no hipocampo de camundongos C57BI/6
wild-type (WT) e CRAMP-knockout (CRAMP KO) que nao foram submetidos a CLP (Ct) camundongos
C57BI/6 wild-type (WT) e CRAMP-knockout (CRAMP KO) 24h apés serem submetidos a sepse
experimental via CLP (CLP). Dados obtidos e quantificados através do ensaio de ELISA. Os niveis de
significancia foram estabelecidos em p < 0.05.



Figura 14 - Andlise quantitativa de S100A9 no cerebelo

Cerebelo
700 — *
0.0141
*
0.0192
_ 600—
(@)]
£
|
g A
g 500 — I
o A
g v
o A A 4
N 400— ) 1
Ak A &
s
D
300 I I I I
Ct CLP Ct CLP
WT CRAMP KO

Foi avaliada a presenca e a concentracdo da proteina S100A9 no cerebelo de camundongos C57BI/6
wild-type (WT) e CRAMP-knockout (CRAMP KO) que ndo foram submetidos a CLP (Ct) e
camundongos C57BI/6 wild-type (WT) e CRAMP-knockout (CRAMP KO) 24h ap6s serem submetidos
a sepse experimental via CLP (CLP). Dados obtidos e quantificados através do ensaio de ELISA. Os
niveis de significancia foram estabelecidos em p < 0.05.



Analisando o perfil da microbiota intestinal, observamos um aumento
significativo de E. coli nas fezes de camundongos de ambos 0s grupos 24 horas ap6s
serem submetidos a CLP, se comparado aos seus controles diretos, 24 horas antes
da inducdo da sepse. Ap6s 24 horas da inducédo da sepse experimental, houve um
aumento estatisticamente superior da populagéo de E. coli em animais wild-type em
comparacdo a CRAMP-knockout (Figura 15).

Ja para Lactobacillus spp., observamos um aumento de sua populacdo em
animais wild-type 24 horas apés a CLP, o que nédo foi observado em animais CRAMP-
KO (Figura 16). Nao houve alteragao significativa em sua populagdo em animais
CRAMP-knockout antes e apds a sepse.

A populacado de Clostridium coccoides é estatisticamente superior em animais
wild-type saudaveis se comparada com animais CRAMP-knockout em condicdes
semelhantes. A realizagdo da CLP ocasionou a diminuicdo da sua populacdo em
animais wild-type, enquanto nédo houve diferenca significativa em animais CRAMP-
knockout (Figura 17).

Houve uma queda estatisticamente significante na populacdo de Enterococcus
faecium de animais wild-type apds a CLP, mas essa queda foi possivelmente induzida
pela presenca de um outlier 24 horas antes da cirurgia. Nao foi possivel observar

alteracdes em sua populacdo nos outros grupos experimentais (Figura 18).

A populacdo de Enterococcus faecalis é estatisticamente superior em animais
wild-type saudaveis se comparado a animais CRAMP-knockout e houve um aumento
expressivo de sua populacdo nestes mesmos animais apés a CLP. O mesmo

aumento nao foi observado apés a CLP em animais CRAMP-knockout (Figura 19).

Ja auséncia de CRAMP aparentemente favoreceu a populacdo de Bactérias
Filamentosas Segmentadas, mas a CLP aparentemente nédo interferiu em suas

populacdes (Figura 20).



Figura 15 - Andlise quantitativa da populacdo de Escherichia coli em material fecal
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Foi avaliada a presenca e a quantidade de Escherichia coli em material fecal de camundongos C57BI/6
wild-type (WT) e CRAMP-knockout (CRAMP KO) (Ct) 24h antes de terem sido submetidos a CLP e
24h apds serem submetidos a sepse experimental via CLP (CLP). Dados obtidos e quantificados
através do ensaio de ELISA. Os niveis de significaAncia foram estabelecidos em p < 0.05.



Figura 16 - Andlise quantitativa da populacao de Lactobacillus spp. em material fecal
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Foi avaliada a presen¢a e a quantidade de Lactobacillus spp. em material fecal de camundongos
C57BI/6 wild-type (WT) e CRAMP-knockout (CRAMP KO) (Ct) 24h antes de terem sido submetidos a
CLP e 24h ap6s serem submetidos a sepse experimental via CLP (CLP). Dados obtidos e quantificados
através do ensaio de ELISA. Os niveis de significaAncia foram estabelecidos em p < 0.05.



Figura 17 - Analise quantitativa da populagédo de Clostridium coccoides em material

fecal
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Foi avaliada a presenca e a quantidade de Clostridium coccoides em material fecal de camundongos
C57BI/6 wild-type (WT) e CRAMP-knockout (CRAMP KO) (Ct) 24h antes de terem sido submetidos a
CLP e 24h ap6s serem submetidos a sepse experimental via CLP (CLP). Dados obtidos e quantificados
através do ensaio de ELISA. Os niveis de significAncia foram estabelecidos em p < 0.05.



Figura 18 - Andlise quantitativa da populacdo de Enterococcus faecium em material

fecal
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Foi avaliada a presenca e a quantidade de Enterococcus faecium em material fecal de camundongos
C57BI/6 wild-type (WT) e CRAMP-knockout (CRAMP KO) (Ct) 24h antes de terem sido submetidos a
CLP e 24h ap6s serem submetidos a sepse experimental via CLP (CLP). Dados obtidos e quantificados
através do ensaio de ELISA. Os niveis de significAncia foram estabelecidos em p < 0.05.



Figura 19 - Analise quantitativa da populagédo de Enterococcus faecalis em material

fecal
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Foi avaliada a presenca e a quantidade de Enterococcus faecalis em material fecal de camundongos
C57BI/6 wild-type (WT) e CRAMP-knockout (CRAMP KO) (Ct) 24h antes de terem sido submetidos a
CLP e 24h ap6s serem submetidos a sepse experimental via CLP (CLP). Dados obtidos e quantificados
através do ensaio de ELISA. Os niveis de significAncia foram estabelecidos em p < 0.05.



Figura 20 - Andlise quantitativa da populagdo de Bactérias Filamentosas
Segmentadas em material fecal
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Foi avaliada a presenca e a quantidade de Bactérias Filamentosas Segmentadas em material fecal de
camundongos C57BI/6 wild-type (WT) e CRAMP-knockout (CRAMP KO) (Ct) 24h antes de terem sido
submetidos a CLP e 24h apds serem submetidos a sepse experimental via CLP (CLP). Dados obtidos
e quantificados através do ensaio de ELISA. Os niveis de significAncia foram estabelecidos em p <
0.05.






5 Discussao

Ao analisar a microbiota intestinal de animais CRAMP-knockout submetidos a
CLP, houve diminuicdo da populacdo de Escherichia coli se compararmos com o
mesmo grupo de individuos wild-type, ao considerarmos o periodo de 24 horas apés
a cirurgia. O aumento de bactérias do filo Proteobacteria € um fenbmeno descrito na
literatura a partir do inicio da sepse, que se da principalmente pelas espécies
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae, sendo E. coli a causa mais comum de
doencas intestinais e a principal responsavel em um quadro de disbiose (Conway e
Cohen, 2015; Katouli, 2010).

Este predominio ocorre através de alternancia, entre a diminuicdo da populacao
de bactérias que predominam em uma microbiota saudavel, como integrantes dos
grupos Bacteroidetes e Firmicutes e o aumento exacerbado de bactérias do filo
Proteobacteria (Ubeda C, Taur Y, Jenq RR, et al., 2010).

J& para Lactobacillus spp., houve uma diferenca expressiva em sua
guantificacdo se compararmos ambos os grupos submetidos a CLP. A auséncia de
CRAMP manteve o0s niveis populacionais préximos aos observados em animais que
nao sofreram intervencdo. Em camundongos wild-type, houve um aumento dessa
populacdo apés a cirurgia, porém sem significancia estatistica. Como evidenciou
Kullar et al, 2023, Lactobacillus podem atuar eventualmente como patégenos
oportunistas em algumas doencas sérias como endocardite, abscessos dentais e no
figado ou infeccBes de protese no joelho, provocando uma bacteremia e sepse
(Kulkarni e Khoury, 2014). A auséncia de CRAMP ou o aumento concomitante de
outros grupos bacterianos parecem inibir o crescimento de Lactobacillus spp no inicio

da sepse.

Houve uma diminui¢do na populagéo de Clostridium coccoides em animais wild-
type submetidos a CLP, porém a niveis semelhante aos observados em animais
CRAMP-knockout. A sepse experimental em animais CRAMP-knockout ndo resultou
em um decréscimo dessa populacdo comparado aos niveis pré-intervencao,

permanecendo estavel.



Nao observamos diferencga significativa em Enterococcus faecium e Bactérias
Filamentosas Segmentadas quando comparamos os grupos wild-type e CRAMP-
knockout submetidos a CLP, 24 horas apés o procedimento. A populacdo de
Enterococcus faecalis aumentou significativamente apds a CLP em animais wild-type,

0 que néo foi observado em camundongos CRAMP-knockout.

Em resumo, a sepse induzida via CLP em animais wild-type favoreceu a
proliferacdo de algumas espécies bacterianas, como Escherichia coli e Enterococcus
faecalis apos 24 horas, como um leve aumento em Lactobacillus spp. Ja a auséncia
de CRAMP néo resultou no aumento de outras populacdes bacterianas além de E.
coli 24 horas apés a CLP, aparentemente retardando a progresséo desses individuos

no intestino de camundongos com sepse.

Em um estudo realizado previamente em nosso laboratdrio que avaliou a
microbiota intestinal desses animais 8h apds a CLP, mostrou que a proliferacéo de E.
coli se inicia nos estagios iniciais da sepse em ambos os camundongos, wild-type e
CRAMP-knockout (Almeida, 2018), porém o atraso na progressao desta populacao
pode ser evidenciado apds 24 horas em animais CRAMP-knockout. Durante o periodo
de 8 horas apdés a CLP néo foi possivel verificar significAncia estatistica entre os
grupos. Nesse contexto, a auséncia do gene CRAMP parece induzir um efeito
controlador da microbiota intestinal, retardando a proliferacdo de Escherichia coli e
mantendo a populacdo de Enterococcus faecalis muito proxima ao observado em

animais que nao foram submetidos a cirurgia.

Severino et al., 2017, demonstrou um aumento da infiltracdo de neutrofilos na
cavidade peritoneal de camundongos CRAMP-knockout 24 horas apds a CLP,
guando comparados com animais wild-type. A porcentagem de células viaveis
também era superior em animais CRAMP-knockout, com taxa de células apoptéticas

consideravelmente inferior quando comparadas aos camundongos wild-type.

Neste mesmo estudo, foi demonstrado que, apés 8h do inicio da sepse, houve
uma resposta imunoldgica inata mais robusta em animais CRAMP-knockout. Houve
um aumento dos niveis plasmaticos de IL-13, IL-6 e MCP-1, mas n&o houve diferenca
em TNF- a e IL-10. Dessa forma, podemos inferir que houve uma resposta
inflamatoéria compensatoria, aumentando o perfil pro-inflamatério através de outras

vias. Estes animais CRAMP-knockout tiveram uma sobrevida superior aos animais



wild-type. Esta pode ser a principal razdo de observamos uma diminuicdo na
proporcdo de E. coli, Lactobacillus spp. e Enterococcus faecalis na microbiota de
camundongos CRAMP-knockout 24 horas apés a CLP, através do aumento no
recrutamento de mondcitos e neutrofilos para o foco principal da inflamacéao (Singer
et al., 2018).

CRAMP possui um amplo papel na sinalizagdo de diversos processos imunes.
A ativacdo de NF-kB induz a producédo intracelular e a liberacdo extracelular do
peptideo CRAMP, que é fundamental por desencadear a degradacao de bactérias
fagocitadas via autofagia (Chen et al., 2021). Alguns produtos celulares bacterianos,
como lipopolissacarideos e peptidoglicanos induzem a producédo e liberacdo de
CRAMP através da ativacéo da via de sinalizacdo mediada por TLR4 (Li et al., 2009)
Outra via possivel de ativacdo de CRAMP é pelo resultado da degradacdo de
bactérias fagocitadas, acarretando a liberacdo de DNA bacteriano no meio
extracelular e consequentemente a ativacdo de TLR9, através da fosforilagcdo de ERK
(Koon et al., 2011).

Para compreender quais genes poderiam estar sendo expressos na auséncia
de CRAMP, em um contexto de sepse, Severino et al., 2017 demonstrou, através da
analise global de genes expressos, que houve uma regulacdo aumentada de genes

relacionados a quimiotaxia e migracao de leucocitos, entre eles S100A8 e S100A9.

Os resultados obtidos através da andlise de expressdo génica em animais wild-
type submetidos a CLP, evidenciou um aumento significativo da presenca de RNAmM
para as proteinas S100A8 e S100A9 no cértex pré-frontal, no hipocampo e no

cerebelo, se comparados ao seu controle, que néo sofreu intervencao cirargica.

Entretanto, ap6s 24 horas do inicio da sepse, observamos que houve uma
diferenca no perfil de expressao génica, com a diminuigdo da expressédo de S100A8
e S100A9 em animais CRAMP-knockout quando comparada com animais wild-type.

Evidenciando uma possivel diminuicdo da neuro inflamacgé&o.

Através do teste de ELISA, verificamos que o perfil de expressédo génica apos
24 horas da realizacdo do modelo de CLP, ndo resultou na traducédo dessas proteinas
em algumas regides cerebrais. S100A8, por exemplo, ndo demonstrou diferenca
estatistica entre os grupos quando observamos o cortex pré-frontal. No hipocampo,

verificamos um aumento da leséo tecidual em ambos os grupos submetidos a CLP,



mas sem diferenca estatistica entre animais wild-type e CRAMP-knockout. E o
cerebelo de animais wild-type, do grupo controle, possui uma quantidade

estatisticamente inferior de S100A8 se comparado aos outros grupos estudados.

Para S100A9, os animais submetidos a CLP apresentaram perfis pro-
inflamatérios semelhantes, apesar de apenas 0 grupo 0s animais wild-type
apresentarem maior lesdo tecidual se comparados ao seu controle. Nao houve
diferenca estatistica entre o pré- e pés-operatério de animais CRAMP-knockout. N&o
houve leséo tecidual significativa no hipocampo dos animais testados nos quatro
grupos. A auséncia do gene CRAMP favoreceu um possivel perfil anti-inflamatério no
cerebelo dos camundongos.

Um outro trabalho realizado paralelamente em nosso laboratério demonstrou um
aumento significativo de IL- 1B, IL-10 e TNF-a no plasma, apés 24 horas desses
animais serem submetidos a CLP, sem alterac&o significativa entre os grupos wild-
type e CRAMP-knockout. Porém, para a IL-6 e MCP-1, foi observada uma resposta
mais intensa em animais wild-type do que em animais CRAMP-knockout (Flores,
2022). Desta maneira, houve uma alteracdo do perfil da resposta imunolégica entre
0s grupos testados, mostrando que a resposta pro-inflamatoria foi mais proeminente
em animais CRAMP-knockout 8 horas apds a cirurgia de CLP, porém, mais

importante em animais wild-type apés 24 horas do inicio da sepse.

Esses resultados evidenciam que a auséncia do gene CRAMP desencadeia
uma resposta pro-inflamatéria mais importante no inicio da sepse, controlando a
infeccdo de uma maneira mais eficiente e proporcionando uma sobrevida maior aos
animais CRAMP-knockout.

Desta forma, nédo foi possivel observar de que maneira CRAMP pode estar
protegendo os animais de possiveis danos cerebrais no curso inicial da doenca e
garantindo um melhor desfecho, sem sequelas neurolégicas. Novos estudos sao
necessarios para compreender esse cenario considerando variaveis como tempo do
curso da doencga, comparagdo entre animais jovens e idosos, como também outros
possiveis marcadores moleculares que estejam diretamente implicados em dano ao
sistema nervoso central. A auséncia de CRAMP foi capaz de influenciar diretamente

no curso da resposta imunolégica inata, induzindo uma resposta mais robusta, e



controlando de maneira mais eficaz a microbiota intestinal, retardando o processo de

dishiose.






6 Conclusoes

A realizagdo da cirurgia para sepse experimental em camundongos wild-type
resultou em um aumento significativo da populagdo de Escherichia coli e
Enterococcus faecalis e uma leve elevacéo para Lactobacillus spp. apds 24 horas. Ja
a deficiencia em CRAMP resultou no retardo da progressao de Escherichia coli e um
melhor controle de outras populacdes bacterianas, mantendo-as em niveis

semelhantes aos observados pelo grupo controle.

Apesar de S100A8 e S100A9 possuirem um aumento estatisticamente relevante
em sua expressao génica em animais wild-type quando comparados a animais
CRAMP-knockout apos a CLP, o mesmo resultado n&o refletiu na traducdo e na
concentracao final destas proteinas. Resultado este que pode ter sido influenciado
pelo tempo de avaliacdo da resposta imunoldgica escolhido, 24 horas, ou a utilizacao
de animais jovens. Novos ensaios com janelas de tempo diferentes e utilizacdo de
animais com idade mais avancada podem ajudar a elucidar o papel de CRAMP em

um contexto de sepse.

Desta forma, ndo foi possivel avaliar qual o impacto de CRAMP no sistema
nervoso central 24 horas apos o inicio da sepse e qual sua influéncia direta no

desfecho destes animais.
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7 Anexos

Anexo A — Certificado de aprovacdo do CEUA/FMUSP para a utilizac&o de
animais ao projeto 1288/2019

- U Ll il Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo
MEDICINA Avenida Dr. Amaldo, 455
— Pacaembu — S0 Paulo - SP
[LISY]

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que a proposta intitulada “Investigacio do eixo
cérebro-intestinal em ecamundongos CRAMP knockout submetidos a
modelo experimental de sepse” registrada com o n® 1288/2019, sob a
responsabilidade de Fabiano Pinheiro da Silva e Ewerton Vinicius Maecarini
Bruzaferro, apresentada pelo Departamento de Clinica Médica - que envolve a
produgio, manutengio efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008,
do Decreto n°® 6.8gg, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacio Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Faculdade
de Medicina da USP em 18.04.2019

Finalidade ( ) Ensino (x) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizacio Inicio: 01-05-2010 Término: 01-03-2023
Espécie/linhagem/raca CAMUNDONGO
IN? de animais 30 C57Bl/é e 30 camundongos CRAMP/KO
Peso/Idade 7 Semanas
Sexo machos
Origem Bioterio FMUSP

A CEUA FMUSP solicita que ao final da pesquisa seja enviado Relatorio com todas
as atividades.

CEUA-FMUSP, 18 de Abril de 2019

Dr. Eduarde Pompeu
Coordenador
Comissio de Etica no Uso de Animais

Comiss3o de Etica no Uso de Animais da FMUSP
e-mail: ceua@im.usp.br
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Anexo B — Certificado de aprovacdo do CEUA/FMUSP para a inclusdo de animais

ao projeto 1288/2019

MEDICINA

(LISYT2
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

A CEUA da Faculdade de Medicina da Universidade de Sio
Paulo, em 17/0g/2020, APROVOU o documento abaixo mencionado para o
protocolo de pesquisa n® 1288/2019 intitulado “Investigacio do eixo
cérebro-intestinal em eamundongos CRAMP knockout submetidos a
modelo experimental de sepse” apresentado pelo Departamento de Clinica
Médica.

* Inclusio de 20 camundongos C57BI/6, machos, com 7 semanas
+ Inclusio de 20 camundongos CRAMP knockout, machos com 7

semanas.

Pasquisador Responsavel: Fabiano Pinheiro da Silva

CEUA-FMUSP, 17 de setembro de 2020

Dr. Eduardo Pompeu
Coordenador
Comissdo de Etica no Uso de Animais

Comiss3o de Etica no Uso de Animais da FMUSP
e-mail: ceua@fm usp br
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