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Resumo

Sepse € a resposta inflamatéria sistémica do hospedeiro a infec¢cdo, que pode ser
desencadeada por bactérias, virus ou fungos. H4 aumento da producdo de mediadores
inflamatérios como citocinas, quimiocinas espécies reativas de oxigénio e do recrutamento de
neutréfilos. A administrag@o de solugdo salina hipertdnica 7,5% (SH) acarreta na modulagdo da
resposta inflamatéria e hemodindmica culminando na redugdo da morbidade e mortalidade em
modelos de pancreatite e choque hemorragico. No presente trabalho, estudamos os efeitos da
SH na sepse, induzida por ligadura e perfuracéo cecal (CLP) em camundongos Balb/C, divididos
em 3 grupos: CLP sem nenhum tratamento (CLP); CLP tratado com solucdo salina isotbnica
0,9% (SS) e CLP tratado com SH 7,5% (SH); um quarto grupo foi utilizado como controle, no
qual ndo foi induzido sepse ou administrado tratamento (C); ambos os tratamentos foram
aplicados 30 min. apds CLP. Lavado peritoneal, intestino e pulméo foram coletados apés 6h, 12h
e 24h para a analise de citocinas (TNF-a, IL-6 e IL-10), producdo de oxido nitrico, peroxidagcao
lipidica, infiltracdo de neutrdfilos, moléculas de adesdo (ICAM-1 e VCAM-1) e quimiocinas
(CXCL-1). O grupo SH mostrou aumento de sobrevida (60%) em comparacdo aos grupos SS
(46,6%) e CLP (33,3%) apds 168h. SS apresentou aumento na producéo de TNF-a (27,3 + 3,05
pg/ml) em 12h comparado ao grupo CLP (14,07 + 1,68 pg/ml) e SH (19,66+3,19pg/ml); O efeito
da SH na concentracdo de TNF permanece até 24h (6,2 £+ 3,5 pg/ml vs. CLP 73,40+ 49,52
pg/ml); a producédo de IL-10 em 24h aumentaram nos grupos CLP (CLP - 3,12 + 0,46 pg/ml) e SS
(2,9 £ 0,9 pg/ml) em relagdo ao grupo SH (0,59 * 0,34 pg/ml). Em 24h a producédo de nitrito
mostrou-se reduzida no grupo SH (6,77 + 0,82 pg/ml) comparado com SS (10,65 + 1,08 pg/ml),
no pulmao. No intestino, a producéo de nitrito, em 6h, diminuiu no grupo SH (1,27 + 0,19 pg/ml)
comparado com CLP (2,44 + 0,51 pg/ml). No grupo SH houve reduc¢éo do infiltrado de neutréfilos
no pulmdo em 24h, através da reducdo de moléculas de adesdo e concentragdo de
mieloperoxidase, em comparacdo com CLP (29,4 + 5,7 ng/mg ; 3,02 + 0,41 mU/mg). Nossos
resultados indicam que SH modula a resposta inflamatéria, além de melhorar a sobrevida de

animais submetidos a sepse experimental.

Descritores: sepse, solugdo salina hipertdnica, mediadores inflamatorios, infiltracao de

neutrdfilos, estresse oxidativo.



Summary

Sepsis is a systemic inflammatory response to infection triggered by bacteria, virus and
fungi. There is a rise in inflammatory mediators as citokynes, chemokynes, reactive oxygen
species and neutrophil recruitment (1). The hypertonic saline solution (SH) has been showed
to improve hemodynamic and inflammatory response. We studied the hypertonic solution
effects in sepsis through cecal ligation and puncture (CLP) in mice Balb-C, divided in 3
groups: CLP without treatment (CLP); CLP treated with isotonic saline solution 0,9% -
34mg/Kg (SS); CLP treated with hypertonic saline solution 7,5% - 4ml/Kg (SH); and a 4"
group indicating the basal values without both CLP and treatment (C); both treatments were
administrated 30 min after CLP. The lung, gut and peritoneal fluid were collected after 6h,
12h and 24h to analyze cytokines levels, oxide nitric, lipid peroxidation and neutrophil
infiltration. The SH group showed higher survival rats (60%) when compared to SS (46,6%)
and CLP (33,3%) after 168h (7 days). TNF-a level in the SS group (27,3 = 3,05 pg/ml) was
increased at 12h when compared to CLP (14,07 £ 1,68 pg/ml) and SH (19,66+3,19pg/ml);
and at 24h the SH (6,2 £ 3,5 pg/ml) decreased its level when compared to CLP (73,40%
49,52 pg/ml); IL-10 level at 24h was increased in CLP (CLP - 3,12 + 0,46 pg/ml) and SS (2,9
+ 0,9 pg/ml) in relation to SH (0,59 + 0,34 pg/ml). In 24h, the quantification of nitrite
decreased in SH (6,77 £ 0,82 pg/ml) compared with SS (10,65 = 1,08 pg/ml) in lung. In
intestine, nitrite levels diminished in SH (1,27 = 0,19 pg/ml) in relation to CLP (2,44 + 0,51
pg/ml) in 6h. SH group reduced the neutrophil infiltration in lung, through adhesion molecule
and myeloperoxidase at 24h (ng/mg;1,49 + 0,24 mU/mg) in relation to CLP(29,4 + 5,7 ng/mg
; 3,02 + 0,41 mU/mg). Our results suggest that the volume replacement of both treatments
modulate pro and anti-inflammatory mediators of an inflammatory response to infection, but

hypertonic solution presented a more effective effect.

Descriptors: sepsis, hypertonic saline solution, inflammatory mediators, neutrophil

infiltration, oxidative stress.



1 INTRODUCAO

1.1 Sepse

A palavra sepse, deriva do grego “‘onwi’ (sepo) e se refere a
decomposicdo de animais, vegetais ou matéria organica, na presenca de
bactérias [1]. De Hippocrates e Galen a Lister, Flemming e Semmelweiss,
foram descritas as primeiras teorias sobre a etiologia (patdgenos

microbiotas), patogénese (toxina e mediadores), e tratamento de sepse [2].

Hippocrates, cerca de 400 anos a.C, descrevia sepse como um
declinio bioloégico perigoso que poderia ocorrer no organismo [2].
Caracterizada como um processo de colapso tecidual anormal que resultava
da formacdo de pus com odor putrefato, e ocasionalmente, morte tecidual
[3]. Galen, 1500 anos depois, foi o primeiro a descrever que feridas
cicatrizavam como consequéncia do controle da infeccéo. Ele defendia que a

formacao de pus era crucial para cura de danos teciduais [2].

As primeiras teorias sobre doencas infecciosas, expostas por
Hippocrates e Galen, se mantiveram incontestaveis por muitos anos, até que
Lister, Koch e Pasteur, no inicio do século XIX, avancaram com as
pesquisas. Seus estudos resultaram na mudanca do paradigma para o modo

como conhecemos hoje. Baseado nesses trabalhos, cientistas comecgaram a



desvendar os mistérios moleculares da sepse, 0 que permite um

aperfeicoamento no entendimento sobre a fisiopatologia da doenca [2].

Em 1991, apdés uma conferéncia organizada pela ACCP/SCCM
(American College of Chest Physicians/ Society of Critical Care Medicine),
sepse ficou definida como uma sindrome clinica, resultante da resposta
inflamatoria do hospedeiro a infeccao [4]. A resposta inicial, apropriada, se
torna amplificada envolvendo componentes da resposta humoral e celular
[5]. Considera-se sepse grave um quadro de sepse acompanhada por uma
disfuncédo organica e anormalidades de perfusdo, como acidose lactica e
alteracdes do nivel de consciéncia, podendo também estar acompanhada
por hipotenséo (pressao sistélica < 90 mmHg ou reducédo de 40 mmHg dos
valores basais), responsiva a hidratacéo vigorosa. Quando o choque séptico
se instala, caracterizado como sepse com hipotensdo irresponsiva a
hidratacdo vigorosa e disfuncéo de 6rgéos [6], frequentemente ocorre uma
evolucdo para sindrome da faléncia multipla de 6rgaos (MODS) [7]. MODS é
caracterizada pela presenca de disfuncao ou alteracdo da funcéo de 6rgaos,
no qual a homeostasia ndo pode ser mantida sem intervencéao [4], levando o

pacientes ao 6bito.

Dados da literatura mundial apontam que sepse esti associada a
alta taxa de mortalidade, sendo na sepse de 10% a 36%, na sepse grave de
18% a 52% e no choque séptico de 46% a 82% [8]. No Brasil, dados do
estudo BASES (Brazilian Sepsis Epidemological Study) mostram que sepse
apresenta aproximadamente 34% de mortalidade, sepse grave 47% e

choque séptico 52%. Essa doenga também esta associada a altos custos



nos setores privado e publico, pois envolvem a utilizacdo de equipamentos
sofisticados e medicamentos caros. Outro fator importante € o intenso
trabalho multiprofissional de enfermeiros, fisioterapeutas, farmacéuticos e
médicos [6, 9].

A maior causa de infeccdo na sepse é por bactérias Gram positivas
e Gram negativas, mas a resposta inflamatéria do hospedeiro também pode
ser desencadeada por fungos e virus [10]. Sessenta por cento dos casos
ocorre pela invasao de bactérias Gram negativas e quarenta por cento sao
decorrentes de bactérias Gram positivas [11, 12]. Os sitios de infec¢cdo mais
comuns sdo os pulmdes, cavidades abdominais, trato urinario e infeccdes

primarias na corrente sanguinea [5].

Quando as bactérias entram em contato com o hospedeiro, as
células do sistema imunolégico reconhecem os diferentes componentes
bacterianos. [8]. Tais componentes ou moléculas derivadas de micro-
organismos que podem ativar o sistema imune sdo chamadas de padrdes
moleculares associados a patégeno (PAMPs). Os PAMPs sé&o reconhecidos
por receptores de reconhecimento de padrdo, desencadeando a cascata
inflamatéria [13]. Os receptores da familia Toll like receptors (TLR) séo
receptores de reconhecimento de padrdo, responsaveis por se ligar a
componentes bacterianos, virais, e fungicos. Ha cerca de 10 receptores da
familia TLRs envolvidos no reconhecimento de PAMPs [14]. TLR-1,2,45e
6 sdo expressos na superficie celular e se ligam a produtos como &cido
lipoteicoico (LTA) e peptidioglicano (TLR-2 e TLR-6) [15, 16], LPS (TLR-4)

[17] e flagelina (TLR-5). Por outro lado, os receptores TLR-3, 7, 8 e 9 séo



localizados em compartimentos intracelulares e identificam DNA de dupla-
hélice viral (TLR-3), RNA monofilamentar viral (TLR-7 e TLR-8) e sequencia

ndo metilada de DNA de bactérias e virus (TLR-9) [6, 18].

InfeccBes por bactérias Gram positivas envolvem o reconhecimento
de componentes da parede celular, como LTA e peptideoglicanos [15, 16].
Estas moléculas se ligam ao TLR2 [17], ativando a transducé&o de sinal, que
culmina na liberacdo de mediadores inflamatorios [8]. Outra caracteristica
importante para desencadear sepse por organismos Gram positivos € a
liberacdo de potentes exotoxinas, como: alfa toxina produzida por
Staphylococcus aureus, a enterotoxina B produzida por Staphilococcus [6] e

0 pirogénio liberado pelo streptococcus pyogenes [5].

O componente bacteriano mais bem estudado €é o
Lipopolissacarideo (LPS), uma endotoxina encontrada na parede de
bactérias Gram negativas [8]. O processo inicia-se com a ligacdo do LPS a
proteina ligadora de LPS (LBP), que atua como catalisadora da ligacdo entre
0 LPS e 0 CD14. O CD14 reconhece o complexo LPS-LBP, o apresentando
ao TLR4 [5]. O TLR4 é um receptor transmembrana, presente nas células —
alvo, associado a uma molécula acesséria, a MD-2, que possibilita maior
sensibilidade ao LPS [6].

Apos ligacdo do LPS/LBP ao CD14 e ao TLR4/MD-2, ha ativacao da
cascata de sinalizacdo intracelular. Esta cascata culmina na liberacdo do
fator de transcricao nuclear kB (NF-kB). O NF-kB se localiza no citoplasma,
no estado inativo, ligado a um inibidor de proteina kB (IxB). Quando ativada

a cascata de sinalizagdo, proteinas quinases estimulam a fosforilagdo do



IxB, liberando o NF-xB, que migra para o nucleo estimulando a transcri¢éo
génica de diversos mediadores inflamatorios [19]. Esta ativacdo pode ser
estimulada por LPS, citocinas e/ou espécies reativas derivadas de oxigénio
(ERO) [20, 21]. O NF-xB € um fator chave para transcricdo génica na
resposta inflamatoria e consequentemente na patogenicidade da sepse [22-
24].

Na resposta imune ha duas fases distintas que se sobrepdem
durante a sepse: a sindrome da resposta inflamatoéria sistémica (SIRS) e a
sindrome da resposta anti-inflamatoria compensatoria (CARS). SIRS é
caracterizada pela liberacdo de mediadores pro-inflamatorios, incluindo
algumas citocinas, como fator de necrose tumoral a (TNF-a), interleucina (IL)
18, quimiocinas, leucotrienos, moléculas de adesdo, ERO e 6xido nitrico
(NO). Esses mediadores produzem as seguintes alteracfes clinicas:
vasodilatacao periférica, depressdo miocardica, diminuicdo do volume
intravascular, aumento do metabolismo [25], febre, taquicardia, taquipnéia e
leucocitose [26]. Esta fase inicial da sepse € contra-regulada pela CARS, na
qual ha liberacdo de citocinas anti-inflamatérias, como IL-10, IL- 4 e fator de
crescimento transformador B (TGF-B) [27], que podem levar a
imunodepresséo, deixando o hospedeiro suscetivel a uma segunda infeccao
[28].

Uma caracteristica importante que ocorre durante a sepse é a
complexidade em manter um equilibrio na resposta inflamatoria, que varia da
resposta adequada a excessiva [5]. A reducdo do recrutamento de

neutrofilos na sepse grave € um dos fatores que contribuem para resposta



do hospedeiro exacerbada. Os neutrofilos sdo um componente importante
na resposta imune inata durante a doenca, liberando citocinas, quimiocinas e
leucotrienos; fagocitando micro-organismos e contribuindo diretamente na

morte do organismo invasor [29].

1.2 Recrutamento de neutréfilos na resposta inflamatoria

Neutréfilos sdo os principais leucocitos recrutados para o sitio de
infeccdo. Essas células apresentam a maquinaria para eliminacdo de
bactérias, devido a sua capacidade fagocitaria [30], liberacdo de ERO e de
espécies reativas de nitrogénio (ERN), além de proteinas com atividade

proteoliticas e microbicidas, estocadas nos granulos [6].

Neutrofilos se originam a partir de células mieloides multipotentes,
que se diferenciardo em mondcitos e neutréfilos [31]. Quando maduras estas
células sdo liberadas na corrente sanguinea. Por dia cerca de 5X10'° —
10X10*° neutréfilos sdo formados na medula 6ssea, na qual passam a maior
parte da vida [32]. Entretanto sob condic¢des fisiol6gicas, cerca de 2% dos
neutroéfilos sdo encontrados na corrente sanguinea, na qual circulam durante
aproximadamente 6h. ApGs este periodo estas células entram em apoptose
e sao retiradas pelo figado, baco e medula 6ssea [29]. Durante reacdes
inflamatoérias, como na fase inicial da sepse, neutréfilos sdo mobilizados
rapidamente da medula éssea para corrente sanguinea. Essa mobilizac&o
permite 0 aumento do numero dessas células disponiveis para o
recrutamento [33]. A migracédo de neutréfilos do compartimento intravascular

para o extravascular ocorre predominantemente nas vénulas pos-capilares.



Esse mecanismo é mediado por uma combinagdo de processos mecanico,

quimico e molecular, ligados por uma sequéncia temporal [34].

Quatro fases distintas da migracdo dos neutréfilos sdo descritas:
mobilizacdo, marginacdo e rolamento, aderéncia e transmigracdo do vaso
para o tecido inflamado ou infectado [29]. O passo inicial para migracdo dos
neutrofilos € a mobilizacdo dos neutrofilos da medula dssea para a corrente
sanguinea [32]. A marginacdo leucocitaria € o préximo passo para O
recrutamento e consiste na mobilizacdo dos neutréfilos do centro dos vasos
para periferia. Este evento permite interacdo molecular entre a superficie
celular do neutréfilo com as células endoteliais, resultando no rolamento do
neutréfilo pela superficie das vénulas poés-capilares. O rolamento é
dependente de forcas moleculares e fisicas, sendo mediadas por selectinas

e seus ligantes [35].

As selectinas sdo moléculas de adesédo de superficie, da familia das
glicoproteinas que incluem E-selectina (expressa em células endoteliais), P-
selectina (expressa em plaquetas e células endoteliais) e L-selectina
(expressa na membrana de neutrdfilos, mondcitos e linfocitos) [35]. As
selectinas controlam o movimento de rolamento dos leucécitos ao longo da

parede do vaso [36].
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O rolamento de neutréfilos é um pré-requisito para adesdo nos
vasos sanguineos, mas a ligacdo dependente de selectina ndo possibilita
uma adesao firme. Desta forma, o processo evolui para uma terceira fase da

migracdo dos neutrofilos, que consiste na forte aderéncia dos mesmos com



as células endoteliais [36]. Esta fase requer a ativagdo de moléculas de

adesdo da familia das integrinas [33].

As integrinas sdo proteinas heterodiméricas de superficie celular,
compostas de 2 cadeias polipeptidicas ligadas ndo covalentemente, as
subunidades a e B, que compde as subfamilias de moléculas de adeséo
[18]. A subfamilia B, — integrina, ou CD11-CD18, abrange as moléculas
lymphocyte function — associated antigen-1 (LFA-1) ou CD11a-CD18 e
macrophage — antigen-1 (Mac-1) ou CD11b-CD18 [6] moléculas presentes

nos neutrdfilos, participando da adesdo ao endotélio [33].

As integrinas se ligam aos membros da familia das imunoglobulinas
presentes em membranas de células endoteliais, como a molécula de
adeséo intercelular 1 (ICAM-1) e 2 (ICAM-2) e a molécula de adeséo
vascular 1 (VCAM-1) [37]. ICAM-1 é expressa constitutivamente na
membrana de células endoteliais, entretanto sua expressdo aumenta
significativamente apo6s ativacdo do endotélio por citocinas (TNF-a e IL-1)
liberadas durante o processo inflamatério [35]. Essa molécula se liga a
CD11a/CD18 e CD11b/CD18. ICAM-2 nao é regulada por citocinas, e sua
expressao é constitutiva na membrana de células endoteliais. ICAM-2 se liga
a CD11a/CD18, entretanto com menor afinidade que ICAM-1 [38]. A VCAM-
1 liga-se a molécula a48;, mediando a infiltracdo de mondcitos, eosindfilos e
linfocitos [6].

A (Ultima fase decorrente do recrutamento de neutrofilos € a de
transmigracdo, que envolve a passagem destas células através das juncdes

entre as ceélulas endoteliais (tight junctions) para o tecido infectado ou



lesionado. Este processo é dependente das concentracfes de componentes
bacterianos, leucotrieno B, e quimiocinas [27, 33]. Estudos mostraram que
neutrofilos participam diretamente ou indiretamente da produgdo de

quimiocinas, regulando a resposta imune [39].

As quimiocinas pertencem a uma familia de pequenas proteinas,
divididas em trés grupos conforme a posicédo dos residuos de cisteina: CC,
CXC e CX3C. Sédo produzidas por macrofagos, células endoteliais e
epiteliais, e exercem uma fungéo importante no recrutamento de leucdcitos.
A liberacdo destas quimiocinas € estimulada por uma série de fatores,
notavelmente mediadores pro-inflamatérios e componentes bacterianos

como LPS [38].

CXCLS8 (ou IL-8) foi a primeira quimiocina identificada, descoberta
em 1988 e est4 relacionada principalmente com recrutamento de neutroéfilos
[40]. Camundongos ndo possuem CXCL-8, mas outras duas quimiocinas
homoélogas foram descritas: a CXCL-1 e CXCL-2, ambas participam da

infiltrac@o de neutrdfilos [39].

As quimiocinas participam de todas as fases no recrutamento de
neutréfilos, desde a liberacdo destes da medula 6ssea para a corrente
sanguinea até a transmigracdo dos neutrofilos para o tecido inflamado ou
infectado. Na primeira etapa, a regulacdo é feita antagonistamente pelo
receptor de quimiocinas CXC (CXCR) 2 e CXCR4, ambos expressos em
neutréfilos. CXCR4 retém estas células na medula 6ssea, enquanto que
CXCR2 facilita sua saida. Os ligantes do receptor CXCR4 sédo produzidos

por osteoblastos, caso do fator derivado de células estromais (do inglés
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“stromal cell derived factor” -SDF)-1 ou quimiocina CXCL12). Os ligantes do
CXCR2, as quimiocinas CXCL1 e CXCL2 sédo produzidos por células
endoteliais. Durante a fase aguda da inflamacdo a mobilizacdo dos
neutrofilos da medula 6ssea € orquestrada pelo fator estimulador de colénia
de granuldcitos (do inglés “granulocyte colony-stimulating factor” (G-CSF)).
G-CSF mobiliza os neutrofilos indiretamente, mudando o equilibrio entre
SDF-1 e os ligantes do CXCR2 na medula 6ssea. Esta molécula promove
este processo reduzindo o numero absoluto de osteoblastos, a maior fonte
celular de SDF-1, enquanto que simultaneamente aumenta CXCL-1 e CXCL-

2 e reduz SDF-1 nas células endoteliais da medula 6ssea [32].

Enquanto os neutrofilos rolam pelo endotélio sdo ativados por
guimiocinas, que sao ligadas ao endotélio via glicoaminoglicanos. Ativacao
de neutréfilos por estas moléculas aumenta a afinidade das integrinas por
seus ligantes correspondentes, e subsequentemente uma firme adesao ao
endotélio. Apds a forte adesdo os neutrofilos iniciam a transmigracédo. A
contribuicdo de CXCL-1 e CXCL-2 na transmigracdo dos neutrdfilos néo
estdo limitadas apenas na ativacdo direta dos neutréfilos na superficie das

células endoteliais, mas também nas préprias células endoteliais [32].

1.3 Perfil de citocinas na sepse

As citocinas sao proteinas de baixo peso molecular, cruciais para a
resposta imune. Em seres humanos saudaveis, as citocinas sao produzidas

constitutivamente em concentragdes reduzidas, tendo funcdo enddcrina,
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paracrina e autocrina [41]. A meia vida das citocinas circulantes, que néo

estdo ligadas a receptores, pode variar de 5 minutos a algumas horas [7].

Quando o organismo esta envolvido em aspectos patoldgicos,
citocinas induzem SIRS e consequentemente MODS. De fato a sepse grave
€ marcada por uma expressao elevada de citocinas pro-inflamatorias, como:
TNF-a e IL-18 [42]. Enquanto que por um lado, citocinas podem
desencadear uma resposta inflamatoéria benéfica que estimula a coagulacéo
local para restringir o dano tecidual. Por outro lado, a producdo excessiva de
citocinas proé-inflamatérias pode ser ainda mais prejudicial que o insulto
inicial. Na sepse, a resposta imune aguda e a producdo excessiva de
citocinas pro-inflamatérias, constituem um desequilibrio. Esta situacéo
supera a regulacdo normal da resposta imune, produzindo uma resposta
inflamatoria desregulada [43].

A producédo de citocinas pré-inflamatérias, como TNF-a, IL-1, I1L-12,
interferon-y (IFN-y) e IL-6, sdo necessarias por iniciar o processo
inflamatério contra infeccdo [7]. Essas citocinas ativam células como
leucécitos, células endoteliais e epiteliais, no intestino e pulmao, induzindo a
producdo de mediadores inflamat6rios como outras citocinas, quimiocinas,
ERO, ERN além de enzimas proteoliticas [7]. Além disso, durante o
processo inflamatério, ocorre liberacdo de citocinas anti-inflamatérias como,
IL-10, IL-13 e IL-4 [44]. Estas citocinas sao utilizadas no controle da resposta
inflamatoria podendo levar a imunossupressdo do sistema imune do

paciente.
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e Fator de necrose tumoral - a

O TNF- a é um importante mediador da resposta inflamatéria aguda.
E uma citocina pré — inflamatéria envolvida na resposta sistémica e local
[45], sendo importante na patogenicidade da sepse decorrente de leséo
intestinal [46, 47].

O TNF-a é uma citocina produzida por mondcitos, macrofagos,
neutrofilos, células endoteliais, Natural Killer (NK) e linfocitos T, além de
apresentar caracteristicas pro-inflamatorias induzindo a liberacdo de outras
citocinas, como IL-1, IL-6, IL-10 [6]. Esta molécula é um potente ativador do
recrutamento de neutréfilos para o local infeccioso [18], aumentando a
liberacdo de quimiocinas, moléculas de adesao, além de estimular atividades

microbicidas dos neutréfilos e macréfagos [6, 18].

Outra caracteristica do TNF- a, € que este age sistemicamente: no
hipotalamo, influenciando na regulagdo da temperatura consequentemente
induzindo febre; nos hepatécitos aumentando a sintese de proteinas séricas,
que constitui a fase aguda em resposta ao estimulo inflamatério. Além disso,
inibe a contratilidade do miocardio e o tbnus da musculatura lisa dos vasos,
resultando na queda acentuada da pressdo sanguinea. Também aumenta a
perda de células musculares e adiposas, resultando na supressao do apetite

[18].

e Interleucina —6

IL-6 é uma citocina produzida por fagocitos mononucleares ativados,

células endoteliais e fibroblastos, normalmente produzida no tecido local e
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liberada na circulacdo em situacdes como endotoxemia, trauma, infeccdes
agudas e sepse [48]. IL-6 apresenta fungbes tanto na imunidade inata
quanto adaptativa estimulando a produc¢éo de proteinas da fase aguda pelos
hepatocitos, bem como o crescimento de Linfécitos B produtores de
anticorpos [18].

IL-6 geralmente esta aumentada em pacientes com sepse grave, e a
concentracdo de IL-6, ndo de TNF-a, tem mostrado uma relacdo direta com
mortalidade nos pacientes [49]. Entretanto estudos em humanos e animais
nao mostraram o mecanismo desta citocina no choque séptico [8]. Um
estudo com bloqueio de IL-6 em modelo de CLP demonstrou melhora na

sobrevida e reducao da expresséo de C5aR [50].

e Interleucina — 10

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatoria sintetizada por células Th2,
monacitos e linfocitos B, além de inibir a producéo de citocinas sintetizados
por células Thl, como interferon gama (IFN-y) e IL-12 [6]. Inibe a atividade
dos macréfagos na producdo de citocinas proé-inflamatérias como TNF-a e
IL-1 [51-54] em infeccao grave e sepse [53]. Camundongos, Knockout para
IL-10, desenvolvem doenca inflamatdria intestinal, uma hipotese € ativacao
exagerada dos macrofagos. Além dos animais apresentarem inflamacéao
excessiva e leséo tecidual [18].

A IL-10 é um potente inibidor da producdo de citocinas por
mondcitos [55], possivelmente por bloquear a ativagdo de NF-xB através da

inibicdo da atividade de IkB quinase [56].
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1.4 Estresse oxidativo

Durante a sepse, ha ativacdo de neutréfilos, macrofagos, células
endoteliais, que liberam uma série de mediadores, como citocinas,
guimiocinas e NO [5].

O NO é um componente hidrofébico que se difunde facilmente
através da membrana das células. E produzido através da reacdo de
oxidacdo da L-arginina com oxigénio, catalisada pela familia de enzima:
oxido nitrico sintase (NOS) [57]. H& trés isoformas identificadas dessa
enzima: neuronal (nNOS ou tipo 1), induzida (iNOS ou tipo 2) e endotelial
(eNOS ou tipo 3). Os tipos 1 e 3 sao isoformas constitutivas, produzem
quantidades de NO necesséria para funcdes fisiologias. Entretanto o tipo 2
pode ser induzida durante resposta imune e inflamatéria, por componentes

bacterianos, como LPS; citocinas, como TNF-q, IL-1 e interferon y [58].

O NO é responsavel pelo relaxamento da musculatura vascular lisa
e pela consequente queda da resisténcia arterial sistémica [59]. Esta
molécula esta envolvida na vasodilatacao, inibicdo de agregacao plaquetaria

[60] e defesa do hospedeiro, além da inducdo de apoptose [61, 62].

Além dos efeitos citados acima, o NO interage com anion superoxido
(O7), formando peroxinitrito (ONOQ’), um forte agente oxidante [63]. Esta
interacdo possibilita o estresse oxidativo, inicia peroxidagao lipidica, lesao a
proteinas como a nitracao de residuos de tirosina [35]. EROs sao produzidas
em células aerdbicas e divididas em dois grupos: radicais e nao radicais. O
primeiro grupo contém os componentes Oy’, radical hidroxila (OH) e o NO'".

Estes contem pelo menos um par de elétrons desemparelhados na ultima
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camada, para manter a estabilidade os componentes tem alta afinidade em
doar ou receber elétrons. No grupo de ndo radicais estao incluidos H,O, e
ozbnio [57]. Sabe-se que participam de uma variedade de reagdes que

causam danos teciduais, como estresse oxidativo [64].

O termo estresse oxidativo € a situacdo na qual a producédo de
EROs supera a eficiéncia dos mecanismos de defesa, causando leséo a
estruturas celulares. Entre as principais estruturas que sdo danificadas
durante o estresse oxidativo, estdo o DNA, a membrana lipidica e proteinas.
Todas as membranas celulares séo sensiveis ao estresse oxidativo, devido
a alta concentracao de acido graxo insaturado. Esse processo é chamado de
peroxidacao lipidica, quando iniciado ativa uma reacdo em cadeia resultando
em danos nos lipidios da membrana [57]. No qual ha um rearranjo molecular
na membrana que modifica as caracteristicas fisicas e quimicas acarretando

em lesdo e morte celular [6].

As proteinas também s&o um alvo bioldgico vulneravel durante o
estresse oxidativo. EROs, como radical OH e ERN podem causar lesdo a
proteinas. Entre os danos a estas moléculas, sdo exemplos a peroxidagao,
danos aos residuos de aminoacidos especificos, mudancas na estrutura
terciaria, degradacao e fragmentacéao [6]. As consequéncias da lesdo a estas
estruturas estdo associadas a perda da atividade enzimatica, alteracdo de
funcdes celulares, como producédo de energia, interferéncia no potencial de
membrana, e mudancas nos tipos e concentracdes de proteinas celulares

[57].
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1.5 Solucdo salina hipertbnica

A solucéo salina hipertonica (SH), descrita a priori em 1980, em um
estudo realizado por Velasco e colaboradores, mostrou que volumes
reduzidos de solucdo de cloreto de sodio (NaCl) a 7,5% restaurou
parametros vitais. Eles mostraram que se restabeleceu a pressdo sanguinea
e equilibrio acido — basico, aumentou pressdo arterial média, deébito
cardiaco, fluxo mesentérico e diminuiu frequéncia cardiaca. Além de
restaurar estes parametros a administracdo de solucdo salina hipertdnica
(SH) aumentou a sobrevida de cées submetidos ao choque hemorragico
[65]. Desde 1980, a solucao salina hiperténica 7,5% (SH) tem sido estudada,

na dose de 4ml/kg injetadas em vasos periféricos [65-70].

7

O efeito inicial da solugcdo salina hipertbnica € o aumento da
osmolaridade sanguinea de 20 a 30 mOsm/L, causado por uma interacao
fisica. Isso ocorre devido ao gradiente osmotico, pois o endotélio capilar é
permeavel ao Na+ e a membrana plasmatica ndo o é, ocorrendo mobilizacao
de fluidos do compartimento extravascular para o intravascular [71]. Isso
acarreta 0 aumento de contracdo do miocérdio, reduzindo o edema no
endotélio e nos tecidos, sendo responsavel pela diminuicdo da viscosidade
sanguinea [72-77]. Outra consequéncia da expansdo do volume plasmatico
€ 0 aumento do fluxo sanguineo na circulagéo periférica e microcirculacao, e
consequentemente reducdo da resisténcia vascular, vasodilatacdo arterial,
devido aos efeitos relaxantes da hipertonicidade nos musculos lisos dos
vasos [71, 78]. O uso de SH apo6s hemorragia produz aumento do fluxo

sanguineo coronario, renal e intestinal [71].
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A SH além de aumentar o volume plasmatico, tem efeitos anti-
inflamatérios [78], que modulam favoravelmente eventos celulares em
pacientes ap0s choque hemorragico [79]. A inibicdo da expressdo de TNF-a
e 0 aumento da producado de IL-10 por macréfagos alveolares sugerem um

mecanismo protetor em relagéo a reposta inflamatéria sistémica. [80].

Efeitos fisicos e fisiologicos da ressuscitacdo, com um pequeno
volume de SH, sédo essenciais principalmente se aplicados em curto prazo
[71]. Uma rapida ressuscitacdo é adequada para evitar o desenvolvimento
de disturbios na micro - circulacéo e disfuncdo multipla de 6rgaos [81].

A ressuscitagdo com SH tem um potencial significativo na
imunomodulacdo em pacientes apds traumas que depois podem
desenvolver sepse [82, 83]. Os efeitos da SH nas células regulam a
expressdo e liberacdo de elastase, citocinas e EROs. ApGs trauma, ha
reducdo da proliferacéo de linfécitos T e da producao de IL -2, além de inibir
as células mononucleares ‘in vitro”. [84-87]. Outro fator é a reducdo da
funcdo imunoldgica celular, pois a ressuscitacdo com SH restaura a funcao

de esplendcitos e de células do sistema imune [85].

Os neutrdfilos e os macrofagos sédo responsaveis pela primeira linha
de defesa do organismo e sdo ativados quando h& danos nos tecidos ou
infeccdo [88]. Estudos mostram que a SH reduz a funcdo dos neutrofilos,
enquanto aumenta a funcdo dos linfécitos — T apds choque hemorragico [79,
89-91]. H& uma reducdo de lesdo nos o6rgdos de ratos com choque

hemorragico que foram tratados com SH [92].
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Um estudo demonstra que 24h apds inducdo de choque
hemorragico com segundo insulto infeccioso por ligadura e perfuracéo cecal
(CLP), animais que receberam SH apresentam menor quantidade de
bactérias no sangue, reducdo na formacdo de abscessos no figado e
pulmao, e menor dano tecidual hepatico e pulmonar [25]. A sepse apresenta
alta taxa de mortalidade (30% - 80%), e mesmo com 0 aumento do
conhecimento sobre os mecanismos que ocorrem durante essa doenca, as
medidas terapéuticas nao tem apresentado grandes modificacdes na taxa de
sobrevida dos pacientes [93]. A SH €& uma alternativa terapéutica e
recentemente, foi realizado um estudo piloto em pacientes com choque

séptico, no qual o tratamento com SH aumenta a contratilidade cardiaca e o

volume intravascular [94].

Esses efeitos anti-inflamatérios e na microcirculacéo citados acima,
assim como na atividade e secrecdo de proteinas, indicam um caminho
promissor como alternativa terapéutica para resposta inflamatéria na sepse.
Embora os efeitos da SH se mostrarem positivos apdés choque hemorragico
com segundo insulto infeccioso, e os efeitos benéficos observados no estudo
com humanos, ainda sdo necessarios estudos em outros modelos que

confirmem o mecanismo de acdo da SH na sepse.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar os mecanismos da solucdo salina hipertdnica (NaCl 7,5%) na

resposta inflamatdria na sepse polimicrobiana.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Induzir sepse atraves da ligadura e perfuracdo cecal em camundongos,
observar a sobrevida e comparar com a de camundongos sépticos tratados

com solucao salina hipertdnica 7,5% ou solugéo salina fisiologica 0,9%.

Justificativa: Utilizou-se o0 modelo de ligadura e perfuracao cecal (CLP), para
mimetizar a sepse, com infeccdo polimicrobiana. O modelo de CLP além de
ser clinicamente relevante, o que mais se assemelha com a sepse
observada em seres humanos, € de facil reprodutibilidade. Este
procedimento estabelece uma infeccdo com presenca de bactérias Gram —
negativas e Gram — positivas na cavidade peritoneal. Dados da literatura
mundial apontam que sepse estd associada a alta taxa de mortalidade. No
Brasil, dados do estudo BASES (Brazilian Sepsis Epidemological Study),
mostram que sepse apresenta aproximadamente 34% de mortalidade, sepse
grave 47% e choque séptico 52%. Sendo extremamente necessaria uma
medida terapéutica eficaz para combater esta doenca para reduzir a taxa de

mortalidade.
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2.2.2 Avaliar o mecanismo da SH no recrutamento de neutréfilos

Justificativa: Apos choque hemorragico a SH reduz o niumero de neutroéfilos
no tecido inflamado. Alguns estudos demonstraram que apos modelo de 2-
hit (ap6s choque hemorragico é realizado um segundo insulto, geralmente
infeccioso) houve reducdo de neutréfilos no pulméo. Os neutrofilos sdo a
primeira linha de defesa do organismo contra microrganismos, pois
apresentam a maquinaria para eliminacdo de bactérias. Maquinaria que
inclui capacidade fagocitéaria, liberacdo de ERO e de ERN, além de proteinas
com atividade proteoliticas e microbicidas, estocadas nos granulos. Frente a
isso, torna-se importante descobrir 0 mecanismo pelo qual a SH atua na

reducado destas células.

2.2.3 Avaliar o perfil inflamatério e imunomodulatérios em camundongos

sépticos, tratados com solucao salina hipertdnica 7,5%, (4mL/kg).

Justificativa: A acdo da solucéo hipertdnica pode modular a produgcéo de
mediadores inflamatérios e imunomodulatérios apés modelo de 2-hit. Este é
um modelo que ocorre com frequéncia clinicamente, mas sé o choque
hemorragico per se induz a resposta inflamatéria. Além de, frequentemente
a SH ser injetada anteriormente ao segundo insulto, geralmente infeccioso.
No presente estudo, o primeiro insulto serd infeccioso (por ligadura e
perfuracdo cecal), que também é clinicamente relevante, ocorrendo com

frequéncia. E a SH é infundida apds este primeiro insulto. Este modelo é

uma alternativa para entender por qual mecanismo a solugdo salina
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hipertdnica modula a resposta inflamatéria apos infecgéo, avaliando assim,

os efeitos desta solugdo, no foco infeccioso e em um 6rgéo distante.

2.2.4 Avaliar o subproduto do Oxido nitrico (Nitrito) e estresse oxidativo

(peroxidacdo lipidica) em camundongos sépticos.

Justificativa: Ao analisar os efeitos da solucdo salina hipertdnica no estresse
oxidativo pode-se verificar se h& reducédo desses mediadores apos inducao
de sepse, estes que estdo envolvidos no dano tecidual. Andlise bioquimica

dessas substancias nos tecidos pulmonar e intestinal.
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3 METODOLOGIA

3.1 Animais

Camundongos Balb-C (8 a 10 semanas) machos foram obtidos do
Centro de Bioterismo da Faculdade de Medicina da Universidade de Sé&o
Paulo e mantidos em gaiolas (10 cm x 20 cm) no Biotério de Experimentagao
da Disciplina de Reumatologia — Departamento de Clinica Médica com agua
e racao “ad libidum” e em temperaturas ambiente controlada entre 22°C +

2°C.

3.2 Anestésico

Os camundongos foram anestesiados intraperitonealmente (i.p.) com

pentobarbital 20 mg/ml (0,05 ml/10g de peso).

3.3 Modelo experimental de sepse polimicrobiana

O modelo de inducao de sepse utilizado foi de ligadura e perfuracéo
cecal. ApoOs anestesia e laparotomia nos camundongos, foi realizada
ligadura cecal com comprimento de 1,5cm, com fio de algodao, seguida de

duas perfuragdes com agulha 22G (30X8 mm).
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3.4 Reposicao volémica

Os animais receberam solucéo salina fisioldgica 0,9% (3,4 ml/100g
de peso — 34 ml/kg) ou solucdo salina hiperténica 7,5% (0,4 mL/100 g de
peso — 4 mL/kg) intravenosamente (i.v.), através da veia caudal, 30 minutos

apos CLP.

3.5 Grupos (in vivo)

e Grupo CLP — Camundongos Balb-C submetidos a Ligadura e

Perfuracdo Cecal (CLP).

e Grupo SS - Camundongos submetidos a CLP e tratados com

solucéo salina fisiolégica 0,9% (3,4 ml/100g de peso — 34 ml/kg).

e Grupo SH — Camundongos submetidos a CLP e tratados com

solucéo salina hipertonica 7,5% (0,4 mL/100 g de peso— 4 mL/kg).

e Grupo controle (C) — Camundongos que nao foram submetidos a

nenhum tipo de cirurgia ou reposi¢cao volémica.

Para cada grupo utilizamos 8 a 10 camundongos.

3.6 Taxa de sobrevida

Noventa camundongos Balb-C, divididos entre os grupos CLP (30),
SS (30) e SH (30), apés anestesia, foram submetidos aos procedimentos
cirdrgicos descritos acima. Durante sete dias, os camundongos foram

mantidos em gaiola, com &gua e racdo ad libitum. Os animais foram
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observados e os 6bitos foram registrados a cada 12h. A taxa de sobrevida

foi analisada pela porcentagem de sobrevida dos animais.

3.7 Protocolo de estudo

Os camundongos foram sacrificados apds 6h, 12h, e 24h da inducao
de sepse e coletadas amostras de intestino, pulméo e lavado peritoneal. As
amostras foram armazenadas em freezer -80°C, para posterior realizacdo de

experimentos.

Caecal ligation and puncture (CLP)

v

30 min
6h 12h 24h
CLP
: | :
SS 0,9% 1 1 1
o P )Y SRR, SRS '
SH 7,5%
PULMAO LAVADO
CONTROLE =——> | |NTESTINO PERITONEAL
icam-1/veAM-1/ | | [ contacem
~[ cxeLy DIFERENCIAL
MPO ] | pECcELULAS

‘[ TNF-a/IL-6/ IL-10
MDA/
NITRITO

Figura modificada e adaptada de Buras JA, Holzmann B and Sitkovsky M;

Figura 1 — Protocolo de estudo

nature reviews drug discovery 2005.
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3.8 Preparo das amostras para dosagem de proteinas no pulmdo e

intestino

A extracdo de proteinas foi realizada através da pulverizacdo em
gral de aco inoxidavel e pistilo de ceramica em nitrogénio liquido. Apos a
homogeneizacdo os tecidos foram ressuspensos em tampdes especificos
para cada experimento. O material coletado foi acondicionado a -80°C até o

momento da dosagem.

3.9 Quantificacoes de proteina

Para cada experimento (MDA, MPO, ELISA, Griess) foi realizada a
quantificacdo de proteina, pois cada um necessita de normalizacdo pelas
mesmas, ou seja, correcdo da leitura pela quantidade de proteina que ha na

amostra.

A quantificacdo de proteina total foi realizada pelo método de
Bradford (Bio Agency®) nos homogenatos de tecidos, para normalizacdo das

analises.

3.10 Infiltracdo de neutréfilos pelo  método de quantificacdo de

mieloperoxidade

A mieloperoxidase & uma enzima relacionada com as células
brancas do sangue associada com inflamacédo e infeccdo. A exploséo
(“burst”) oxidativa decorrente da ativacdo do neutrofilo é uma das

responsaveis pela producdo de espécies reativas de oxigénio. A dosagem



26

de mieloperoxidase foi utilizada como um indice de infiltracdo neutrofilica

nos tecidos (Soriano et al., 2002).

Aproximadamente 100 mg de tecido foram pulverizados, e
ressuspensos em 1 ml de solucdo de MOPS (10 mM e hexa-decil-trimetil-
amonio-brometo (HTAB) 125 mg para cada 25 ml de solucdo). As amostras
foram homogeneizadas por 1 hora em agitador do tipo gangorra e em
sonicador (Fisher Scientific® sonic dismembrator model 100) por 3 vezes
durante 3 segundos. ApoOs esse procedimento foram centrifugadas a 10000
rpm (10621g) por 40 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e mantido
a -80°C até o momento da dosagem.

O experimento consistiu em reagir amostras ou padrbes em volume
de 20uL com 20 uL tetrametilbenzidina 16 mM em DMSO e 140 uL de PBS.
Apods 5 minutos adicionamos 20 yL H,0O, a 0,03%. A absorbancia foi obtida
utilizando comprimento de onda de 650 nm em leitor de placa VersaMax™

Microplate Reader (Molecular devices, Minnesota, USA).

3.11 Quantificacdo de mediadores inflamatérios

ELISA ou EIA (Enzyme Immunoassay) € um teste imunoenzimatico
de boa sensibilidade e especificidade, que permite a deteccdo de antigenos
ou de anticorpos especificos.

Os mediadores inflamatorios teciduais (no intestino e pulmé&o) foram
dosados a partir do homogenato de tecido ressuspenso em 1mL de tampdao
de NP40 (1% NP40; 10% de glicerol; 135mM NaCl; 20 mM tris base). As

amostras foram homogeneizadas em agitador do tipo gangorra por 1 hora
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em gelo e centrifugadas a 10000 rpm (10621g) por 40 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi coletado e acondicionado a -80°C até o momento da

dosagem.

A normalizacdo dos mediadores dosados foi feita pela concentracéo

de proteina total.

As dosagens dos mediadores inflamatérios foram realisadas pelo
método de ELISA, seguindo as instru¢des do fabricante, com kit DuoSet da
R&D Systems ®, citocinas: TNF-a (DY 410), IL-6 (DY406), IL-10 (DY417);
moléculas de adesdo: ICAM-1 (DY796) e VCAM-1(DY643); quimiocinas:

CXCL1 (DY453).

Em placa de 96 pocos foi acrescentado anticorpo de captura diluido
em tampdao fosfato (PBS) e incubado por 18h. A placa foi lavada com
tampéo de PBS 0,05% tween 20. Em seguida os sitios desocupados foram
bloqueados com PBS contendo 1% de BSA (soro de albumina bovina —
Sigma) por 1h. Apés incubacao, a placa foi lavada e as amostras e a solucéo
padrdo foram colocadas nos respectivos pocos por 2h. Apos lavagem das
placas, foi acrescido anticorpo de detecc¢éo biotinilado para cada mediador
dosado, e incubado por 2h. As placas foram novamente lavadas e foram
incubadas com conjugado streptoavidina peroxidase diluida em PBS 1:200
por 30 min. Novamente, apds as placas serem lavadas foram incubadas com
solucdo tetrametilbenzidina por 20 min. A reacéo foi bloqueada com acido
sulftrico 2N. A absorbancia foi obtida pelo comprimento de onda de 450nm
em leitor de ELISA VersaMax™ Microplate Reader (Molecular devices,

Minnesota, USA).
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3.12Imunohistoguimica

Para analisar qualitativamente a moléculas de adeséo, ICAM-1,
utilizou-se a técnica de imunohistoquimica. Tecidos (pulmé&o e intestino)
foram fixados em formalina e embebidos em parafina para seccdo em
fragmentos de 3 a 5 um e montagem em lamina histologica. Os fragmentos
foram desparafinados em xilol, na sequéncia, o tecido foi reidratado com
banhos sucessivos de alcool (absoluto 95° e 70°) seguido de banho com
agua corrente e banho com &gua deionizada. O bloqueio enddgeno foi
efetuado com banhos em uma solucdo de peréxido de hidrogénio 10
Volumes por 10 vezes durante 5 minutos, seguido de banho com &gua

corrente, banho com agua deionizada e banho com PBS.

As laminas foram lavadas em PBS. A recuperacao foi realizada com
solucéo de citrato de so6dio 10mM, pH 9,0 em alta temperatura (panela de
vapor- Steamer -pv) por 40 minutos. Apds 20 minutos, as laminas foram
resfriadas em temperatura ambiente e foram lavadas com PBS, 2 vezes por
5 minutos cada. Apés lavagem, as laminas foram incubadas com caseina
por 30 minutos para bloquear as reacfes inespecificas. A incubacdo do
anticorpo priméario para ICAM-1 (Santa cruz ®, SC 1511), previamente
diluido 1:300 em PBS com 1% de BSA, seguido por banho com PBS por 5
minutos, foi realizada por 16-18h a 4°C. Em seguida os cortes foram
incubados em camara Umida durante 90 minutos a temperatura ambiente
com anticorpo secundario biotinilado (Kit Vector), seguido por banho com

PBS 3 vezes por 5 minutos cada.
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Em seguida, os cortes foram colocados em solugédo de substrato
DAB (3,3 Diaminobenzidina tetrahidrocloridrico, Sigma, D-5637) 1 mL/mg
PBS 25u H,0, 3%/mL. Ap6s 3 a 10mim para revelagcéo, deixado em banho
em agua corrente por 5 minutos. Foi utilizado banho de Hematoxilina de
Harris para contra corar, seguido de banho em &gua corrente por 10
minutos. Para finalizar, o tecido passou por banhos sucessivos de &lcool
(70°, 95° e éalcool absoluto) e por uma ultima lavagem com xilol. O tecido foi
entdo montado em lamina com resina sintética Entellan® (Merck) para
fixacdo da laminula. As imagens foram adquiridas por camera Nikon
acoplada ao microscopio Optico Leica (Q500 iW, Cambridge, UK), em

aumento de 400X.

3.13 Quantificacdo de espécies reativas ao acido tiobarbitlrico

A sensibilidade da medida de Substancias Reativas ao Acido
Tiobarbitarico (TBARS) tem feito deste método uma boa alternativa para
monitorar a peroxidacdo lipidica (Soriano et al., 2002), um dos grandes

indicadores do estresse oxidativo.

Aproximadamente 100mg de tecido pulverizado foram ressuspensos
em 1mL de KCI 1,15%. As amostras foram homogeneizadas em agitador
tipo gangorra por 1 hora e centrifugadas a 10000 rpm por 40 minutos a 4°C.
O sobrenadante foi coletado e acondicionado em tubos a -80°C até o

momento da dosagem.

A partir do homogenato de tecidos, foi realizada a quantificacdo de

substancias que reagem com o acido tiobarbiturico, que consiste em utilizar
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100 ul de amostra, adicionando-se 100 yl SDS a 8,1%, 750 ul de acido
acético a 20%, e 750 pl de acido tiobarbiturico a 0,8%. Esta solug&o foi
aguecida a 95 °C por 40 minutos. A solucdo foi centrifugada, e o
sobrenadante foi utilizado para medir a absorbéncia utilizando comprimento
de onda de 532 nm no leitor de placa VersaMax™ Microplate Reader

(Molecular devices, Minnesota, USA).

3.14 Dosagem de Nitrito

A quantificacdo de oxido nitrico foi determinada indiretamente pela
dosagem de nitrito no pulméo e intestino. Em uma placa com 96 pocos
foram acrescidos 50 ul das amostras ou curva padréo e 50 ul de solucéo de
Griess (0,2% N-1 naftiletilenediamina, 2% sulfanilamida em 5% de &cido
fosférico). Apos 10 min. a absorbancia foi determinada utilizando
comprimento de onda de 540 nm em leitor de placa VersaMax™ Microplate

Reader (Molecular devices, Minnesota, USA).

3.15Contagem diferencial de células

A contagem diferencial de células no peritbnio de camundongos
sépticos foi realizada a partir do lavado peritoneal. O lavado foi coletado com
solucédo salina esterilizada gelada, acrescida de soro fetal bovino a 10%.
Apos coletar o lavado, este foi centrifugado a 2000 rpm (425g) por 5 min. e o
pellet ressuspenso em 1mL de tampao de hemodlise ( 8,024g/L (NH4)CI;
0,084g/L NaHCOg3; 0,04g/L EDTA) Ap6s 5 min. de incubagdo em gelo, as

amostras foram novamente centrifugadas a 2000 rpm durante 5 min. e 0
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pellet ressuspenso em 1 mL de PBS. As células foram contadas em
contador automético (Millipore® - Handheld automated cell couter). As
laminas foram confeccionadas a partir da centrifugacdo da cytospin
(Cytospin-2, Shandon Instruments Sewickley, EUA) a 450 rpm (22g) por 6
min. Apos fixacdo com metanol, as laminas foram coradas com com Diff-
Quik para a contagem diferencial celular (100 células/lamina). As laminas
foram lidas em microscopio 6ptico com aumento de 1000X. Foi feita uma

duplicata de cada lamina.

3.16 Andlise Estatistica

Os valores foram expressos em meédia + erro padrdo. Para os
experimentos bioquimicos, as meédias dos grupos experimentais foram
comparadas pelo método de variancia (ANOVA) e o post test de turkey foi
utilizado como post-hoc test para comparar grupos individuais. Significancia

estatistica foi considerada quando p<0,05.

O teste de Log rank foi utilizado para analise da curva de sobrevida.
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4 RESULTADOS

4.1 Taxa de Sobrevida

A analise da mortalidade mostrou que no grupo CLP a sobrevida foi
de 33%. Entretanto, nos grupos que receberam reposicdo volémica a
sobrevida aumenta, sendo de 47% no grupo tratado com solucédo salina

fisiol6égica e de 60% apos tratamento com solucéo salina hipertonica (figura

2).

. 100 | =g CLP

o SS

8\/ P - SH

..fgﬁ 75 +

>

o

o) 50 =

o v

)

3 ‘_‘_‘_‘_x—o—o—o—o

= 251

S

P 0 L] L] L] L] L] L] L]
0 24 48 72 96 120 144 168

Tempo (h)

Figura 2 — Taxa de mortalidade

Camundongos Balb/c foram submetidos a modelo de sepse polimicrobiana e
divididos em 3 grupos: CLP — no qual animais foram induzidos a sepse,
através de ligadura e perfuracdo cecal; SH — 30 min. apos CLP foram
tratados intravenosamente com solucéo salina hipertonica 7,5% (4 mL/kg) e
SS — 30 min. ap6s CLP foram tratados intravenosamente com solugéo salina
isotdnica 0,9% (34 mL/kg). A sobrevida foi analisada durante 168h (7 dias).
Os resultados sdo expressos em porcentagem de sobrevida e os dados
apresentados sao de 30 animais em cada grupo.
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4.2 Resposta inflamatéria na Cavidade abdominal

4.2.1 INTESTINO

4.2.1.1 Infiltracdo de neutrdfilos no tecido

Para esta finalidade, dosou-se a concentracdo de myeloperoxidase,
enzima presente em granulos de neutrofilos. Observou-se que apos 6h, ndo
houve um aumento desta enzima no grupo CLP em relagdo ao controle,
assim como no grupo SS. Diferentemente, observou-se no grupo SH, que

aumentou neutréfilos em comparacao ao grupo CLP (p< 0,05) (figura 3a).

Entretanto apés 12h e 24h houve um aumento do infiltrado destas
células no grupo CLP em relacdo ao controle (p< 0,05). O grupo SS nao
apresentou alteracdo da quantidade de neutrdfilos nestes periodos,
mantendo os valores proximos dos basais. Entretanto no grupo SH reduziu a
concentracédo de mieloperoxidase em comparagao com grupo CLP (p< 0,05)

(figura 3a).
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Figura 3 — Infiltrado de neutréfilos no intestino

Concentracdo de (a) mieloperoxidase, (b) ICAM-1 e (c) VCAM-1 foram
dosadas em camundongos Balb/c submetidos a modelo de ligadura e
perfuracdo cecal. Divididos em 3 grupos: CLP — animais submetidos a
sepse, sem tratamento; SH — 30 min. apdés CLP tratados i.v. com solugéo
salina hipertbnica 7,5% (4 mL/kg) e SS — 30 min. apos CLP tratados i.v. com
solucdo salina isotdnica 0,9% (34 mL/kg). ApGs 6h, 12h e 24h os animais
foram sacrificados e amostras de intestino coletadas. C — valores basais de
animais ndo submetidos a CLP ou tratamento. Valores expressos em média
+ EPM. * p<0,05 vs CLP; # p<0,05 vs SS; o p<0,05 vs controle.
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e Moléculas de adesao

Tanto ICAM-1 quanto VCAM-1 sdo moléculas de adesdo que
participam da migragdo dos neutrdfilos para os tecidos. Pelo método de
ELISA, em 6h a producdo de ICAM-1 ndo aumentou no grupo CLP e SS em
relacdo ao controle. No grupo SH, entretanto observou-se um aumento de
ICAM-1 em relagdo ao grupo SS (p< 0,05). Em 12h os grupos CLP e SS
aumentaram a producéo de ICAM-1 em relac&o ao grupo controle (p< 0,05).
Entretanto no grupo SH reduziu a concentracdo de ICAM-1 em relagdo aos
grupos SS e CLP, se aproximando dos valores basais (p< 0,05). Em 24h os
grupos CLP, SS e SH aumentaram a concentragédo de ICAM-1 em relacao

ao controle (p< 0,05) (figura 3b).

N&do houve nenhuma alteracdo na producdo de VCAM-1 entre os

grupos e periodos estudados (figura 3c).

Pelo método de imunohistoquimica em 6h, no grupo CLP observou-
se presenca de ICAM-1 nos vilos, e na camada submucosa. No grupo SS,
ICAM-1 esta presente nos vilos, na camada sudmucosa e mucosa. Enquanto
gue no grupo SH observa-se marcacéo para ICAM-1 apenas nos vilos (figura
4). Em 12h nos grupos CLP e SS observaram-se marcagéo de ICAM-1 nos
vilos, camada submucosa e mucosa. No grupo SH a presenca se restringe a
camada submucosa (figura 5). Em 24h, nos grupos CLP, SS e SH
observaram-se marcacdo para ICAM-1 nos vilos, camada submucosa e

mucosa (figura 6).
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controle

Figura 4 — Marcacgéo de ICAM-1 no intestino (6h)

Camundongos Balb/c submetidos a modelo experimental de sepse
polimicrobiana. Divididos em 3 grupos: CLP — no qual os animais foram
induzidos a sepse, através do modelo de ligadura e perfuracao cecal;, SH —
30 min. apo6s CLP foram tratados intravenosamente com solucdo salina
hiperténica 7,5% (4 mL/kg) e SS — 30 min. ap6s CLP foram tratados
intravenosamente com solucao salina isotdnica 0,9% (34 mL/kg). Apds 6h os
animais foram sacrificados e amostras de intestino coletadas para realizar
imunohistoquimica com marcacdo para ICAM-1. C — valores basais de
animais ndo submetidos a CLP ou tratamento. (—) Marcagdo positiva de
ICAM-1.
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Figura 5 - Imunohistoquimica das moléculas de adesé&o (12h)

Camundongos Balb/c submetidos a modelo experimental de sepse
polimicrobiana. Divididos em 3 grupos: CLP — no qual os animais foram
induzidos a sepse, através do modelo de ligadura e perfuracéo cecal; SH —
30 min. ap6s CLP foram tratados intravenosamente com solug¢do salina
hiperténica 7,5% (4 mL/kg) e SS — 30 min. ap6s CLP foram tratados
intravenosamente com solucdo salina isotdnica 0,9% (34 mL/kg). Apos 12h
os animais foram sacrificados, e amostras de intestino coletadas para
realizar imunohistoquimica com marcacao para ICAM-1. C — valores basais
de animais ndo submetidos a CLP ou tratamento. (—) Marcagédo positiva de
ICAM-1.
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Controle

Figura 6 - Imunohistoquimica das moléculas de adeséao (24h)

Camundongos Balb/c submetidos a modelo experimental de sepse
polimicrobiana. Divididos em 3 grupos: CLP — no qual os animais foram
induzidos a sepse, através do modelo de ligadura e perfuracéo cecal; SH —
30 min. apo6s CLP foram tratados intravenosamente com solugcdo salina
hipertdnica 7,5% (4 mL/kg) e SS — 30 min. ap6s CLP foram tratados
intravenosamente com solucdo salina isotdnica 0,9% (34 mL/kg). ApGs 24h
os animais foram sacrificados, e amostras de intestino coletadas para
realizar imunohistoquimica com marcacéo para ICAM-1. C — valores basais
de animais ndo submetidos a CLP ou tratamento. (—) Marcagéo positiva de
ICAM-1.
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e Quimiocina

Dosou-se a quimiocina CXCL-1, conhecida por participar do
recrutamento de neutrofilos para o tecido. Em 6h observou-se um aumento
da producgéo de CXCL-1 em todos os grupos estudados em relagcéo ao grupo
controle (p<0,05). Entretanto a concentragdo de CXCL-1 no grupo SH
reduziu em relacdo ao grupo CLP (p< 0,05). Em 12h e 24h essa
concentracdo manteve-se aumentada nos grupos CLP, SS e SH em relagéo
ao controle (p< 0,05). Contudo em 24h nos grupos CLP e SH reduziram a

concentracdo de CXCL-1 em relacdo ao grupo SS (p< 0,05) (figura 7).
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Figura 7 — Concentracdo de quimiocina no intestino

Concentragao de quimiocina CXCL-1 foi dosada em camundongos Balb/c
submetidos a modelo de ligadura e perfuragédo cecal. Divididos em 3 grupos:
CLP - animais submetidos a sepse, sem tratamento; SH — 30 min. apos CLP
tratados i.v. com solucéo salina hiperténica 7,5% (4 mL/kg) e SS — 30 min.
apos CLP tratados i.v. com solucdo salina isoténica 0,9% (34 mL/kg). Apos
6h, 12h e 24h os animais foram C — valores basais de animais né&o
submetidos a CLP ou tratamento. Valores expressos em média £ EPM.

* p<0,05 vs CLP; # p<0,05 vs SS; & p<0,05 vs todos 0s outros grupos.
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4.2.1.2 Perfil inflamatério durante sepse experimental

Para avaliar o perfil inflamatorio dosou-se citocinas pro-inflamatorias
(TNF-a e IL-6) e anti-inflamatorias (IL-10). Em 6h o grupo CLP apresentou
um aumento da producédo de TNF- a em relagéo ao grupo controle, SS e SH
(p< 0,05). Em 12h e 24h, todos 0os grupos mantiveram a producao desta

citocina proximo das concentracdes basais (figura 8a).

A producgéo de IL-6 em 6h nos grupos CLP e SS apresentaram-se
aumentadas em comparacdo com o grupo controle (p< 0,05). Em 12h, nos
grupos CLP, SS e SH observou-se um aumento em relacdo ao controle (p<
0,05). Entretanto em 12h o grupo SS aumentou a concentracdo de IL-6 em

relacdo aos grupos controle, CLP e SH (p< 0,05) (figura 8b).

A producéo de IL-10 em 6h, nos grupos CLP e SS, ndo aumentaram
em relacdo ao controle. Enquanto que no grupo SH reduziu a concentracao
desta citocina em relagdo aos grupos CLP e SS (p< 0,05). Em 12h e 24h a
producdo de IL-10 apresentou-se proxima das concentracfes basais nos

grupos CLP, SS e SH (figura 8c).
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Figura 8 — Perfil inflamatdrio no intestino

Concentracdo de citocinas proé-inflamatorias: TNF-a (a), IL-6 (b) e anti-
inflamatdria: IL-10 (c) foram dosadas em camundongos Balb/c submetidos a
modelo de ligadura e perfuracdo cecal. Divididos em 3 grupos: CLP —
animais submetidos a sepse, sem tratamento; SH — 30 min. apés CLP
tratados i.v. com solucado salina hiperténica 7,5% (4 mL/kg) e SS — 30 min.
apos CLP tratados i.v. com solucdo salina isoténica 0,9% (34 mL/kg). Apos
6h, 12h e 24h os animais foram sacrificados e amostras de intestino
coletadas. C — valores basais de animais ndo submetidos a CLP ou
tratamento. Valores expressos em média + EPM. * p<0,05 vs CLP; # p<0,05

vs SS; 0 p<0,05 vs controle.
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4.2.1.3 Estresse oxidativo na sepse experimental

O malondealdeido é produzido durante a peroxidacéo lipidica, sendo
uma indicacdo de que esta ocorrendo estresse oxidativo. Em 6h, nos grupos
CLP, SS e SH nédo houve nenhuma alteracdo na concentracdo de
malondealdeido em relacdo ao controle. Em 12h o grupo CLP apresentou
um aumento da peroxidacéo lipidica em relacdo aos grupos controle, SS e
SH (p< 0,05). Em 24h, em todos os grupos, a concentracdo de MDA

manteve-se préximo dos valores basais (figura 9).

Malondialdeido
(nmol/mg proteina)
-

CLP SS SH CLP SS SH CLP SS SH
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Figura 9 — Peroxidacéo lipidica no intestino

Concentracdo de espécies reativas ao acido tiobarbitlrico foi dosada em
camundongos Balb/c submetidos & modelo de ligadura e perfuracdo cecal.
Divididos em 3 grupos: CLP — animais submetidos a sepse, sem tratamento;
SH — 30 min. apés CLP tratados i.v. com solugéo salina hiperténica 7,5% (4
mL/kg) e SS — 30 min. apds CLP tratados i.v. com solucéo salina isotdnica
0,9% (34 mL/kg). Apbés 6h, 12h e 24h os animais foram sacrificados e
amostras de intestino coletadas. C — valores basais de animais né&o
submetidos a CLP ou tratamento. Valores expressos em média + EPM. *
p<0,05 vs CLP; # p<0,05 vs SS; o p<0,05 vs controle.
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Outro indicador do estresse oxidativo € o Oxido nitrico. Dosamos
nitrito, um subproduto estavel do NO. Apos 6 horas da indugcdo de sepse, no
grupo CLP e SS n&o houve aumento em relagéo ao controle. Entretanto no
grupo SH apresentou-se uma reducdo da producao de nitrito em relagéo ao
grupo CLP (p< 0,05). Em 12h e 24h, nos grupos CLP, SS e SH, estudados
nestes periodos, ndo houve aumento significativo de nitrito em relacdo com

o grupo controle (figura 10).
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Figura 10 — Dosagem de Nitrito no intestino

Concentracdo de nitrito em camundongos Balb/c submetidos a modelo de
ligadura e perfuracdo cecal. Divididos em 3 grupos: CLP - animais
submetidos a sepse, sem tratamento; SH — 30 min. apds CLP tratados i.v.
com solucdo salina hiperténica 7,5% (4 mL/kg) e SS — 30 min. apés CLP
tratados i.v. com solucdo salina isotdnica 0,9% (34 mL/kg). Apos 6h, 12h e
24h os animais foram sacrificados e amostras de intestino coletadas. C —
valores basais de animais ndo submetidos a CLP ou tratamento. Valores
expressos em média + EPM. * p<0,05 vs CLP; # p<0,05 vs SS; ¢ p<0,05 vs
controle.
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4.2.2 Lavado peritoneal
Contagem de neutréfilos no peritbnio

Para analisar a infiltracdo de neutréfilos no foco infeccioso
realizamos contagem diferencial de células. Em 6h, nos grupos CLP, SS e
SH houve uma tendéncia em aumentar o numero de neutréfilos em relacéo
ao grupo controle, que néo foi confirmada estatisticamente. Em 12h o grupo
CLP mostrou aumento de neutréfilos em comparagcdo com controle (p<
0,05). O grupo SS reduziu estas células em relagéo ao grupo CLP (p< 0,05).
E o grupo SH aumentou o nimero de neutrofilos no peritdnio em relagdo aos
grupos controle e SS (p< 0,05). Em 24h n&do houve nenhuma diferenca entre
0S grupos, apenas uma tendéncia no grupo SH em reduzir neutréfilos em

relacdo aos grupos CLP e SS (figura 11).
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Figura 11 — Contagem de neutrofilos no lavado peritoneal

O numero absoluto de neutréfilos foi contado no lavado peritoneal de
camundongos Balb/c submetidos a modelo experimental de sepse
polimicrobiana. Divididos em 3 grupos: CLP — no qual os animais foram
induzidos a sepse, através do modelo de ligadura e perfuracdo cecal; SH —
30 min. apo6s CLP foram tratados intravenosamente com solucdo salina
hiperténica 7,5% (4 mL/kg) e SS — 30 min. ap6s CLP foram tratados
intravenosamente com solucdo salina isotdnica 0,9% (34 mL/kg). ApGs 6h,
12h e 24h os animais foram sacrificados, e amostras de lavado peritoneal
coletadas para contagem total de neutrdfilos. C — valores basais de animais
nao submetidos a CLP ou tratamento. Valores expressos em média £ EPM.
* p<0,05 vs CLP; # p<0,05 vs SS; 0 p<0,05 vs controle.
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4.3 Resposta inflamatéria no pulméo

4.3.1 Infiltracdo de neutréfilos no tecido

Para avaliar os efeitos da SH no recrutamento de neutrdéfilos para o
pulmdo apos inducdo de sepse, foi dosado concentracdo de
mieloperoxidase. Em 6h e 12h, nos grupos CLP, SS e SH houve aumento de
neutroéfilos no pulmé@o em relagdo ao grupo controle (p< 0,05). Entretanto em
24h, nos grupos CLP e SS os neutrofilos mantiveram-se aumentados em
relacdo ao controle, diferentemente do grupo SH, que reduziu o nimero de

neutroéfilos no pulmao em relacao ao grupo CLP (p< 0,05) (figura 12a).
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Figura 12 — Infiltrado de neutréfilos no pulméo.

Concentracdo de (a) mieloperoxidase, (b) ICAM-1 e (c) VCAM-1 foram
dosadas em camundongos Balb/c submetidos a modelo de ligadura e
perfuracdo cecal. Divididos em 3 grupos: CLP — animais submetidos a
sepse, sem tratamento; SH — 30 min. apdés CLP tratados i.v. com solugéo
salina hipertbnica 7,5% (4 mL/kg) e SS — 30 min. apos CLP tratados i.v. com
solucdo salina isotonica 0,9% (34 mL/kg). Ap6s 6h, 12h e 24h os animais
foram sacrificados e amostras de intestino coletadas. C — valores basais de
animais ndo submetidos a CLP ou tratamento. Valores expressos em média
+ EPM. * p<0,05 vs CLP; # p<0,05 vs SS; o p<0,05 vs controle.
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e Moléculas de adesao

Para analise do mecanismo pelo qual a SH reduz infiltracdo de
neutrofilos, dosou-se concentracdo de moléculas de adesdo, VCAM-1 e
ICAM-1. Ap6s 6h, no grupo CLP e SH ndo apresentaram aumento
significativo de producéo de ICAM-1 em relagdo ao controle, diferentemente
do que se observou no grupo SS, que aumentou a producdo desta molécula
em relacdo ao controle (p< 0,05). Em 12h os grupos CLP, SS e SH néo
apresentaram aumento significativo de ICAM-1 em relacdo ao controle (p<
0,05). Entretanto em 24h os grupos CLP e SS aumentaram a producdo de
ICAM-1 em relacdo ao controle (p< 0,05). Enquanto que o grupo SH reduziu
a quantidade desta molécula no pulmé&o em relacédo ao grupo CLP (p< 0,05)
(figura 12Db).

Quanto a expressdo de VCAM-1, observou-se que nao houve

nenhuma alteracao entre os grupos, nos periodos estudados (figura 12c).

Realizou-se também analise histol6égica qualitativa nos pulmdes dos
animais em todos os grupos. Em 6h os grupos tratados com SS e SH
apresentaram septos mais espessos que no grupo controle e CLP (figura
13). Outro fator observado € a localizacdo de ICAM-1 nos septos alveolares
nos grupos SS e SH. Em 12h observamos presenca de septos mais
espessos nos grupos CLP e SS, diferente do apresentado nos grupos
tratado com SH e controle (figura 14). Em todos 0s grupos a marcagao para
ICAM-1 esta presente nos septos alveolares. Em 24h observamos um
aumento no espessamento dos septos alveolares no grupo SS, mas nos

grupos CLP e SH nado apresentaram aumento da espessura em relacdo ao
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controle. ICAM-1, nos grupos CLP e SS esta localizada nos vasos e na
parede do bronquiolo terminal, assim como nos septos alveolares. Ja no

grupo SH observou-se marcagao para ICAM-1 apenas na parede dos vasos

(figura 15).

Figura 13 — Marcacao de ICAM-1 no pulmaéao (6h)

Camundongos Balb/c submetidos a modelo experimental de sepse
polimicrobiana. Divididos em 3 grupos: CLP — no qual os animais foram
induzidos a sepse, através do modelo de ligadura e perfuracao cecal; SH —
30 min. apos CLP foram tratados intravenosamente com solugdo salina
hipertbnica 7,5% (4 mL/kg) e SS — 30 min. ap6és CLP foram tratados
intravenosamente com solucao salina isotdnica 0,9% (34 mL/kg). Apds 6h os
animais foram sacrificados, e amostras de pulmé&o coletadas para realizar
imunohistoquimica com marcacdo para ICAM-1. Controle — valores basais
de animais ndo submetidos a CLP ou tratamento. (—) Marcagéo positiva de
ICAM-1.
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Figura 14 — Marcacao de ICAM-1 no pulméo (12h)

by

Camundongos Balb/c submetidos a modelo experimental de sepse
polimicrobiana. Divididos em 3 grupos: CLP — no qual os animais foram
induzidos a sepse, através do modelo de ligadura e perfuracdo cecal; SH —
30 min. ap6s CLP foram tratados intravenosamente com solucdo salina
hipertbnica 7,5% (4 mL/kg) e SS — 30 min. ap6s CLP foram tratados
intravenosamente com solucdo salina isotdnica 0,9% (34 mL/kg). ApGs 12h
os animais foram sacrificados, e amostras de pulméao coletadas para realizar
imunohistoquimica com marcacao para ICAM-1. C — valores basais de
animais ndo submetidos a CLP ou tratamento. (—) Marcagdo positiva de
ICAM-1.
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Figura 15 — Marcacao de ICAM-1 no pulmé&o (24h)

Camundongos Balb/c submetidos a modelo experimental de sepse
polimicrobiana. Divididos em 3 grupos: CLP — no qual os animais foram
induzidos a sepse, através do modelo de ligadura e perfuracdo cecal; SH —
30 min. ap6s CLP foram tratados intravenosamente com solucdo salina
hiperténica 7,5% (4 mL/kg) e SS — 30 min. ap6s CLP foram tratados
intravenosamente com solucdo salina isotdnica 0,9% (34 mL/kg). Apés 24h
os animais foram sacrificados, e amostras de pulméao coletadas para realizar
imunohistoquimica com marcacao para ICAM-1. C — valores basais de
animais ndo submetidos a CLP ou tratamento. (—) Marcagdo positiva de
ICAM-1.
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e Quimiocina

A quimiotaxia é um importante evento que ocorre no recrutamento
de neutrdfilos. Sendo as quimiocinas responsaveis por atrair neutrofilos.
Apés inducdo de sepse, em 6h, os grupos CLP, SS e SH apresentaram
maior concentracdo de CXCL-1 em relacdo ao controle (p< 0,05). Entretanto
no grupo SH houve reducdo da concentragcdo desta quimiocina em relagcéo
ao grupo CLP (p< 0,05). Em 12h os grupos CLP, SS e SH mostraram um
aumento da producdo de CXCL-1 em relacdo ao controle (p< 0,05). O grupo
SH, entretanto apresentou concentracdo reduzida desta quimiocina em
relacdo ao grupo CLP (p< 0,05). Em 24h os grupos CLP, SS e SH
aumentaram a producdo de CXCL-1 em relacdo ao controle (p< 0,05).
Porém o grupo tratado com SH reduziu a producdo desta quimiocina em

relacdo ao grupo CLP (p< 0,05) (figura 16).
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Figura 16 — Concentragdo de quimiocina no pulmao

Concentracdo de quimiocina CXCL-1 foi dosada em camundongos Balb/c
submetidos a modelo de ligadura e perfuracédo cecal. Divididos em 3 grupos:
CLP — animais submetidos a sepse, sem tratamento; SH — 30 min. apds CLP
tratados i.v. com solucao salina hiperténica 7,5% (4 mL/kg) e SS — 30 min.
apos CLP tratados i.v. com solucdo salina isoténica 0,9% (34 mL/kg). ApGs
6h, 12h e 24h os animais foram sacrificados e amostras de pulméo
coletadas. C — valores basais de animais ndo submetidos a CLP ou
tratamento. Valores expressos em média + EPM. * p<0,05 vs CLP; # p<0,05
vs SS; & p<0,05 vs todos 0s outros grupos.

4.3.2 Perfil inflamatério durante sepse experimental

Para analisar o efeito da SH no perfil inflamatério foi induzido sepse,
e 0s animais foram tratados com SS e SH. A producao de TNF-a, em 6h, no
grupo CLP aumentou em 48,5% em relagcdo ao grupo controle, mas néo foi

confirmado estatisticamente. Nos grupos SS e SH reduziu em 68,7 % a
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concentracdo de TNF-a em comparagdo com o grupo CLP, entretanto n&o
foi significativamente diferente. Em 12h, no grupo CLP nao houve aumento
da producdo de TNF-a em relacdo ao controle. Entretanto no grupo SS
houve um aumento da concentracdo de TNF-a, em relagdo ao grupo
controle e CLP (p< 0,05). No grupo SH houve reducao da producédo desta

citocina em comparacdo com o grupo SS (p< 0,05) (figura 17a).

A producédo de IL-6, em 6h e 12h, no grupo CLP aumentou em
relacdo ao grupo controle, assim como no grupo SS (p< 0,05). Entretanto no
grupo SH houve reducédo da concentracédo de IL-6 em relacdo ao grupo CLP
(p< 0,05). Em 24h houve aumento da producdo desta interleucina nos
grupos CLP em relacdo ao controle (p< 0,05). Entretanto nos grupos SS e
SH mantiveram a producdo de IL-6 proximo da concentracdo basal (figura

17b).

A produgéo de IL-10 em 6h ndo aumentou nos grupos CLP, SS e SH
em relagéo ao controle. Em 12h, nos grupos CLP e SS ndo houve aumento
da concentracdo desta citocina em comparagdo com o controle. Entretanto
no grupo SH houve um aumento na producdo de IL-10 em relacdo aos
grupos controle, CLP e SS (p< 0,05). Em 24h os grupos CLP, SS e SH

mantiveram a producéo de IL-10 préximo da concentracao basal (figura 17c).
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Figura 17 — Perfil inflamat6rio no pulméo

Concentracdo de citocinas pro-inflamatérias: TNF-a (a), IL-6 (b) e anti-
inflamatoria: IL-10 (c) foram dosadas em camundongos Balb/c submetidos a
modelo de ligadura e perfuracdo cecal. Divididos em 3 grupos: CLP —
animais submetidos a sepse, sem tratamento; SH — 30 min. apés CLP
tratados i.v. com solucédo salina hiperténica 7,5% (4 mL/kg) e SS — 30 min.
apos CLP tratados i.v. com solucédo salina isotbnica 0,9% (34 mL/kg). Apés
6h, 12h e 24h os animais foram sacrificados e amostras de pulméo
coletadas. C — valores basais de animais ndo submetidos a CLP ou
tratamento. Valores expressos em meédia £ EPM. * p<0,05 vs CLP; # p<0,05
vs SS; o p<0,05 vs controle.
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4.3.3 Estresse oxidativo na sepse experimental

Para analisar o estresse oxidativo dosou-se malondealdeido, um
indicador da peroxidacdo lipidica. Em 6h no grupo CLP ndo houve um
aumento significativo da concentragcdo de MDA em comparag¢ao com 0 grupo
controle. Entretanto, os grupos SS e SH reduziram a concentracdo de MDA
em relagdo ao grupo CLP (p< 0,05). Em 12h e 24h todos os grupos

mantiveram os valores proximos dos basais (figura 18).
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Figura 18 — Peroxidacéao lipidica no pulméo

Concentracdo de espécies reativas ao acido tiobarbitarico foi dosada em
camundongos Balb/c submetidos a modelo de ligadura e perfuracédo cecal.
Divididos em 3 grupos: CLP — animais submetidos a sepse, sem tratamento;
SH — 30 min. ap6s CLP tratados i.v. com solucéo salina hipertdnica 7,5% (4
mL/kg) e SS — 30 min. ap6s CLP tratados i.v. com solugéo salina isotonica
0,9% (34 mL/kg). Apos 6h, 12h e 24h os animais foram sacrificados e
amostras de intestino coletadas. C — valores basais de animais né&o
submetidos a CLP ou tratamento. Valores expressos em média + EPM.

* p<0,05 vs CLP.
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Outro indicador do estresse oxidativo € o nitrito, em 6h e 12h os
valores dos grupos CLP, SS e SH mantiveram-se préximos do basal. Em
24h nos grupos CLP e SS n&o houve aumento significativo em relacdo ao
grupo controle. Entretanto o grupo SH reduziu a concentragcdo de MDA em

comparacao com o grupo SS (p< 0,05) (figura 19).
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Figura 19 — Dosagem de Nitrito no pulmao

Concentracdo de nitrito camundongos Balb/c submetidos a modelo de
ligadura e perfuracdo cecal. Divididos em 3 grupos: CLP - animais
submetidos a sepse, sem tratamento; SH — 30 min. apds CLP tratados i.v.
com solucdo salina hiperténica 7,5% (4 mL/kg) e SS — 30 min. apés CLP
tratados i.v. com solucdo salina isoténica 0,9% (34 mL/kg). Apds 6h, 12h e
24h os animais foram sacrificados e amostras de intestino coletadas. C —
valores basais de animais ndo submetidos a CLP ou tratamento. Valores
expressos em média + EPM. * p<0,05 vs CLP; # p<0,05 vs SS.
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5 DISCUSSAO

Sepse € uma doencga que resulta da resposta inflamatéria sistémica
a infeccdo [5], apresentando alta taxa de mortalidade. No Brasil, dados do
estudo BASES (Brazilian Sepsis Epidemological Study) mostram que sepse
apresenta aproximadamente 34% de mortalidade, sepse grave 47% e
choque séptico 52% [9]. A interacédo fisiopatolégica da sepse e sua natureza
sistémica envolvem uma série de mediadores inflamatérios incluindo tipos
celulares, tecidos e oOrgdos, dificultando o entendimento completo do
mecanismo exato que contribui para alta taxa de mortalidade e morbidade,

mesmo com 0S avangos nos estudos de mecanismos moleculares [95].

Outro aspecto importante sdo os altos custos gerados por essa
doenca em hospitais publicos e privados [9]. As intervencdes terapéuticas
S80 apenas um suporte aos pacientes com sepse, sepse grave e choque
séptico. Intervencbes terapéuticas especificas, que podem prevenir ou
reverter o quadro clinico e reduzir a alta taxa de mortalidade sé&o
urgentemente necessarias [63]. Nesse contexto, nossos resultados
mostraram que animais tratados com solucao salina hipertdnica tém efeitos
protetores no pulmao, além de reduzir a mortalidade em animais submetidos

a sepse polimicrobiana.

A SH tem sido estudada como tratamento em modelo de 2-hit. Este

modelo consiste na ressuscitagcdo com SH apds choque hemorragico, antes
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de um estimulo secundério, que normalmente é um processo infeccioso com
injecdo de bactérias ou LPS, ou ndo muito estudado, com CLP. Em um
estudo, Coimbra et al, realizaram CLP apés choque hemorragico e
reperfundiram os animais com SH, mostrando menor dano pulmonar e
hepatico [96]. Segundo Fernandes et al, ressucitacdo com SH apresenta
efeitos anti-inflamatoérios, como redugcdo da inflamagcdo no pulmdo, apos
isquemia e reperfusdo seguido de injecao de E. coli [97]. No presente estudo
nés visamos estudar os mecanismos pelos quais a SH apresenta esses
efeitos benéficos, em um modelo clinicamente relevante, de sepse

polimicrobiana.

O modelo de ligadura e perfuracdo cecal causa peritonite, devido a
contaminagdo continua de bactérias na cavidade abdominal, e
consequentemente evolui rapidamente para sepse. Esse modelo
experimental apresenta um foco de infeccdo bem definido e os animais
desenvolvem os sintomas tipicos de sepse, com alta taxa de mortalidade.
Desde a primeira descricdo sobre o modelo de CLP, este tem sido
extensivamente usado para induzir sepse experimental. No que diz respeito
a sepse observada em seres humanos, o modelo de CLP é o que mais se
assemelha ao quadro séptico de pacientes, caracterizada por um estado
inicial hiperdindmico e hipermetabdlico, seguido de um estado hipodinamico
e hipometabdlico [98].

Além da relevancia clinica e do uso bem difundido nas pesquisas
sobre sepse, CLP é um meétodo simples e consistente. O resultado apos

CLP é fortemente associado com muitos fatores durante o procedimento que
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estdo diretamente relacionados com a mortalidade [99]. Os fatores que
determinam a gravidade da sepse s&o: o comprimento da ligadura do ceco,
o tamanho da agulha utilizada, o nimero de furos realizados, ressuscitacéo
por fluidos e tratamento com antibiético [98]. Em nosso estudo, 0s animais
submetidos a CLP receberam reposicéo volémica intravascular com solucéo
salina fisiologica 0,9% e solucdo salina hipertbnica 7,5%. Os animais
apresentaram sobrevida de 33% no grupo CLP (sem nenhum tratamento) e
a reposicdo volémica reduziu a mortalidade. Os animais tratados com SS
apresentaram 47% de sobrevida e os animais tratados com solugéo salina

hipertdnica apresentaram sobrevida de 60%.

As células do sistema imune participam do processo inflamatoério
eliminando diretamente microrganismos. Os neutréfilos séo células
importantes na imunidade inata, a primeira linha de defesa contra um desafio
infeccioso [27, 35, 100]. Seu arsenal de proteases e espécies reativas de
oxigénio os faz muito eficientes em eliminar bactérias, mas essas mesmas

defesas podem também levar ao dano tecidual do hospedeiro [101, 102].

5.1 Resposta inflamatéria na cavidade abdominal

Nosso estudo demonstrou que animais tratados com SH
apresentaram aumento da infiltracdo de neutréfilos no intestino em 6h,

sustentando uma reducao na infiltracdo neutrofilica tardiamente.

O foco infeccioso do nosso modelo de sepse localiza-se na cavidade

peritoneal e avaliamos se houve uma efetiva migracdo de neutrdfilos para
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combate das bactérias. No lavado peritoneal ha um aumento de neutrofilos
em 12h, no grupo SH em comparacdo com SS. Estudos demonstram que
quando ha falha na migracdo de neutrdfilos para o sitio de infeccdo, ha uma
correlacdo direta com mortalidade na sepse grave [35]. Frente a isso, 0
aumento da migragdo de neutrofilos para a cavidade peritoneal, observado
em nosso estudo no grupo SH, beneficia o direcionamento adequado da
resposta inflamatoria ao sitio infeccioso, caracteristica de uma resposta
imune bem sucedida, evidenciada na reducdo da mortalidade. A migracéo
de neutréfilos controla o crescimento bacteriano e consequentemente

previne a disseminacédo destas e o 6bito [30].

O recrutamento de neutréfilos € mediado por moléculas de adeséo,
como: selectinas, integrinas [36] e superfamilia de imunogloblinas. ICAM-1 e
VCAM-1 sdo expressas constitutivamente em células endoteliais in vitro e in
vivo. Entretanto a expressdo de ICAM-1 pode ser aumentada devido a
variedade de mediadores inflamatérios, como TNF-a e endotoxinas [36].
ICAM-1 €& uma molécula de adesdo importante no recrutamento de
neutréfilos. No intestino, nossos resultados mostraram que producdo de
ICAM-1 no grupo SH foi mantida préxima das concentracfes basais. Apos
6h de inducdo de sepse, houve aumento da infiltracdo de neutrdfilos, que
nao foi seguida pela elevacdo de ICAM-1. Por outro lado o grupo SS
apresentou aumento da concentragéo de ICAM-1 em 6h, 12h e 24h, embora
a infiltracdo de neutréfilos ndo se altere em nenhum dos periodos. Esses
dados sugerem uma auséncia de correlacdo, neste caso, entre o aumento

da infiltracdo de neutréfilos e a expressdo dessa molécula. O mesmo
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observou-se com a produgdo de CXCL-1, uma quimiocina envolvida no

processo de recrutamento de neutrdfilos.

Apos interacéo inicial com microorganismos ha ativacao da resposta
imune inata, a fim de eliminar o organismo invasor ou o proprio tecido. O
processo inflamatorio é necessario para uma defesa eficaz, que consiste na
liberacdo de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a, IL-1, IL-6 [5, 103].
Entretanto, quando essa ativacdo € excessiva, pode levar a disfuncdo
multipla de érgédos e ao Obito [10, 104]. O efeito subsequente, e as vezes
concomitante, € a liberacdo de mediadores anti-inflamatorios como citocinas
(IL-10, IL-4, IL-13 e TGF-B) [103]. Ainda no intestino, nossos resultados
mostraram que grupo SH apresentou reducao da producéo de TNF-a e IL-6,
mas nao alterou a concentracdo de IL-10 tardiamente, comparado com
grupo SS e CLP. Contudo, a administracdo da solucdo hipertdnica acarretou

uma significativa reducédo da mortalidade.

A sepse estd associada ao aumento da expressdo da iINOS.
Diversos trabalhos afirmam que a transcricdo de iNOS pode ser induzida por
citocinas, como TNF-a [10]. A interacdo do NO com superdéxido, formando
peroxinitrito [63], € uma reacdo rapida e depende da disponibilidade e
compartimentalizacdo desses radicais. Alguns estudos demonstram que
peroxinitrito é citotéxico e pode induzir tanto necrose quanto apoptose,
podendo também induzir dano tecidual e faléncia multipla de 6rgaos [105].
Neste estudo observamos no intestino que o tratamento com solugéo salina
hipertdbnica mantém os valores basais de peroxidacéo lipidica e nitrito nas

primeiras horas (até 12 horas).
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Uma das hipoteses estudadas para explicar o desenvolvimento do
estado séptico, que pode evoluir para sindrome da faléncia mdltipla de
orgdos (MODS), € a “hipotese do intestino”. Esta teoria propde que danos no
intestino resultam em uma sequéncia de eventos que inicia SIRS no
hospedeiro, consequentemente desenvolvendo a sindrome do desconforto
respiratorio agudo (ARDS) e MODS [106]. No modelo de CLP além da
perfuracdo cecal, que causa extravazamento de bactérias, tanto Gram-

positivas quanto Gram- negativas, decorre-se a hecrose no ceco.

Sabe-se que sepse pode evoluir para MODS, na qual os danos ou
faléncia dos 6rgdos ndo estdo diretamente envolvidos no processo original
da doenca. Embora a sequéncia de 6rgaos que podem falhar seja variavel, o
pulméo é geralmente o primeiro 6rgdo acometido durante a sepse, sendo a
faléncia pulmonar uma das principais causas de mortalidade durante a

doenca [106].

5.2 Resposta inflamatdria no pulméo

A sepse grave é caracterizada pela falha na migracdo de neutrofilos
para o foco primario de infeccdo e o acumulo destas células em 6rgaos
distantes, resultando em disfuncdo de 6rgaos e morte [5, 33]. O pulméao, que
€ um 6rgao a distancia e apresentou reducéo da infiltracdo de neutrdéfilos no
grupo SH apés 6h e 12h em relacdo ao grupo CLP. Em 24h, essa protecéo
mostrou-se significativa, confirmando protecao efetiva contra dano pulmonar

devido a acao neutrofilica.
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A quimiocina CXCL-1 esté envolvida no processo de quimiotaxia de
neutrofilos. O presente estudo mostrou um aumento significativo desta
quimiocina em todos 0s grupos nos periodos estudados, em relagdo ao
grupo controle. Entretanto, somente 0 grupo que recebeu reposicao
volémica com solucdo salina hipertdnica apresentou menor concentracao
desta quimiocina em comparagcdo com 0 grupo septico que recebeu nenhum
tipo de tratamento. Esse resultado indica que o motivo da reducdo do
namero de neutréfilos no pulméao, pelo grupo tratado com SH, seja causado
pela interagcdo célula endotelial — neutrofilos, uma vez que houve reducéo de
moléculas de adesdo em detrimento da permanéncia do aumento da
producédo de quimiocina.

Como dito anteriormente, a molécula de adesdo ICAM-1 esta
expressa constitutivamente nas células endoteliais. Entretanto quando
ocorre infeccdo, a liberacdo de mediadores inflamatorios como citocinas
(TNF-a e IL-1), assim como, o proprio LPS, podem aumentar a expressao
destas moléculas [33]. O grupo SH apresentou reducdo de citocinas pro-
inflamatoérias, como TNF-a e IL-6, reduzindo consequentemente a
concentracdo de ICAM-1, como observado 24h apOs a inducdo de CLP,
havendo assim menor niumero de neutrofilos infiltrados no tecido no mesmo
periodo. Esses dados podem indicar que o motivo dessa reducdo de

neutrofilos seja a diminuicdo de moléculas de adeséao.
A liberacdo de grandes quantidades de mediadores pro-inflamatorios
pode ativar uma resposta inflamatoria desregulada, resultando em danos

para os tecidos. A liberacdo excessiva de mediadores anti-inflamatorios
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pode contribuir para imunossupressao e anergia, 0 que ocorre na sepse
observada em humanos [98]. No choque hemorragico a SH inibe a
expressdo de TNF-a e aumenta a de IL-10 em macréfagos alveolares [107].
Nesse estudo, o grupo SH ndo reduziu completamente as vias pro-
inflamatorias, e aumentou a concentracdo de IL-10, diferente dos grupos SS
e CLP, mantendo o equilibrio entre citocinas pr6 e anti-inflamatorias.
Promovendo assim a eliminagdo das bactérias, mantendo eficaz a habilidade

do hospedeiro em lutar contra bactérias.

O padrao complexo da producédo de citocinas € muito estudado na
sepse. No pulmao, as principais citocinas pro-inflamatoérias, como TNF-a e
IL-6, tem se mostrado aumentadas apds inducdo de sepse por CLP [98],
como também observado em nosso estudo. Além disso, tem sido
demonstrado em estudos que altas concentracdes de IL-6 estdo fortemente
relacionadas com a mortalidade apo6s inducédo de sepse por CLP [108-110].
SH reduziu a producédo de IL-6 no pulmao, comparado com o grupo CLP,
assim como reducao da mortalidade. O grupo SH obteve sobrevida de 60%
guando comparado com 33% no grupo CLP e 47% no grupo SS, podendo
haver uma correlacdo entre a reducédo da mortalidade e a producéo de IL-6,
uma vez que a administracdo de SH aumentou a sobrevida em 13% e 27%

comparado aos grupos SS e CLP, respectivamente.

Em condic¢des fisioloégicas o NO age como importante sequestrador
de EROs, limitando a toxicidade associada com estes radicais, como
superéxido (O, ). Consequentemente esse mecanismo inibe a agregacao

plaguetaria e adesdo de leucocitos a células endoteliais [111]. Nos
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macréfagos, e neutrdéfilos o propésito bioldgico do NO e dos seus produtos é
conter e eliminar o organismo invasor. Entretanto, NO também pode ter
efeitos citotoxicos. Quando o NO reage com superoxido, por exemplo,
durante a sepse, forma produtos como peroxinitrito, um potente oxidante.
Este radical reage com lipidios, causando peroxidacdo lipidica. Podemos
observar no presente estudo uma redugéo da producdo de MDA no grupo
SH. A reacdo NO + O, também pode formar diéxido de nitrogénio (NO,), que
em solucdo aquosa forma &cido nitrico e nitroso, e consequentemente nitrito
e nitrato. Estas moléculas também estdo aumentadas durante a sepse [111].
A formacdo de nitrito foi aumentada ap6s a inducdo de sepse, porém
observamos uma reduc¢éo no grupo SH. Ambos os resultados observados, a
redugédo de nitrito e MDA, indicam uma redugdo de danos causados no

tecido por causa do estresse oxidativo.
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submetidos a sepse experimental através do modelo de ligadura e

perfuracdo cecal, no presente estudo.

7

Infusdo de volume é uma medida terapéutica necessaria em

pacientes sépticos. Pacientes com sepse apresentam extravasamento de

volume para o0 espaco intersticial e instabilidade hemodinamica. Entretanto,
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reposicdo com grande quantidade de volume pode induzir edema pulmonar
intersticial e pode aumentar presséo intra-abdominal. Acamulo de agua no
pulmao exacerba a faléncia respiratoria levando a necessidade de ventilacao
mecanica. Pressdo abdominal aumentada reduz retorno venoso, diminuindo
o rendimento cardiaco, e reduzindo perfusdo, produzindo assim dano
tecidual. Estes resultados demonstram a relevancia de se estudar pequenos
volumes para infusdo, como alternativa para tratar pacientes seépticos.
Nossos resultados (figura 20) corroboram com um estudo publicado
recentemente, onde pacientes com choque séptico, obtiveram melhoras com
0 uso de solucéo salina hipertdnica no tratamento desta doenca em relacéo
a reposicdo com solucdo salina [94], além de sugerir um mecanismo de

acao.
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6 CONCLUSAO

O modelo de CLP foi efetivo em induzir sepse, tendo em vista a
producdo de mediadores inflamatérios elevados em comparagdo com o
grupo controle. A SH modula a resposta inflamatéria em modelo
experimental de sepse polimicrobiana, além de melhorar a sobrevida (de
33% para 60%). No foco infeccioso, a SH aumentou a capacidade do
hospedeiro na eliminacdo das bactérias, considerando o aumento do numero
de neutrdfilos na cavidade abdominal. No intestino, a SH reduz o estresse
oxidativo, assim como a resposta inflamatéria. No intestino ndo se observou
uma correlacdo entre a infiltracdo de neutréfilos, moléculas de adeséo e
quimiotaxia, considerando que houve um aumento de ICAM-1 e CXCL-1,
mas reducdo de neutréfilos. Um fator importante € que a SH também
protegeu o pulmé&o, pois aumentou citocinas anti-inflamatérias, como IL-10, e
reduziu citocinas pré-inflamatoria, como IL-6 e TNF-a. Corroborando, reduziu
a infiltracao de neutrofilos, através da reducdo de moléculas de adeséo, mas
ndo de quimiocinas (CXCL-1). Além de reduzir peroxidacdo lipidica e
produgdo de nitrito, concluindo-se que houve diminuicdo no estresse
oxidativo. Com os resultados descritos acima, principalmente no pulmao e
lavado peritoneal, a ressucitacdo com SH apresenta um potencial
imunomodulatorio eficaz. Podendo considerar a SH como uma forma de

intervencao terapéutica para sepse.
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