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RESUMO

Os micro-organismos com acdo imunomoduladora afetam de maneira benéfica o
organismo hospedeiro pela melhora no equilibrio microbiano e balango imunolégico. A
bactéria Zymomonas mobilis é reportada pelas suas propriedades antagdnicas sobre
leveduras e bactérias invasoras entéricas. A translocacao de bactérias patogénicas, bem
como a destruigédo da barreira epitelial do trato gastrointestinal sdo apontados como um
dos principais fatores responsaveis pelo desenvolvimento e progresso da sepse. Desta
forma, investigar as propriedades imunomoduladoras de Z. mobilis e seu potencial
combate a infeccédo instalada durante a sepse se faz necessario para o conhecimento dos
mecanismos deste micro-organismo. Neste estudo foi avaliado o efeito da cultura de Z.
mobilis UFPEDA 202 (10°UFC/mL)sobre a sepse polimicrobiana letal induzida por
ligadura e perfuracdo cecal (CLP) utilizando camundongos machos albinos swiss Mus
musculus (n=16 ou 8/grupo). O efeito profilatico (10 dias, 2 vezes ao dia, via oral),
terapéutico (4 dias, 2 vezes ao dia, via oral) ou a associagdo de ambos foi avaliado na
sobrevida de animais submetidos a sepse letal. Seis horas apds a inducdo da sepse,
metade dos animais que receberam o pré-tratamento com Z. mobilis e o controle foram
sacrificados e tiveram a migracdo de neutréfilos, contagem bacteriana, TNF-a, 1L-6,
MCP-1 e IL-10 determinados no lavado peritoneal. Dosagem de MPO no tecido
pulmonar também foi realizada para os grupos. AlteracBes histopatoldgicas, incluindo
infiltrado leucocitario no ceco e pulmdo dosanimais foram avaliadas através de
microscopia Optica, bem como a apoptose dos linfocitos no bago por microscopia
eletronica de transmissé@o.Como resultado, os dados apontam que a combinagdo dos
tratamentos profilatico e terapéutico com Z. mobilis aumentou em 50% a sobrevida dos
animais apos 96 horas em relacdo ao grupo controle. Houve reducdo nos niveis de TNF-
a € na concentragdo bacteriana no lavado peritoneal. Por outro lado, ocorreu aumento na
migracdo neutrofilica, nos niveis de IL-6 e IL-10. Os niveis de MCP-1 mantiveram-se
semelhantes para os grupos tratado e controle. Ocorreu reducdo nos niveis de MPO no
grupo pré-tratado com Z. mobilis. A analise histopatoldgica do ceco demonstrou
aumento da migracdo leucocitaria no grupo pré-tratado em relacdo ao grupo controle. A
histologia do pulmdo mostrou melhora da lesdo aguda para o grupo pré-tratado. Através
da microscopia eletrdnica observou-se que houve 83% de linfocitos apopt6ticos no bago
dos animais controle, diferindo do grupo pré-tratado e o grupo sham, com 24% e 19%
de linfécitos apoptoticos respectivamente. Os dados obtidos neste trabalho mostram que
Z.mobilis possui atividade imunomoduladora in vivo mediante acdo regulatéria sobre as
citocinas, migracdo leucocitaria e pela diminuicdo da apoptose dos linfécitos no baco.
Ainda funciona como antagonista bacteriano in vivo, uma vez que houve reducdo na
contagem bacteriana no lavado peritoneal. Z. mobilis se comportou como um micro-
organismo promissor a ser utilizado na prevencao a sepse.

Palavras-chave: Zymomonas mobilis, imunomodulagéo, sepse.



ABSTRACT

The micro-organisms with immunomodulating effects beneficially affect the host
organism by improving the microbial balance and balance the immune system. The
bacterium Zymomonas mobilis is reported for its antagonistic properties on invasive
enteric bacteria and yeasts. The translocation of pathogenic bacteria, as well as the
destruction of the epithelial barrier of the gastrointestinal tract are noted as one of the
main factors responsible for the development and progression of sepsis. Thus, to
investigate the immunomodulatory properties of Z. mobilis and its potential to fight
infection installed during sepsis is needed for the knowledge of the mechanisms of this
micro-organism. This study assessed the effect of culture of Z. mobilis UFPEDA 200
(10° CFU/mL) on the lethal polymicrobial sepsis induced by cecal ligation and puncture
(CLP) using swiss albino male mice Mus musculus (n = 16 or 8/group). The
prophylactic effect (10 days, 2 times a day, oral), therapeutic (4 days, 2 times a day,
orally) or the association of both was evaluated on survival of animals submitted to
sepsis lethal. Six hours after induction of sepsis, half of animals that received
pretreatment with Z. mobilis and control were sacrificed and had the migration of
neutrophils, bacterial counts, TNF-a, IL-6, MCP-1 and IL-10 certain the peritoneal
fluid. Dosing of MPO in lung tissue was also performed to the groups.
Histopathological changes, including leukocyte infiltration in the cecum and lungs of
animals were evaluated by light microscopy, and apoptosis of lymphocytes in the spleen
by transmission electron microscopy. As a result, the data show that the combination of
prophylactic and therapeutic treatments with Z. mobilis increased 50% survival of
animals after 96 hours in the control group. Reduction in levels of TNF-a and bacterial
concentration in peritoneal fluid. Moreover, occurred increase in neutrophil migration
on levels of IL-6 and IL-10. The levels of MCP-1 remained similar for the treated and
control groups. Occurred a reduction in MPO levels in the group pretreated with Z.
mobilis. Histopathology of the cecum showed increased leukocyte migration in pre-
treated group compared to the control group. Histology showed improvement in lung
acute injury to the group pretreated. Through electron microscopy it was observed that
there was 83% of apoptotic lymphocytes in the spleen of control animals, differing from
group pretreated and sham group, with 24% and 19% of apoptotic lymphocytes
respectively. The data obtained in this work show that Z. mobilis has
immunomodulatory activity in vivo by regulatory action on cytokines, leukocyte
migration and decreased apoptosis of lymphocytes in the spleen. Still works as an
antagonist bacteria in vivo, since there was a reduction in bacterial count in peritoneal
fluid. Z. mobilis has behaved like a promising micro-organism to be used in the
prevention of sepsis.

Keywords: Zymomonas mobilis, immunomodulation, sepsis.






1 INTRODUCAO

A mucosa intestinal pode representar um grande sitio no inicio de infeccédo por
micro-organismos invasores por ser uma porta de entrada para patdgenos externos.
Assim, o hospedeiro desenvolve uma série de mecanismos defensores capazes de
eliminar o patdégeno, o que envolve resposta imune inata e adaptativa (VAUGHAN et
al., 1999). Determinados micro-organismos ndo patogénicos possuem capacidade de
imunoestimularem o hospedeiro, uma vez que podem atuar nas células intestinais,
interagindo desta forma com o tecido linfoide associado ao trato gastrointestinal
(GALT) que comeca a se formar antes do nascimento. (EBERL et al. 2009).

Zymomonas mobilis é uma bactéria Gram-negativa que teve estudos iniciados a
seu respeito entre os séculos XIX e XX, onde Barker e Hillier isolaram esta espécie
bacteriana da sidra. Lidner acrescentou conhecimentos a seu respeito em sua estada no
México, onde identificou a presenca desta espécie que provocava a fermentacdo do
aguamiel, seiva do Agave mexicano. O aguamiel era utilizado pelos astecas nos rituais
religiosos para prevencdo e tratamento de infeccOes intestinais (GONCALVES DE
LIMA et al.,, 1970). Todavia, apenas em 1936 Kluyver e Van Niel nomearam
taxonomicamente a espécie, e este nome € aceito até os dias atuais (SWINGS, DE LEY,
1977).

Ha indmeros estudos na literatura a respeito das propriedades fermentativas de
Zymomonas mobilis para a producdo de etanol. Alguns autores defendem que o
rendimento para a producdo deste alcool é até mesmo superior aquele produzido
pelaSaccharomyces cerevisiae, sendo um micro-organismo promissor para esta
utilidade (ERNANDEZ, 2008). No entanto, os estudos a respeito de suas propriedades
bioldgicas sdo escassos. Varios casos de cura ndo publicados sdo conhecidos, assim o
Departamento de Antibiéticos da Universidade Federal de Pernambuco vinha
fornecendo culturas de Zymomonas mobilis por solicitacdo médica (TORRES, 2003,
JALES, 1999).

Ha alguns estudos a respeito das propriedades antagbnicas de Zymomonas
mobilis frente a micro-organismo patogénicos (MESQUITA, 2008), sua caracterizacao
como bactéria probidtica (AZEREDO, 2004), sua ac¢do antitumoral através da levana
(CALAZANS et al., 2000), suas propriedades estimulantes para as citocinas in vitro e
protecdo contra parasitas que provocam a esquistossomose (SANTOS et al., 2004).
Todavia, poucos estudos foram publicados de fato. Buscamos com este trabalho,



elucidar possiveis mecanismos de acéo para a atuacdo imunomoduladora desta bactéria
frente ao modelo de sepse letal por CLP em camundongos.

A sepse € uma sindrome da resposta inflamatoria sistémica (SRIS) associada a
uma falha na resposta imune inata do individuo, caracterizada pela incapacidade de
ativacdo e liberacdo de mediadores pro-inflamatdrios, devido a infeccdo por bactérias
(em 85% dos casos), embora fungos, virus e parasitas possam ser responsaveis em
menor frequéncia (YAN et al., 2004; CHUNG et al., 2003). A incidéncia de sepse vem
crescendo e os indices de mortalidade diminuiram muito pouco, acometendo todas as
idades (ABRAHAM et al., 2000; ALBERTI et al., 2002). E tida como a 10? causa de
morte no relatério do Centro para Prevencédo e Controle de Doencas (CDC). Possui uma
alta taxa de mortalidade correspondendo a até 51% e 18 milhdes de pessoas vem a 6bito
por ano no mundo devido a esta complicacdo (MARTIN et al., 2005).

O uso de Zymomonas mobilis reside na sua possivel capacidade de substituir a
microbiota patogénica por bactérias comensais e na sua interagdo com o sistema
imunolégico (FOLIGNE et al., 2007). Uma vez que a translocacdo bacteriana
patogénica do trato gastrointestinal para o restante do corpo pode, na maioria das vezes,
ocasionar a sepse, assim como a destruicdo da funcéo da barreira intestinal, o uso desta
bactéria com suas provaveis a¢gdes imunomoduladoras se faz justificavel. A alteracdo da
microflora do intestino com micro-organismos ndo patogénicos e ndo invasores, além
de imunomoduladores tem sido proposta como uma terapia adjuvante para reduzir o0s
niveis de translocacdo bacteriana e impedir o inicio do sepse (EWASCHUK et al.,
2007). Portanto, a finalidade deste estudo foi determinar a eficacia da cultura de
Zymomonas mobilis em impedir ou atenuar o desenvolvimento da sepse em modelo

animal, através de suas propriedades moduladoras sobre o sistema imune.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Zymomonas mobilis

Zymomonas mobilis sdo bactérias Gram-negativas (figura 1 A), anaerdbias
facultativas, frequentemente moveis, de 1 a 4 flagelos polares e ndo esporulantes. Em
sua morfologia, apresentam-se como bastonetes grossos (1 a 1,5 pum de largura) e curtos
(2 a 6 um de comprimento). Podem ser encontrados isolados ou em pares, e ainda mais
raramente em cadeias com poucas unidades (FALCAO DE MORAIS, 1983;
ERNANDES, GARCIA-CRUZ, 2009; GONCALVES DE LIMA, 1968).

Entre os séculos XIX e XX os consumidores de sidra tornaram-se mais
exigentes, preferindo aquelas com sabor mais adocicado. Os fabricantes encontraram
dificuldade, pois estas sidras facilmente desenvolviam uma “doen¢a” devido a uma
fermentacdo secundaria. Desta forma, Barker e Hillier isolaram uma cepa bacteriana
desta sidra, a Zymomonas mobilis. Entretanto, devido a falta de uma taxonomia latina,
estes pesquisadores ndo avaliaram a descricdo desta bactéria (BARKER, HILLIER,
1912; BARKER, 1948; SWINGS, DE LEY, 1977).

Entre 1923 e 1924, durante sua estadia no Mexico, Lindner estudou a
fermentacdo do aguamiel, que é a seiva acucarada do Agave. Este fermentado é
utilizado para obtencdo de uma bebida tipica denominada pulque, contendo de 4 a 6 %
de etanol. Lindner descobriu uma bactéria causadora da fermentacéo, a qual denominou
Termobacterium mobile. Esta passou a ser denominada Zymomonas mobilis a partir de
1936 por Kluyver e Van Niel (SWINGS, DE LEY, 1977).

Diversas cepas de Zymomonas foram isoladas do suco fermentado do caldo-de-
cana-picado por Gongalves de Lima e outros pesquisadores do Nordeste brasileiro.
Desta forma, estas cepas foram denominadas Z. mobilis variedade recifenses
(GONCALVES DE LIMA et al., 1970; SWINGS, DE LEY, 1977).

Observou-se a ocorréncia de Z. mobilis em diversas localizacbes mundiais,
dentre elas a Europa, onde a bactéria foi isolada de vinhos de macé e contaminantes na
industria de cerveja. Na Africa, Américas e Asia através do fermentado de vinhos de
seiva de palmas (MILLIS, 1956; CARR, PASSMORE, 1971; DADDS, MARTIN,
1973; CARR, 1974).



Z. mobilis s@o capazes de crescer em pH variando entre 3,5 e 7,5. Alguns autores
encontraram uma temperatura étima de crescimento para este micro-organismo de 25 a
31 °C (MILLIS, 1951). De acordo com Gongalves de Lima et al., (1970) as cepas CP1,
CP2 e CP3 var. recifenses crescem bem entre 25 e 42°C. Entretanto, Swings e De Ley
(1977) constataram crescimento das CP3 e CP4 var. recifenses a 38°C, mas nédo a 40°C.

Em meio liquido, é observada uma grande densidade celular para seu

crescimento. Em meio sélido, as colénias crescem de forma lenta (acima de 48 horas) e

convexa, com coloracdo esbranquicada medindo de 1 a 2 mm de diametro (figura 1 B)
(SWINGS, DE LEY, 1977).

Figura 1:Aspectos microscopico e macroscopico de Zymomonas mobilis. Estas apresentam-se como
bactérias gram-negativas, bastonetes grossos e curtos (A). Aspecto macroscépico das coldnias e sua

coloracdo esbranquigada (B). Acervo da prépria autora.

A fermentacdo quantitativa de hexoses em etanol e gas carbbnico é
caracteristica peculiar do género Zymomonas. Apds 12 a 24 horas 0 meio liquido torna-
se turvo e com abundante formacéo de gas. Foi encontrada uma converséo de etanol de
1,5 a 1,9 mol/mL de glicose para 40 cepas pesquisadas por Swings e De Ley (1977). A
fermentacdo de glicose foi muito ativa apds 10 horas a uma temperatura de 30 °C. Além
de etanol, pouca quantidade de acido latico também foi produzida e ainda houve tragos
de acetaldeido (SWINGS, DE LEY, 1977).

Nos Ultimos anos, Z. mobilis tem se mostrado promissora para a producdo de
etanol em escala industrial. Isto porque apresentam alta toleréncia ao etanol, grande
velocidade especifica de consumo do substrato e consequentemente, um alto rendimento
(RUANGLEK et al., 2006; BEAVAN et al., 1989).



Z. mobilis necessita de agucares fermentaveis em seu meio de crescimento, tais
como glicose, sacarose ou frutose (SWINGS , DE LEY , 1977). Utilizam estas fontes de
carbono pela via bioquimica de Entener- Doudoroff, sendo as Unicas bactérias a utilizar
esta rota (GIBBIS, MOSS, 1954; VIIKARI, 1984). Esta via tem caracteristicas de
reacdo em comum com a via glicolitica classica. A limitacdo da utilizagdo de outras
fontes de carbono por Z. mobilis para produzir etanol foi evidenciada por Behera et al.,
(2010) em que as flores de Madhuca latifolia L.foram utilizadas como fonte glicidica e
Saccharomyces cerevisiae teve um rendimento de etanol 21,2% maior que Z. moblis.

Quando utiliza sacarose como fonte energética, Z. mobilis é capaz de produzir
um polissacarideo, a principio de alto peso molecular, denominado levana (JEREZ,
1993; ERNADES, 2006 ). Este anidofructosilfructosidio solivel em &gua é utilizado
pela industria de alimentos como agente espessante, produtos dietéticos e fixador de
cores (YUN, 1996).

A estabilidade da levana produzida por Z. mobilis 113 “S” foi avaliada por
Bekers et al., (2005) e estes pesquisadores observaram que o polimero ndo se degrada
caso a cultura liquida seja armazenada por 120 horas de 25 a 30 °C. Zikmanis et al.,
(2007) estudaram esta mesma cepa 113 “S” com relagdio as mudancas na
hidrofobicidade da superficie celular (CSH) e concluiram que este valor aumentou
proporcionalmente com o aumento da temperatura de cultivo e fontes de carbono no
meio.

Lee e Huang (2000) avaliaram um modelo matematico para a fermentacédo de Z.
mobilis ATCC 10988 a partir de glicose e sacarose presentes no meio liquido e
propuseram que tal modelo foi capaz de predizer a formacdo de biomassa, etanol e
sorbitol no fermentado. Toma et al.,(2003) perceberam que a rotagédo (1100 rpm)
aumentou o rendimento de biomassa e producdo de etanol em paralelo com a
diminuicdo da sintese de bioprodutos.

Wilkis (2009) observou a influéncia da adicdo de 6leo de casca de laranja a
cultura de Z. mobilis durante 96 horas de fermentacdo. Seus achados indicam que a
concentracdo do 6leo capaz de inibir a producdo de etanol é inversamente proporcional
ao tempo de fermentacao.

Gongalves de Lima (1968) investigou a acdo antagonica de Z. mobilis frente a
diversos micro-organismos como: Salmonella typhi, Escherichia coli, Sarcina lutea,
Proteus morganii, Micrococus citreus, Staphylococcus aureus e fungos, tais como o

Aspergillus niger. Os resultados mostraram efeitos relevantes.



Visando observar a atuacdo de Z. mobilis var. recifenses frente a Neisseria
gonorrhoeae, Candida albicans e Trichomonas vaginalis, Wanick e Silva (1971)
administraram a cultura liquida e sobre a forma de geleia em pacientes infectadas por
estes micro-organismos, sendo o tempo de cura mais rapido para aquelas que
receberam a Z. moblis na forma de geleia (12 dias) do que na forma liquida (15 dias).

Souza e Souza (1973) impregnaram tampdes vaginais com Z. mobilis sob a
forma de geleia em pacientes portadoras de infec¢Ges por Escherichia coli, Neisseria
gonorrhoeae, Trichomonas vaginalis e Staphylococcus aureus. Estes tampdes eram
trocados a cada 24 horas e o tratamento durava de 6 a 10 dias. Houve recuperacgédo da
coloracdo da mucosa vaginal bem como o desaparecimento dos sintomas clinicos das
colpites e vulvovaginites nas pacientes tratadas.

A acdo de Z. mobilis var. recifensis frente a enterocolite bacteriana foi avaliada
por Lopes et al., (1980). Os pacientes foram tratados com trés doses diarias durante 10
dias. Coproculturas foram realizadas anterior e posteriormente ao tratamento,
constatando-se melhoras na sintomatologia e diminuicdo acentuada da infeccéo
bacteriana.

Bacelar (1997) avaliou a acdo da cultura de Z. mobilisem camundongos com
peritonite bacteriana e encontrou uma diminuicdo de 60 para 33% na taxa de
mortalidade além de amenizacdo da formac&o de abscessos.

Calazans et al., (1997) estudou a acdo antitumoral de levanas de diferentes cepas
de Z. mobilisem camundongos albinos swiss, encontrando uma inibicdo de 74% para o
carcinoma de Ehrlich e 54% para o sarcoma 180 quando tratados com levana obtida a
partir da Z. mobilis CP4. A cepa ZAP apresentou inibicdo tumoral de 59% para o
sarcoma e de 63% para o carcinoma.

Jales (1999) estudou o efeito antimicrobiano da cultura de Z. mobilis bem como
seu liofilo frente a cepas de Staphylococcus aureus. Vasconcelos (2001) estudou as
mesmas atividades antagonicas sobre culturas de Candida albicans.

Santos (2002) investigou os efeitos imunomoduladores de Z. mobilissobre a
producdo de citocinas humanas in vitro. Esta pesquisadora constatou que a cultura pura
promove uma imunoestimulagdo mais acentuada do que a levana ou apenas a massa
celular.

A cultura liofilizada de Z. mobilis inibiu o crescimento de Escherichia coli
produtora de f-lactamases nas primeiras horas de contato, sendo esta agdo crescente
com o tempo (ROCHA, 2003).



Azerédo (2004) evidenciou que a ingestdo de Z. mobilis CP4 por via oral em
ratos Wistar ndo influenciou o consumo de racdo nem o ganho de pesos dos animais
tratados. Os testes histopatoldgicos ndo apresentaram diferencas morfologicas para o
figado, intestino e baco entre os grupos tratado e controle. A autora conclui ainda que
ndo houve translocacdo bacteriana para o sangue dos animais pela cepa teste nem
alteracdo na contagem de leucdcitos totais. Desta maneira, Z. mobilis se comportou
como micro-organismo ndo patogénico e também nao toxico.

Mesquita (2008) avaliou a atividade antagonica de dez linhagens de Z. mobilis
frente a 49 micro-organismos patogénicos. Destes, Z. mobilisUFPEDA 355 inibiu o
crescimento de 10 amostras de Pseudomonas aeroginosa, 4 de Escherichia coli, 7 de
Staphylococcus aureus, 5 de Salmonella entérica e 1 Salmonella choleraesuis.

2.2 Micro-organismos com acéo imunomoduladora no trato gastrointestinal

H& mais de 400 espécies bacterianas habitantes do trato gastrointestinal. A
mucosa deste estd em contato fechado com a microbiota local, sendo esta area a
segunda maior do corpo humano, medindo de 250 a 400m?, perdendo apenas para o
trato respiratdrio (FANG et al., 2000).

A mucosa intestinal representa um grande foco de inicio de infeccdo por
patdgenos a partir do momento que é um portal de entrada para micro-organismos
exogenos. Desta maneira, 0 hospedeiro desenvolve uma série de mecanismos de defesa
capazes de debelar o patdégeno, envolvendo resposta imune inata e adaptativa
(VAUGHAN et al., 1999).

As células que participam da resposta imune contra patégenos estao localizadas
especialmente nas estruturas linfaticas da lamina propria ou membrana basal do
intestino. Muitos estudos tém relatado a capacidade de certos micro-organismos
estimularem o sistema imunoldgico do hospedeiro, uma vez que eles aderem as células
intestinais e interagem com o tecido linfoide associado ao trato gastrointestinal (GALT)
que comeca a se formar antes do nascimento (EBERL et al., 2009, CERF-
BENSUSSAN, GABORIAU-ROUTHIAU, 2010).

Os eventos de regulacdo da resposta imune intestinal ocorrem em diversos
compartimentos: agregados em foliculos, placas de Peyer e distribuidos dentro da
mucosa, no epitélio intestinal e em locais secretores (BRANDTZAEG, 1995). Os

linfécitos T intraepiteliais apresentam um carater predominantemente citotoxico e



imunossupressor, enquanto que as céelulas da ldmina propria apresentam um fenotipo
mais auxiliar e indutor (células B) (ISOLAURI et al., 2001).

A secrecdo de IgA pela mucosa do TGI é de grande importancia para a resposta
imune e auxilia na protecdo do hospedeiro por ligar-se a uma enorme variedade de
antigenos bacterianos, virais e fungicos (DELCENSERIE et al., 2008, DE MORENO et
al., 2008). A resposta imune da mucosa para bactérias comensais inclui a producéo de
IgA independente de linfocitos T (MACPHERSON et al., 2000). A IgA secretada é
resistente a protedlise intraluminal e ndo ativa o sistema complemento ou as respostas
inflamatdrias, o que torna esta imunoglobulina ideal para protecdo das mucosas
(ISOLAURI et al., 2001). H& diferenca entre as imunoglobulinas secretadas pelo
intestino delgado e grosso. Sendo que no primeiro ha presenca do isotipo IgAl1 e no
segundo ocorre a IgA2 (SALMINEN et al., 1998).

Os anticorpos IgA presentes na mucosa do intestino sdo comuns a outras areas e
secrecBes corporais que incluem trato respiratério, lagrimas, saliva e glandulas
mamarias. Desta forma, uma resposta iniciada no GALT pode afetar a resposta
imunoldgica em outras mucosas (ISOLAURI et al., 2001).

A resposta imune inicial adaptativa pode comecar nas placas de Peyer ou nos
linfonodos mesentéricos (Figura 2). As células B e T ativadas podem deixar os tecidos
linfoides e se direcionarem para a ldmina prépria através da corrente sanguinea. As
bactérias sdo apresentadas as placas de Peyer principalmente pelas células dendriticas
(CERF-BENSUSSAN, GABORIAU-ROUTHIAU, 2010).
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Figura 2: Visdo esquematica do sistema linfatico associado ao trato gastrointestinal. Placas de
Peyer’s e linfonodos mesentéricos sdo organizados no foliculo linfoide intestinal. O antigeno luminal
pode ser reconhecido pelas células epiteliais intestinais e por células dendriticas. A drenagem linfética das

Placas de Peyer’s e vilosidades da lamina prdpria vai para o fluxo da linfa indicado pelas setas. Adaptado
de Spahn, Kucharzik (2004).

2.3 Micro-organismos com a¢éo imunomoduladora e seu uso nas patologias

Matsumoto et al., (2008) avaliaram a administracdo oral de Bifidobacterium
longum frente a sepse em ratos causada por Pseudomonas aeruginosa e concluiram que
esta bactéria exibiu um efeito protetor contra a infeccdo. Cunningham-rundles et al.,
(2000) estudaram se a administracao oral de Lactobacillus plantarium 299v em criangas
portadoras de HIV congenitamente iria promover um aumento dos nutrientes e melhor
crescimento para os pacientes. Seus achados indicam uma melhora na resposta imune
inata e seguridade para 0 uso desta cepa.

Fang et al., (2000) investigaram a influéncia da ingestéo de Lactobacillus GG e
Lactobacillus lactis em pacientes que receberam vacina da Salmonella typhi Ty21a com
intuito de mimetizar a infeccdo e sugeriram que os Lactobacillus podem influenciar
diferencialmente na resposta imune e que isto depende da cepa utilizada.

Diversos estudos clinicos tém demonstrado a acdo profilatica e ou terapéutica de

micro-organismos ndo patogénicos com acdo imunomoduladora especificos contra
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gastroenterites agudas virais e diarréias associadas a antibioticos. Para este Gltimo caso,
pacientes hospitalizados que receberam Saccharomyce boulardii apresentaram uma taxa
de diarreia de 9,5%, enquanto aqueles pertencentes ao grupo controle apresentaram um
indice de 22% (SURAWICZ et al., 1989; GISMONDO et al., 1999). Esta mesma cepa
foi utilizada em outro estudo com 130 criancas de idades variando entre 3 meses e 3
anos a fim de investigar sua acdo na diarreia aguda. Houve melhora do quadro clinico
apos apenas 24 horas do inicio do tratamento, contra 96 para o grupo placebo
(CETINA-SAURI et al., 1994).

Administracdo de uma cepa ndo patogénica de E. colipode ter um efeito
equivalente ao farmaco padrdo, a mezalasina, utilizado na terapia da colite ulcerativa
(KAUR et al.,2002). Sakamoto et al., (2001) reportou que Lactobacillus gasseri €
efetivo tanto para a supressdo da bactéria Helicobater pylori quanto para reduzir a

inflamacdo da mucosa géstrica intestinal.

2.4 Sepse: definicdes

Sepse é uma palavra grega que significa decomposicdo de material orgéanico,
animal ou vegetal sendo que este termo foi utilizado pela primeira vez ha mais de 2.700
anos por Homero (GEROULANOS et al., 2006; FUNK et al., 2009; VICENT et al.,
2009). A ligacdo entre sepse e infeccdo foi introduzido a partir do século XIX por um
obstetra austriaco e um cirurgido britnico, Semmelweis e Lister respectivamente
(FINK et al., 2005). Em 1914, Schottmuller conceituou septicemia como sendo o
aparecimento de sinais decorrentes da acdo de micro-organismos no foco da infecgédo
para a corrente sanguinea (SCHOTTMUELLER,1914). Atualmente, sabe-se que a sepse
estd mais intimamente relacionada a resposta do hospedeiro ao micro-organismo
causador da infeccdo do que as caracteristicas do préprio micro-organismo
(GEROULANOS et al., 2006; FUNK et al., 2009; VICENT et al., 2009).

A sepse é descrita como uma sindrome clinica bastante complexa que resulta em
uma resposta ofensiva do hospedeiro contra a infeccdo. Inicialmente o individuo
acometido desenvolve uma resposta, entretanto ocorre ampliagéo desta culminado em
um acontecimento desregulado. Os sinais clinicos primarios incluem: febre, confusdo
mental, hipotensdo transitoria, oliguria e trombocitopenia. Um grande nimero de

pacientes vem a Obito mesmo nos estagios iniciais da doenga, entretanto aqueles que
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sobrevivem evoluem para faléncia respiratoria ou renal, distirbios na coagulacdo e
hipotensdo profunda (COHEN, 2002).

A sepse € representada por uma conjuntura entre infeccao e resposta inflamatoria
do hospedeiro, podendo levar em ultimo caso a disfuncdo organica e provavel morte do
individuo. Cada 6rgéo que entra em faléncia aumenta em 15 a 20% as chances de morte
do individuo (PEREZ, FONCEA, 2000). Entretanto, os termos: infecgdo, sepse,
bacteremia e choque séptico muitas vezes se confundem. Desta forma, em 1992 a
Sociedade de Terapia Intensiva e o Colégio Americano de Médicos do Torax publicou
um consenso que abandonou os termos septicemia e sindrome séptica, preconizando
que apenas o termo sepse deveria ser utilizado. Assim foram introduzidos novos termos

que se encontram sumarizados na tabela 1 abaixo:

Tabela 1: Termos relacionados a sepse. Adaptado de: Goldstein et al., (2005); ACCP/SCCM,
(1992)

Termo Definigéo

Presenca de bactérias vidveis na corrente

Bacteremia sanguinea

Processo patoldgico causado pela invasao
do micro-organismo patogénico a
Infeccdo determinado tecido, fluido ou cavidade

normalmente estéril do hospedeiro

Hospedeiro devera apresentar duas ou
mais das seguintes condicdes:
Sindrome da Resposta Inflamatoria - Temperatura axilar > 38° C ou < 36°C
Sistémica (SIRS) - FC > 90 batimentos/min
- FR > 20 incursdes respiratorias/min ou
Pa CO, < 32 mmHg
- Leucocitose > 12.000 cél/mm?®ou

leucopenia < 4.000 cél/mm?®

SIRS associada a suspeita ou identificacao
Sepse do foco infeccioso. E a resposta sistémica

do hospedeiro a infeccéo
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Sepse relacionada a manifestagdes de
hipoperfuséo tecidual e disfungéo
organica, caracterizada por acidose latica,
oligdria ou alteracdo do nivel de
Sepse grave consciéncia, ou hipotensao arterial com
pressdo sistélica < 90 mmHg. Entretanto,
ndo h& necessidade de agentes

VasSopressores

Hipotensdo ou hipoperfuséo induzido pela
Choque séptico sepse refrataria a ressuscitagdo volémica
adequada, e com subsequente necessidade

de administracdo de agentes vasopressores

Caracteriza-se pela alteracdo na fungéo
organica de forma que a homeostasia ndo
Sindrome da Disfuncéo de Multiplos possa ser mantida sem intervencao

Orgéos (SDMO) terapéutica. Geralmente séo utilizados
parametros dos seguintes 6rgdos-chave:
pulmao, coracdo, rins, figado e cérebro

A alta incidéncia da sepse é muitas vezes relacionada a diversos fatores, tais
como: 0 aumento da expectativa de vida, que de forma consequente leva ao aumento no
namero de pacientes idosos com enfermidades graves inerentes, ao emprego exacerbado
e descontrolado de antibidticos, que resulta em um maior nimero de bactérias
resistentes, e finalmente devido a um amento robusto no nimero de procedimentos
invasivos e ao crescente numero de pacientes imunodeprimidos (RANGEL-FRAUSTO,
2005).

2.5 Epidemiologia da sepse

Apesar de diversos estudos publicados e dos avangos nas pesquisas, a incidéncia
da sepse vem aumentando consideravelmente ao longo dos anos de forma que ha uma
elevacdo de 8,7% ao ano entre as décadas de 1979 a 2000, além de que a incidéncia
aumentou de 82,7 casos/100.00 habitantes para 240,2/100.00 habitantes neste mesmo
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periodo (MARTIN et al., 2003). Durante estas duas décadas as infec¢des por micro-
organismo gram-positivos aumentou em 26,3% ao ano, totalizando 52,1% dos casos de
sepse em 2000. A proporcdo de pacientes com faléncia multipla de érgdos passou de
16,8% no periodo entre 1979 a 1984 para 33,6% entre 1995 a 2000 (CHALUPKA,
TALMOR, 2012).

E tida como a décima causa de morte no relatério da CDC (Centers for Disease
Control and Prevention) ultrapassando até mesmo as taxas do somatorio dos canceres
de pancreas, prostata, mama e colorretal (ANGUS et al., 2001). Nos Estados Unidos a
incidéncia da sepse grave é de 750.000 casos por ano, alcancando uma taxa de
mortalidade de 28,6%. Na Europa, um estudo clinico envolvendo 14.364 pacientes
admitidos em 28 UTI’s, mostrou que 24% das infeccBes hospitalares foram
correspondentes a sepse grave e 30% ao choque séptico (VICENT, CARLET, OPAL,
2002).

O Indice em pacientes pediatricos é crescente, tendo uma incidéncia de 0,56
cas0s/1000 criangas no mundo, sendo 28% destes pacientes acometidos abaixo de 1 ano
de idade (WATSON et al., 2003). Os Estados Unidos apresentam um indice de 170
neonatos com sepse em 1.000 nascidos vivos (CHALUPKA, TALMOR, 2012).

Estudos epidemiol6gicos a respeito da sepse envolvem quase que
exclusivamente os paises desenvolvidos (CRIBBS, MARTIN, 2009). Entretanto, este é
um problema global, visto que Adhikari et al., (2010) observaram que a sepse acomete
entre 15 a 19 milhdes de pessoas por ano, incluindo 5 milhdes na Asia Oriental, 4
milhdes no Sul da Asia e 2 milhdes na Africa Sub-saariana.

Nos Estados Unidos, os custos totais com pacientes internados com sepse
passaram de 56,6 bilhdes de dolares para 81,7 bilhGes de dolares entre os anos de 2000
a 2005 (HALPERN, PASTORES, 2010).

No Brasil, o estudo BASES(Estudo Epidemiol6gico da Sepse no Brasil)
desenvolvido em 5 UTI’s em Santa Catarina e S0 Paulo evidenciou uma incidéncia de
sepse, sepse grave e choque séptico de 46,9%, 27,3% e 23% respectivamente. Isto
culminou numa mortalidade de 33,9%, 46,9% e 52,2% (SILVA et al., 2004). Um estudo
multicéntrico realizado em 65 hospitais do Brasil identificou que os principais sitios de
infeccdo nos pacientes acometidos pela sepse foram: pulmonar (69%), abdominal
(23,1%) e urinario (16%) (SALES JUNIOR et al., 2001).

Sogayar et al., (2008) realizaram um estudo multicéntrico em 21 hospitais

brasileiros e concluiram que sdo gastos 9.973 dolares e 9.490 ddlares durante a
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internacdo do paciente nos hospitais publicos e privados respectivamente. O custo
meédio diario para os pacientes sobreviventes na UTI foi de 826 dolares e de 1.094

dolares para os ndo sobreviventes.

2.6 Fisiopatologia da sepse

2.6.1 Resposta imune inicial durante a sepse

O organismo apresenta barreiras mecanicas tais como tecido epitelial, barreiras
quimicas como os acidos graxos da pele e barreiras biologicas como a propria flora
intestinal. Quando essa eficiente linha de defesa € rompida os micro-organismos
patogénicos invadem o organismo hospedeiro e sdo imediatamente reconhecidos pelas
células componentes do sistema imune inato: macrofagos, eosinofilos, células Natural
Killers (NK), neutréfilos e células dendriticas (JANEWAY, WALPORT,
SHLOMCHICK, 2007; RUDIGER, STOTZ, SINGER, 2008).

Os macrdfagos residentes dos tecidos sdo responsaveis pelo reconhecimento dos
patdgenos e pela quimiotaxia de fagdcitos para o foco infeccioso. Os neutréfilos sdo as
primeiras células que sdo recrutadas para o local da injuria, sendo responsaveis pela
fagocitose dos patdgenos. Seguidamente, o material fagocitado é eliminado por enzimas
lisossomais e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio produzidos por estas proprias
células (HAMPTON et al., 1998). Na primeira fase da migracdo neutrofilica ocorre o
rolamento dos leucocitos pelo vaso sanguineo mediado pelas chamadas selectinas.
Desta forma, os leucdcitos se aderem firmemente ao endotélio vascular, sendo este
processo mediado pelas integrinas. Subsequentemente, o leucdcito realiza a
transmigracdo do endotélio para os tecidos (VAN ZEE et al., 1991).

Os neutrofilos ativados ao se locomoverem para o sitio infeccioso removem o0s
agentes agressores pela combinacdo da fagocitose e a degranulacdo, podendo este
processo ocasionar danos teciduais ao hospedeiro pelo “burst respiratorio”. Os
neutréfilos ainda tém a capacidade de ativarem por feedbackpositivo a resposta
inflamatoria com liberacdo de TNF-a e IL-B que sdo responsaveis pela inibicdo da
contratilidade miocardica, aumento da permeabilidade vascular e relaxamento da
musculatura lisa (ROSENBERG, GALLIN, 1998).
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2.6.2 Reconhecimento dos patdgenos

O reconhecimento dos patégenos pelas células do sistema imune inato se da por
receptores chamados de reconhecimento padrdo que sao capazes de identificar
estruturas moleculares presentes na superficie dos micro-organismos, denominadas de
padrGes moleculares associados a patdgenos (PAMPS). Estes sdo provenientes de
bactérias, virus, parasitas e fungos (MEDZHITOV, JANEWAY, 2000).

Dentre os principais representantes dos receptores de reconhecimento padréo
(PRR) encontram-se os toll-like dos mamiferos. Estes pertencem a uma familia
composta por proteinas de membrana que foram conservadas de forma evolutiva e
identificadas nos mamiferos tendo homologia com os receptores toll da Drosophila
melanogaster, sendo o nome toll-like derivado desta homologia (MEDZHITQOV,
PRESTON-HURLBURT, JANEWAY, 1997). Na mosca adulta, o Toll produz
resisténcia a infecgdes contra fungos devido a um mecanismo de sinalizacdo
envolvendo proteinas semelhantes ao NFk-B e Ik-B dos mamiferos (LEMAITRE et al.,
1996).

Os receptores transmembranares toll-like sdo compostos por dominios
repetitivos extracelulares de leucina e um dominio citoplasméatico homologo ao do
receptor IL-1, sendo desta forma capaz de proporcionar a sinalizagcdo intracelular
(SANDOR, BUC, 2005). Até 0 momento, 13 membros pertencentes a familia toll-like
foram descritos, estando 11 expressos em humanos sendo responsaveis por diferentes
respostas imunes. As diferencas no reconhecimento dos patdgenos e nos diversos
produtos advindos das vias de sinalizacdo entre os toll-like sdo possiveis devido a
diversidade entre os dominios extracelulares (ANDERSON, 2000; HOPKINS,
SRISKANDAN, 2005).

Os toll-like,devido a seu papel relacionado ao reconhecimento de patdgenos, sdo
expressos em monaocitos/macrofagos, células dendriticas, neutréfilos, células endoteliais
e células epiteliais intestinais, de forma estratégica estas células estdo diretamente
expostas a invasdo de micro-organismos patogénicos (tabela 2). Alguns componentes
das familias toll-like estdo ligados as células da resposta imune adaptativa, estando
expressos nos linfocitos B e T (MUZIO et al., 2000).

Alguns receptores toll-like sdo expressos na superficie celular, como sdo os TLR
1,2,4, 5 e 6, enquanto outros Sdo expressos nas vesiculas membranosas endociticas ou

até mesmo em outros compartimentos intracelulares, como € o caso dos TLR 3,7,8 € 9.
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A localizacéo celular dos TLRs esta relacionada ao padrdo molecular dos seus ligantes,

como por exemplo, os receptores TLR 8 e 9 reconhecem especialmente acidos nucléicos

que necessitam de internalizagdo para se ligar ao seu receptor e induzir ativacdo dos
mecanismos responsaveis pela sinalizacdo (AKIRA, UEMATSU, TAKEUCHI, 2006).

Tabela 2: Receptores toll-like, suas fungdes e células em que estdo localizados.

Receptor toll-like

Funcéo

Células em que esta
presente

TLR1 (AKIRA, HEMMI, 2003)

Reconhecimento de triacil

peptideos

Macrofagos, monaocitos,
células dendriticas e

linfocitos B

TLR2 (SCHWANDNER et al.,
1999; SATO et al., 2003)

Ligacdo com glicolipideos e
peptideoglicanos de
bactérias  Gram-positivas,
lipoarabinimananas de
micobactérias, zymozan de

fungos

Mondcitos, macrofagos e

células dendriticas

TLR3 (ALEXOPOULOU et al.,
2001; AKIRA et al., 2006)

Reconhecimento dos RNASs

de fita dupla durante

infeccdes virais

Células dendriticas
maduras e células
epiteliais

TLR4 (BOZZA et al., 1994)

Reconhecimento do LPS de

bactérias gram-negativas

Macrofagos, neutrdfilos,
células  epiteliais e

células dendriticas

Ligacdo com a flagelina | Células epiteliais,
TLR5 (HAYASHI et al., 2001) | bacteriana monécitos e células
dendriticas imaturas
Reconhecimento de
componentes antivirais
TLR7 e TLR8 (AKIRA et al.,, | sintéticos
2006) imadazoquinolinicos e
alguns analogos
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denucleotideos de guanina

Ligacdo ao motivo GpG
TLR9 (BAUER et al., 2008) nao-metilado das bactérias

(reconhecimento do DNA

gendmico bacteriano)

A expressdo dos TLRs nas células apresentadoras de antigenos (APCs) tais
como os macrofagos e células dendriticas é especialmente importante no inicio da
resposta imune adaptativa. As células dendriticas tem papel fundamental na ativacdo das
células T virgens, pois sdo elas as responsaveis pela apresentacdo do antigeno a estas
células. O reconhecimento dos micro-organismos pelos TLRs inicia um processo de
maturacdo das células dendriticas (ha sua forma imatura tém pouco poder de ativacao) o
que resulta num aumento da expressdao de MHC (complexo de histocompatibilidade
principal), bem como aumento na produgéo de citocinas. Estes sinais provenientes das
células dendriticas maduras irdo induzir a ativagdo e proliferacdo das células T, levando
ao desencadeamento da resposta imune adaptativa. Desta forma os TLRs desenvolvem
uma ponte fundamental entre a resposta imune inata e adaptativa (IWASAKI,
MEDZHITQOV, 2004).

O primeiro membro pertencente a familia toll-like identificado nos mamiferos
foi 0 TLR4. Ele é expresso em varias células como macrofagos e células dendriticas
(MEDZHITOV, PRESTON-HURLBURT, JANEWAY, 1997). O TLR4esta
relacionado ao reconhecimento das bactérias gram-negativas, ou seja, o principal
receptor do LPS (endotoxina) que é responsavel pelas caracteristicas de uma auténtica
infeccdo por micro-organismos gram-negativos (BOZZA et al.,, 1994). O LPS é
composto por uma regido variavel de carboidratos, denominada de antigeno O. Em
seguida, ha uma regido mais conservada chamada de cerne oligossacarideo (2-ceto-3-
acido deoxioctonico). Finalmente, ha uma regido lipidica que € bastante conservada nas
bacteérias, o lipidio A (MUNFORD, VARLEY, 2006). O lipidio A serve para ancorar a
parede celular bacteriana (Figura 3) e é a por¢do fundamental do LPS responsavel pela
ativacdo do TLR4 e, estando as preparacdes sintéticas de lipideos A capazes de

reproduzirem os efeitos biologicos bem proximos aos do LPS (GALANOS et al., 1985).
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Figura 3: Estrutura do lipopolissacarideo de bactérias gram-negativas. KDO: 2-ceto-3-acido
deoxiocténico (LOLIS, BUCALA, 2003).

Anteriormente, acreditava-se que o mecanismo de sinalizacdo pelo LPS era
fundamentado exclusivamente em uma glicoproteina transmembranar denominada
CD14, entretanto, estudos mais recentes identificaram um outro receptor, visto que o
CD14 ndo apresenta segmento intracelular. Observou-se camundongos C3H/HeJ que
possuem uma mutacdo pontual natural na porcao citoplasmatica do TLR4 que abole a
sinalizacdo deste receptor, sdo incapazes de responder ao LPS através da producdo de
citocinas, tais como IL-1B e TNF-a, comportando-se desta forma extremamente
resistente a endotoxemia letal (GALANOS, FREUDENBERG, 1993; POLTORAK et
al., 1998).0 papel do CD14 como receptor para o LPS foi comprovado em estudo com
animais CD14-/- que apresentaram maior resisténcia a endotoxemia, entretanto esta
resisténcia desaparece quando as doses de LPS sdo aumentadas (HAZIOT et al., 1996;
Moore et al., 2000).

Sabe-se que o reconhecimento do LPS pelo complexo CD14-TLR4 envolve
moléculas acessorias, tais como o LBP (proteina ligadora de LPS) capaz de transferir o
LBP ao CD14 e ao MD-2 (SCHUMANN et al., 1990). Este ultimo é uma pequena
molécula que ndo possui regido transmembrana sendo expressa na superficie da célula e
interage com dominios externos do TLR-4. O reconhecimento do LPS pelo TLR-a
parece estar diretamente envolvido ao auxilio do CD14 e do MD-2. A sinalizacdo dos
TLRs depende de proteinas adaptadoras especificas, como o MyD88 (fator de
diferenciagdo mieloide), TOLLIP (proteina de interagdo Toll), IRAK (quinase associada
ao receptor IL-1) e um adaptador denominado TRAF6 (fator 6 associado ao receptor de
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TNF). Ocorrem vaérias etapas de fosforilacdo (Figura 4) de forma sequencial que irdo
culminar na fosforilagdo do iKB (inibidor do fator Kappa B), o que ir4 liberar o NF-kB
(fator nuclear kB). Por sua vez, este ird sofrer translocacdo nuclear e induzir a
transcricdo de varios genes responsaveis pela resposta inflamatdria, que codificardo

citocinas e quimiocinas, por exemplo (COHEN, 2002).

Lipopolissacarideo microbiano

( «
Induc3o da resposta inflamatériae
: imune dos genes \ !

“{

Figura 4: Etapas da transdugdo de sinal decorrentes da interacdo do LPS com o receptor
toll. IKK1 — ikappa B kinase 1; IKK2- ikappa B kinase 2 (MEDZHITOV, JANEWAY, 2000)

Enquanto o TLR4 esta envolvido com o reconhecimento das bactérias gram-
negativas, o0 TLR2 tem um papel fundamental na deteccdo de bactérias gram-positivas.
Estas possuem diversos componentes da sua parede celular que incluem o LTA (acido
lipoteicoico) que € um glicolipideo carregado negativamente, podendo ativar o sistema
imune. Ha também peptideoglicanos e lipopoproteinas que sdo imunoestimuladores. O
TLR2 pode interagir com o TLR1 e com o TLR6, o que parece estar envolvido na

discriminacdo de mudancas sutis na porc¢éo lipidica de lipoproteinas. O LTA apresenta
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dominio diacilado e ativa as células através da formacdo de um heterodimero
TLR2/TLR6 (AKIRA et al., 2006).

Estudos realizados utilizando animais TLR2-/- mostraram que estes animais séo
altamente susceptiveis a infeccdo por Staphylococcus aureus e Streptococcus
pneumoniae (TAKEUCHI, HOSHINO, AKIRA, 2000; ECHCHANNAOUIet. al., 2002).
Entretanto, foi demonstrado um grau de polimorfismo no gene que codifica 0 TLR2
humano, estando associado a uma menor resposta a diversas lipoproteinas bacteriana e
ao choque séptico induzido por bactérias gram-positivas, especialmente o
Staphylococcus spp. (COOK, PISETSKY, SCHWARTZ, 2004).

2.7 Citocinas e quimiocinas envolvidas na sepse

As células do sistema imune inato sdo responsaveis pela liberacdo de mediadores
inflamat6rios ao reconhecerem o0s antigenos bacterianos. Esses mediadores séao
chamados citocinas e quimiocinas. Nos minutos iniciais apds o estimulo, séo liberadas
citocinas pro-inflamatdrias, tais como o fator de necrose tumoral (TNF-o) ¢ a
interleucina 1 (IL-B) que s@o responsaveis por muitos dos efeitos fisiopatologicos
observados durante a sepse (COHEN, 2002).

O TNF-a ¢ liberado principalmente por macréfagos e células epiteliais ativadas
durante a sepse e possui varios efeitos bioldgicos, tais como: inducdo da liberacdo de
proteinas de fase aguda pelo figado, ativacdo de macréfagos e neutrofilos, aumento da
expressdo de moléculas de adesdo endoteliais envolvidas com o rolamento dos
leucdcitos, em mastocitos causa a degranulacdo da célula e liberacdo de histamina
(VAN OVERVELD et al., 1995; GAUR, AGGARWAL, 2003). Ha dois tipos de
receptores para 0 TNF-a: o TNFR-I e 0 TNFR-II. O processo de apoptose é induzido
através da sinalizacdo do receptor TNFR-I, sendo este o principal responsavel pela
maioria dos efeitos bioldgicos exercidos pelo TNF-o (MICHEAU, TSCHOPP, 2003;
WAJANT, PFIZENMAIER, SCHEURICH, 2003). Nos neutréfilos, 0 TNF-a induz o
aumento da capacidade fagocitica pela producdo de superoxido e liberagdo de enzimas
(MOVAT et al., 1987). O TNF-a medeia a inducdo da producdo de IL-1, o que leva a
producdo de IL-6 (interleucina-6) e PAF (fator ativador de plaquetas). E responsavel
pela ativagéo das células endoteliais. A IL-1 induz os efeitos sistémicos da sepse como:
febre, hipotensdo, choque e disfungdo orgénica (CIPOLLE, PASQUALE, CERRA,
1993; FISHER et al., 1994).
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A IL-6 é uma importante citocina liberada durante a sepse, sendo produzida por
macrdfagos, células endoteliais e neutrofilos sob estimulo infeccioso. Ela é capaz de
induzir a diferenciagfo dos linfocitos B e ativacido e proliferacdo dos linfocitos T. E
capaz de induzir a producdo de proteinas de fase aguda, como a proteina C reativa pelos
hepatocitos (HACK, AARDEN, THIJS, 1997). Pesquisas demostram a IL-6 como um
biomarcador da severidade da sepse, pois 0s seus niveis estavam elevados em cerca de
60 a 100% dos pacientes com este quadro patologico (GOGOS et al., 2000; KOX et al.,
2000). Enquanto estudos mostram que a IL-6 funciona em sinergismo com 0 TNF-a € a
IL-1 atuando de maneira pro-inflamatéria (BOZZA, BOZZA, CASTRO FARIA NETO,
2005; HENGST, 2003) outras pesquisas contradizem este fato defendendo que a IL-6
inibe a sintese de IL-1 e TNF-a induzida por LPS (BARTON, 1997). Estudos
mostraram que camundongos IL-6-/- foram mais susceptiveis a sepse induzida pela
bactéria gram-positiva Listeria monocytogenes assim como a sepse pela bactéria gram-
negativa Escherichia coli (DALRYMPLE et al., 1995; DALRYMPLE et al., 1996).

O IFN-y ¢ responsavel pela ativagdo de mecanismos antibactericidas através do
incremento da apresentacao de antigenos, fagocitose e liberacdo de citocinas via Thl (T
helper 1). Desta forma é uma citocina importante na resposta imune inata (SEKI et al.,
2000; Qiu et al., 2001). Inicialmente, o IFN-y foi descrito como interferente na
replicagdo viral (ISAACS, LINDENMANN, 1957) e secretada majoritariamente por
linfécitos. Todavia, atualmente sabe-se que esta citocina € também produzida pelas
células apresentadoras de antigenos, como macrofagos e células dendriticas, podendo
atuar de forma autocrina ou paracrina (FRUCHT et al., 2001; GESSANI,
BELARDELLI, 1998).

O HMGB-1 (proteina do grupo de alta mobilidade box 1) é uma proteina
citosélica e nuclear liagadora de DNA que é liberada especialmente por macrofagos
apos estimulo como LPS e TNF-o. Tem sido descrita como um marcador tardio da
sepse (apds 20-72h do estimulo) e estd envolvida com o desenvolvimento da faléncia
maultipla dos 6rgdos. Sua secrecdo ativa a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias como
IL-8, TNF-a e IL-1. Pacientes com sepse severa, bem como animais submetidos a
modelos experimentais de sepse demonstraram altos niveis desta proteina. A utilizagdo
de anticorpos neutralizantes para esta citocina em animais submetidos a sepse e
endotoxemia letal protegeu estes animais (L1 et al., 2004; YANG et al., 2005; WANG et
al., 2004; MANTELL, PARRISH, ULLOA, 2006;LOBO, LOBO, 2007; UENO et al.,
2009).



23

A 1L-10 (interleucina-10) € uma importante citocina envolvida com a patogénese
da sepse. Ela atua na maturagdo e na funcdo de apresentacdo de antigeno de algumas
células apresentadoras de antigenos (APCs). A IL-10 é produzida por linfocitos T
citotoxicos (CD8+), linfocitos B, neutrofilos, mondcitos/macrofagos e células epiteliais.
O LPS presente nas bactérias gram-negativas € um potente estimulo para a secrecdo de
IL-10. A ligacdo da IL-10 ao seu receptor celular é capaz de ativar vias de sinalizacéo
que culminam na inibic¢do da translocacgao nuclear de NFk —B (fator nuclear kappa beta).
O principal efeito resultante € a diminuicdo da sintese de citocinas pro-inflamatérias,
tais como IL-1, TNF-a, IL-8, além de outras (SCUMPIA et al., 2005).

O MCP-1 (proteina quimiotatica para mondcitos) atua sobre células T, mondcitos,
células NK, baséfilos e mastdcitos. Devido as suas propriedades quimiotaticas, estudos
sugerem gue esta quimiocina ativa células da linhagem monocitica, bem como poderia
alterar o balango entre citocinas pro e anti-inflamatérias no modelo de endotoxemia letal
(JIANG et al., 1992; ZISMAN et al., 1997). Vérios achados mostram elevados niveis de
MCP-1 no plasma de paciente com sepse (BOSSINK et al., 1995). A neutralizacdo do
MCP-1 resultou em um grande aumento da mortalidade em camundongos com
endotoxemia letal, enquanto a administracdo da MCP-1 recombinante levou a um
aumento acentuado da sobrevida dos animais (ZISMAN et al., 1997). Para 0 modelo de
sepse induzida por CLP, autores encontraram resultados semelhantes em que a
neutralizacdo do MCP-1 levou a aumento da mortalidade dos animais (MATSUKAWA
etal., 1999)

2.8 Sepse e apoptose dos linfdcitos

A apoptose, definida como a morte programada da célula, € um processo pelo
qual a célula sofre um suicidio que ndo seja por via de necrose. Esta Gltima ocorre na
maioria das vezes por exposicao a agentes nocivos, ja a apoptose é dependente de genes
especificos que iniciam um suicidio programado em resposta ao estimulo. O processo
apoptdtico é caracterizado por uma verdadeira deformacgdo da célula em que ocorre
encolhimento celular, rompimento da membrana e condensacdo da cromatina nuclear,
devido a endonucleases endogenas (SCHWARTZ, OSBORNE, 1993; COHEN et al.,
1992). A apoptose pode ser induzida por algumas substdncias tais como:

glicocorticoides, citocinas pro-inflamatérias e o 6xido nitrico. Pesquisas apontam que a
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sepse induz um aumento na taxa de apoptose em linfocitos imaturos residentes nos
tecidos hematopoiéticos como medula 6ssea e timo (AYALA et al., 1995; AYALA et
al., 1996).

A apoptose dos linfocitos tem sido reconhecida como um passo importante na
patogénese da sepse experimental, por induzir um estado chamado de “paralisia
imunologica” que deixa o hospedeiro vulnerdvel aos patdgenos invasores (LANG,
MATUTE-BELLO, 2009). Weber et al., (2008) sugerem que a apoptose dos linfécitos é
um dos fatores responsaveis pela modulacdo na sepse e que tem sido reconhecida como
um passo importante na patogénese da mesma. Autdpsia realizada em pacientes que
morreram com sepse (entre 30 a 90 minutos apds o Obito para evitar alteragdes celulares
como autdlise) revelou extensa apoptose dos linfdcitos e das células gastrointestinais. A
sepse provavelmente acelera esse processo. Esses resultados foram semelhantes aos
estudos com animais (HIRAMATSU et al, 1997; CHUNG et al., 1998;
OBERHOLZER et al., 2001; HOTCHKISS et al., 1997; OBERHOLZER et al., 2001;
COOPERSMITH et al., 2002).

Estudos feitos através da imuno-histoquimica do baco de pacientes autopsiados
revelaram uma diminui¢cdo marcante no namero de linfocitos B e T CD4+ bem como de
células dendriticas. Entretanto, ndo houve alteracdo no ndmero de macréfagos
(HOTCHKISS et al., 2001; HOTCHKISS et al., 2002 ). A apoptose dos linfécitos
aumenta rapidamente no sangue de pacientes com choque séptico, o que leva a uma
linfopenia profunda e persistente e que o grau de apoptose dos linfdcitos é diretamente
proporcional a gravidade da sepse (LE TULZO et al., 2002).

Hé& dois mecanismos principais pelos quais a apoptose contribui para a “paralisia
imunologica na sepse”. O primeiro se da através da supressdo das células efetoras, uma
vez que a queda profunda nos linfocitos B e T prejudica a resposta imune adaptativa,
que por sua vez interfere na resposta imune inata, devido a ligacdo que ha entre esses
dois tipos de imunidade. Ocorre ainda a diminuicdo das células dendriticas que € a mais
importante apresentadora de antigeno. O segundo mecanismo decorre da anergia das
células Thl e Th2 (GRIFFITH et al., 1996; VOLL et al., 1997; FADOK et al., 1998).

2.8.1 Vias da apoptose na sepse

H& dois caminhos classicos envolvidos na inducdo da apoptose na sepse (figura

5): via caspase-8 iniciada em um receptor especifico (via extrinseca) e via caspase-9
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iniciada na mitocondria (via intrinseca) (MARSDEN, STRASSER, 2003). Tanto a
caspase-8 quanto a caspase-9 tém a capacidade de ativar a caspase-3, que € uma
protease crucial na via comum final da morte celular por apoptose. A caspase-8 pode
ser ativada por ligantes de varios receptores, incluindo TNF-o e CD95L (ou FASL). A
via mitocondrial pode ser ativada por uma gama de estimulos que incluem espécies
reativas de oxigénio, agentes quimioterapicos e radiacdo. Estudos indicam que tanto a
via extrinseca quanto a intrinseca estdo evolvidas com a apoptose dos linfocitos.
Hotchkiss et al., (1999a) mostraram que camundongos que superexpressam a proteina
anti-apoptotica relacionada ao linfoma de células B tipo 2, (Bcl-2) que é uma proteina
conhecida por proteger contra a apoptose mediada pela via mitocondrial, tém seus
linfocitos quase que completamente protegidos da apoptose durante a sepse. Estudos de
imuno-histoquimica do baco de pacientes que morreram com sepse mostram que houve
apoptose dos linfocitos através da via mitocondrial (HOTCHKISS et al., 1999b;
HOTCHKISS et al., 2001). Por outro lado, descobertas recentes mostram também que a
via extrinseca é ativada uma vez que os linfocitos apoptéticos dos pacientes com sepse
apresentavam tanto a capase-8 ativa quanto a caspase-9 (HOTCHKISS et al., 2005).

Ha outras possibilidades, pois pesquisas indicam que em alguns casos a caspase-
3 ativada poderia ativar também a caspase-8. A prépria caspase-3 poderia ser ativada
pela caspase-9 em um verdadeiro circuito de amplificagdo. Outros estudos defendem
que a caspase-3 pode ativar a caspase-9 de forma retrograda. Desta forma, ha uma
verdadeira cascata de ativacdo entre estas caspases (CREAGH, MARTIN, 2001).
Microscopia realizada nos tecidos esplénicos mostrou caracteristicas morfoldgicas
condizentes com apoptose, incluindo nucleo compactado e fragmentado (PERFETTINI,
KROEMER, 2003; NEWTON, STRASSER, 2003; CREAGH, CONROY, MARTIN,
2003). E provavel que varios fatores estejam envolvidos na determinacdo se a célula
sofrerd apoptose e por que vai isto ira ocorrer. O estado da ativacdo, o estagio do ciclo
celular, a magnitude do estimulo apoptético e do tipo de bactéria podem estar
envolvidos nesta decisdo (HOTCHKISS, NICHOLSON, 2006). Pesquisa feita em
modelo de sepse por E. coli em babuinos mostrou que a apoptose ocorreu tanto pela via

extrinseca quanto pela via intrinseca (EFRON et al., 2004)
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Figura 5: Comunicacdo entre as duas vias de morte celular por apoptose. A via extrinseca é mediada
pela caspase-8 enquanto a via intrinseca é mediada pela caspase-9. BAX — Bcl-2 associada a proteina X;
APAF-1 — fator ativador de protease apoptotica; SMAC — ativador de caspase secundario & mitocondria;
IAP — proteinas inibidoras de apoptose (fonte: HOTCHKISS, NICHOLSON, 2006)

2.9 Modelos experimentais de sepse

Reproduzir modelos animais de sepse implica em uma série de complicagdes
uma vez que em humanos a doenca apresenta bastante severidade, ha necessidade de
intervences terapéuticas de forma imediata e também existe bastante heterogeneidade
nos pacientes. O modelo utilizado deve causar vasodilatagdo, hipotensdo, foco
infeccioso, complicagdes imunoldgicas e até mesmo a mortalidade observada nos
individuos acometidos. Estes modelos permitem um maior entendimento a respeito da
fisiopatologia da doenca. Novos alvos terapéuticos tém sido sugeridos, entretanto
quando os resultados sdo extrapolados da pré-clinica para a clinica os resultados ainda
sdo muitas vezes controversos (ZANOTTI-CAVAZZONI, GOLDFARB, 2009). Nos
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seres humanos a sepse se desenvolve ao longo de horas ou dias e muitas vezes resulta
de uma evolucéo clinica prolongada, o0 que pode ocasionar a faléncia multipla de 6rgéao
e morte. Entretanto, os modelos animais geralmente resultam de uma situacdo clinica
aguda e de curso pequeno, o que levanta as diferencas fisiopatologicas das duas
diferentes circunstancias (ZANOTTI-CAVAZZONI, GOLDFARB, 2009).

Os primeiros modelos de sepse utilizavam a administragdo de endotoxinas como
0 LPS por via intravenosa ou intraperitoneal. Esta técnica tem a grande vantagem pela
facilidade do procedimento técnico e devido a sua resposta homogénea, tornando facil a
sua reproducdo (BURAS, HOLZMANN, SITKOVSKY, 2005). A administracdo de LPS
em animais ou humanos causa uma intensa liberagdo de mediadores pro-inflamatorios.
Contudo, a maioria dos estudos clinicos utilizando resultados obtidos na sepse por
endotoxemia falhou. A injecdo de bactérias ndo leva a colonizacdo e replicacdo
essencial das mesmas para a reproducdo de um foco infeccioso, e esta auséncia
mimetiza apenas a SIRS associada a sepse. Além disso, alteracBes cardiovasculares
descritas em modelos de endotoxemia ndo séo condizentes com o quadro observado em
humanos (REMICK, WARD, 2005; BURAS, HOLZMANN, SITKOVSKY, 2005;
CROSS, OPAL, SADOFF, 1993).

No modelo de administracdo exdgena de patdgenos vidveis como administracdo
intravenosa ou intraperitoneal de E. coli, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus a
investigacdo precisa do mecanismo de defesa do organismo contra 0 micro-organismo
especifico € possivel. Diferentemente da endotoxemia, neste caso ha a colonizacdo e
infeccdo bacteriana. Entretanto, assim como a endotoxemia, alguns fatores
comprometem a eficacia do modelo, como a necessidade de quantificacdo bacteriana
antes e depois da administracdo (BURAS, HOLZMANN, SITKOVSKY, 2005).

Tentando driblar os problemas intricados com os modelos citados acima,
modelos evolvendo peritonites foram desenvolvidos. Dentre eles o CLP foi amplamente
difundido e € considerado pela maioria dos especialistas como o padrdo ouro para
mimetizar a sepse (DYSON, SINGER, 2009). A técnica do CLP estabelece uma
infeccdo polimicrobiana , contendo bactérias aerdbias, anaerobias e até mesmo fungos
decorrentes do processo inflamatorio e tecido necrosado. Esta técnica reproduz a
infeccdo resultante em alteracfes hemodindmicas e imunoldgicas condizentes com a
sepse observada em pacientes humanos (DEITCH, 2005; WICHTERMAN, BAUE,
CHAUDRY, 1980). S&o varias as aplica¢fes para 0 modelo CLP, podendo ser utilizado
para pesquisas de metabolismo e demanda energética (COOPERSMITH et al., 2002),
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procedimento de ressuscitacdo (MARX et al., 2004), eficacia de antibidticos (RITTER
et al., 2004), entre outras aplicabilidades. Alguns autores reconhecem as contribui¢oes
de tal modelo para a pesquisa da sepse, entretanto defendem que o CLP ndo reproduz
completamente a severidade e complexidade da sepse em humanos, devendo ser
investigadas de forma mais aprofundada as fases evolutivas da sepse (DEJAGER et al.,
2011).

Sendo o modelo de inducdo de sepse letal mais utilizado por se assemelhar a
progressdo e caracteristicas desta patogenia em humanos (DYSON, SINGER, 2009),
este modelo foi o escolhido para efetuar este trabalho. Além disso, trata-se de uma
pesquisa pioneira, pois até o presente momento ndo foram achados relato na literatura
da avaliacdo da acdo de Z. mobilis frente ao modelo de sepse por CLP em camundongos
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar a imunomodulacdo mediada por Zymomonas mobilis UFPEDA 202

frente ao modelo de sepse induzido por ligadura e perfuracdo cecal (CLP).
3.2 Objetivos especificos

e Auvaliar a sobrevida dos animais submetidos a sepse apds tratamento profilatico,
terapéutico ou uma combinagdo de ambos com Zymomonas mobilis;

e Avaliar a migracdo neutrofilica no lavado peritoneal dos animais submetidos a
sepse por CLP;

e Investigar a concentra¢do bacteriana no lavado peritoneal para os grupos pré-
tratado com Zymomonas mobilis e controle;

e Determinar a concentracdo de mieloperoxidase no tecido pulmonar dos grupos
controle e pré-tratado com Zymomonas mobilis;

e Determinar os niveis de citocinas TNF-a, IL-6 e IL-10 e a quimiocina MCP-1 no
lavado peritoneal de animais submetidos a sepse por CLP;

e Avaliar alteracdes histopatoldgicas do ceco e pulmdo nos grupos pré-tratado
com Zymomonas mobilis e controle ap6s sepse por CLP;

e Avaliar a apoptose dos linfécitos no baco dos animais submetidos a sepse.



4 MATERIAIS E METODOS



32

4 MATERIAIS E METODOS

Para este trabalho foi utilizada a linhagem da bactéria Zymomonas mobilis,
designada por CP4 e registrada como UFPEDA 202 pertencente a Colecdo de Cultura
de Micro-organismos do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de

Pernambuco.
4.1 Pré-fermentacéo

Para obtengdo da cultura deZ. mobilis foi realizada uma pré-fermentagdo em
meio SSDL (Standard Swings e De Ley), cuja composicao €: 20g/L de glicose e 5g/L de
extrato de levedura (pH 6,5). O meio foi autoclavado a 121 °C durante 15 minutos. O
inéculo foi incubado em estufa a 32°C durante 24 horas. A cultura derivada da pre-
fermentagdo foi inoculada em meio de cultivo SSDL e incubada novamente em estufa a
32°C durante 24h, para obtencdo do fermentado. Apos este periodo, uma aliquota do
fermentado foi plaqueada em placas de Petri contendo SSDL solido e cultivada durante
48h em estufa a 32 °C. Ap6s a incubacdo, a quantificacdo de células viaveis foi

realizada através do nimero de unidades formadoras de coldnias por mL (UFC/mL).

4.2 Fermentacéo, quantificacdo das Unidades Formadoras de Coldnias e teste de

pureza

O meio foi preparado de forma idéntica ao meio da pré-fermentacdo e a
fermentacdo iniciada pela transferéncia da cultura de pré-fermentacdo para o meio
SSDL, numa proporc¢do que representa 10% (v/v) do volume inicial de fermentacdo. A
partir desta transferéncia foi iniciada a fermentacdo que durou 24 horas. Apds esse
tempo, uma aliquota de meio mililitro da cultura de Z. mobilis foi diluida de forma
seriada e plaqueada sobre 0 meio SSDL. As placas semeadas foram incubadas durante
48 horas em temperatura de 32 °C. Ap0s a incubacdo, a enumeracdo das células viaveis
foi realizada e o nimero de unidades formadoras de colénias (UFC) determinado. A
cultura de Z. mobilisem meio SSDL foi semeada nos meios Sabouraud e Mueller-

Hinton para detectar a possivel contaminacdo de fungos ebactérias, respectivamente.
4.3 Animais

Para a realizacdo do experimento de sepse induzida por CLP, foram utilizados
camundongos machos albinos Swiss Mus musculus, pesando entre 25 e 30g (com cerca

de 60 dias de nascidos), provenientes do Biotério do Departamento de Antibidticos da
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Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram mantidos sob temperatura de
22°C+2, além de receberem &gua e racdo ad libidum. Os protocolos experimentais
realizados seguiram os principios técnicos e éticos preconizados pela Sociedade
Brasileira de Ciéncias em Animais de Laboratorio (SBCAL). O projeto foi aprovado
pela Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal da UFPE sob processo de nimero
23076.015663/2011-10.

Foram utilizados cinco grupos, totalizando 64 animais distribuidos da seguinte

forma:

A) G1 - controle L-CLP:(N=16) os animais receberam soro fisiolégico (0,9%)
v.0. duas vezes ao dia durante dez dias. No décimo primeiro foi induzida a sepse letal
por CLP metade dos animais foi eutanasiada seis horas ap0s a inducdo para observacao
dos parametros, enquanto a outra metade foi mantida para a observacdo da taxa de

sobrevida. Este grupo foi composto por dezesseis animais.

B) G2 - tratamento profilatico com Z. mobilispara observagdo dos
parametros e sobrevida:(N=16) os animais foram previamente tratados com Z. mobilis
(10° UFC) v.0. duas vezes ao dia durante dez dias. No décimo primeiro dia foi induzida
a sepse letal por CLP e metade dos animais foi eutanasiada seis horas apds a inducgéo
para observacdo dos parametros, enquanto a outra metade foi mantida para a observacao
da taxa de sobrevida.

C) G3 - sham:(N=16) os animais receberam soro fisioldgico (0,9%) v.o. duas
vezes ao dia durante dez dias. No décimo primeiro uma parte dos animais sofreu uma
incisdo de 2 cm no abdémen, sem manipulacdo intestinal ou inducdo de sepse e foram
suturados, sendo metade dos animais eutanasiados seis horas apds o procedimento para
a observacdo dos parametros. A outra metade foi mantida para observacdo da taxa de
sobrevida.

D) G4- sobrevida tratamento curativo com Z. mobilis: (N=8) apds inducéo da
sepse por CLPos animais foram tratados com Z. mobilis (10° UFC) v.o. duas vezes ao

dia durante 96 horas.

E) G5 - sobrevida de tratamento profilatico e curativo com Z. mobilis:

(N=8) neste grupo houve uma combinacéo entre o tratamento profilatico e curativo.
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4.4 Inducéo da sepse letal por CLP

Os animais foram previamente anestesiados por via intraperitoneal com uma
mistura de ketamina 80% e xilazina 8%. Apds anestesia, foi realizada laparotomia
mediana com exposicdo do ceco seguido de ligadura e 1 perfuracdo transversal do
mesmo, com uma agulha 18G, para a inducdo da sepse letal. Apds o procedimento
cirargico, o ceco dos animais foi recolocado em sua posi¢do original, dentro do
abddmen, e o mesmo foi fechado em duas camadas com fio de sutura de nylon 4-0.
Imediatamente apds a cirurgia cada animal recebeu uma injecdo subcutanea de um 1mL
de salina a 37°C. Ap0s seis horas da inducdo da sepse letal, grupos de animais foram
eutanasiados em camara de CO, e tiveram a cavidade peritoneal lavada com 3mL de
PBS + EDTA (3mM) estéril, para determinacdo de leucocitos totais, citocinas e
quantificacdo bacteriana. A metodologia descrita foi seguida de acordo com Rittirsch et
al., (2009).

4.5 Contagem total e diferencial de leucdcitos na cavidade peritoneal

O lavado peritoneal foi coletado com auxilio de pipeta Pasteur e armazenado em
tubos de ensaio para a quantificacdo do numero de leucdécitos totais. A contagem foi
realizada em analisador hematoldgico ABX micros 60. Com auxilio de citocentrifuga
SEROCITO® 2400 foram confeccionadas laminas para a realizagdo da contagem
diferencial dos leucdcitos. As laminas foram coradas com May-Grinwald-Giemsa. A
contagem celular diferencial (polimorfonucleares e mononucleares) foi realizada em
microscopio éptico comum, com auxilio de objetiva de imersdo (aumento de 1000
vezes), contando-se 100 células por 1dmina. Os resultados foram expressos em ndmero
total de células (x 10°).

4.6 Determinagao de citocinas no lavado peritoneal

Apos a quantificagdo dos leucacitos, o lavado peritoneal foi centrifugado durante
10 minutos sob 2.000 rpm e o sobrenadante armazenado sob temperatura de -40°C para
determinagdo das citocinas. As concentragdes das citocinas TNF-a (sensibilidade 8
pg/mL e curva padrdo 8-1000 pg/mL), IL-6 (sensibilidade 4 pg/mL e curva padréo 4-
500 pg/mL), IL-10 (sensibilidade 30 pg/mL e curva padrdo 30-4000 pg/mL) e MCP-1
(sensibilidade 15pg/mL e curva padrdo 15-2000pg/mL) foram determinadas por ELISA

de acordo com as instrugOes do fabricante (eBioscience) e lidas em 450nm.
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4.7 Enumeracéao das bactérias no lavado peritoneal

A quantificacdo do numero de bactérias no lavado peritoneal foi realizada 6
horas apos a inducdo da sepse. Os animais foram sacrificados, sendo a cavidade
peritoneal lavada com PBS estéril. O lavado peritoneal foi entdo diluido (1:100; 1:1000;
1:10000) em PBS estéril e 10 pL dessa solu¢do semeada em placas de Petri contendo
meio Agar Mueller Hinton (Difco Laboratories). Todo o procedimento foi feito sob
condicdes estéreis. Apos a semeadura, as placas foram incubadas por 18h a 32°C e
contado o namero de colbnias. Os resultados foram expressos como Log de UFC/mL

para o lavado peritoneal.

4.8 Avaliacdo histopatologica

Para avaliar a migracdo neutrofilica para a parede do ceco e pulmdo dos
camundongos submetidos a sepse, animais de cada grupo (sham, controle, e pre-tratado
com Zymomonas mobilis) foram sacrificados 6 horas apds inducdo da sepse por CLP.
Fragmentos do ceco e pulmédo foram removidos, fixados em formol 10% por 24 h,
desidratados em alcool e embebidos em parafina. Fragmentos de 5um foram corados em

Hematoxilina — Eosina para analise histopatoldgica da resposta inflamatéria.

4.9 Avaliacdo da apoptose dos linfécitos no baco

Para avaliar a apoptose dos linfocitos no baco dos camundongos submetidos a
sepse, animais de cada grupo (sham, controle, e pré-tratado com Zymomonas mobilis)
foram sacrificados 6 horas ap6s inducdo da sepse por CLP. Fragmentos do baco foram
removidos e fixados com glutaraldeido 2,5% (Sigma) e paraformaldeido a 4% (Sigma)
em 0,1M de tampdo cacodilato de sodio (Sigma). Apos a fixacdo, as amostras foram
lavadas duas vezes no mesmo tempdo e pos-fixados em 0,1M tampdo cacodilato (pH
7,2) contendo 2% de tetroxido de 6smio (Sigma), 5mM de cloreto de calcio e 0,8% de
ferrocianeto de potassio. Em seguida, as amostras foram desidratadas em séries
crescentes com 0 uso de acetona e incluidas em SPIN PON-resina (Embed 812). Os
blocos foram polimerizados e armazenados em estufa a 60°C por trés dias. Cortes
semifinos foram coletados e armazenados em grades de niquel, contrastando com

acetato de uranila 5% e citrato de chumbo e examinados em microscopio eletronico de
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transmissdo (Morgani FEI 268D). Um minimo de 100 células por amostra foram
observadas para avaliar alteracbes morfoldgicas celulares, sendo o percentual de células

apoptoticas expressas.

4.10 Quantificacao de mieloperoxidase

Amostras do tecido pulmonar foram coletadas em solucdo tampéo (fosfato
monobasico e dibasico) acrescentadas de HTAB (hexadecil trimetil brometo de amdnio)
e trituradas com auxilio do polytron 1X. Completou-se o volume da solucdo para uma
concentragdo de 50mg/mL. Centrifugou-se durante 5 min a 6.000 rpm. Adicionou-se
200uL de solugédo de meio tampéo (0,167 mg/mL de o-dianisidina 2HCI e 0,0005% de
H.O, )em cada pogo.Apdsl5 min de incubacdo, a temperatura ambiente, a reacdo
enzimatica foi interrompida com a adi¢do de 30 uL de azida sodica (1%) em cada poco.
As solucbes foram lidas em placas de ELISA a 540nm. Curvas-padrdo com
concentracdes conhecidas da mieloperoxidase (0,7-140 mU/mL) também tiveram suas

densidades 6ticas determinadas, permitindo a quantificacéo dos valores desconhecidos.

4.11 Andalise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo de 5, 6 ou 8
animais/grupo. As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do software
GraphPad versdo 5.0 (GraphPad Software Inc, San Diego, CA, USA). Utilizou-se
Anélise de Variancia ANOVA One-way seguido do teste de Bonferroni, com nivel de
significancia de 0,05%. A sobrevida dos camundongos foi demonstrada usando a curva
de Mentel-Cox e o teste de log-rank foi aplicado para comparar as curvas. O teste T foi
usado para comparacdo dos dados obtidos para a enumeracdo bacteriana no lavado
peritoneal, com nivel de significancia de 0,05%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliagao da sobrevida

Com intuito de avaliar a agdo de Z. mobilis na sobrevida dos animais submetidos
a sepse grave, foi realizado o modelo de ligadura e perfuragdo cecal (CLP). Esta
sobrevida foi acompanhada a cada 12 horas ap0s a cirurgia durante um periodo de 96
horas. Os animais submetidos a um pré-tratamento com Z. mobilis por 10 dias
apresentaram uma taxa de sobrevida de 100% nas 12 primeiras horas , enquanto o grupo
controle obteve uma sobrevivéncia de 50% neste mesmo periodo (Figura 6). Apos 36
horas todos 0s animais do grupo controle vieram a Obito, isto caracterizou uma sepse
severa (ALVES-FILHO et al., 2008). Entretanto o grupo submetido ao pré-tratamento
com a Z. mobilis ainda apresentava uma taxa de sobrevivéncia de 60% neste mesmo
periodo. Apds as 96 horas de observagédo, o grupo pré-tratado apresentou uma sobrevida
de 37,5%. Estes dados supGem um papel profilatico de Z. mobilis frente a sepse
induzida por CLP em camundongos.

Cadirci et al., (2010) investigaram a acao do &cido alfa-lipélico (composto com
propriedades anti-oxidantes) e encontraram uma taxa de sobrevida de 70% para 0 grupo
teste nas 12 primeiras horas apos inducdo da sepse contra 40% do grupo controle. Ao
investigarem a acdo de um analogo da curcumina, o BHMC, Tham et al., (2011)
encontraram uma taxa de sobrevida de 80% ap6s 12 horas para o grupo tratado e

controle.
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Figura 6: Efeito do pré-tratamento de Z. mobilis na taxa de sobrevida de animais submetidos a

sepse letal pela CLP. A taxa de sobrevida foi observada a cada 12 horas durante 96 horase expressa em



39

porcentagem dos animais (n= 8). Os grupos sdo estatisticamente diferentes com P< 0,0004 pelo teste de
Mantel-Cox.

Visando avaliarmos se além do papel profilatico, a administracdo de Z. mobilis
associada a este pré-tratamento desempenharia um papel terapéutico, acompanhamos a
sobrevida dos animais submetidos a CLP em um grupo denominado pré-pds tratado.
Nas 24 primeiras horas ap0s cirurgia, 0 grupo controle apresentou uma taxa de
sobrevida de apenas 12,5% enquanto o grupo teste exibia uma sobrevida de 100%. Apos
60 horas de experimento, 0 grupo teste com Z. mobilis apresentou um indice de
sobrevivéncia de 50% e este se manteve até as 96 horas observadas, enquanto o grupo
controle ja havia apresentado 100% de mortalidade ap6s 36 horas de cirurgia (Figura 7).

David et al., (2011) avaliaram a acdo da administragcdo da angiopoetina-1 (um
fator angiogénico essencial para o desenvolvimento vascular) em camundongos
submetidos a sepse grave e encontraram um percentual de sobrevida de 20% nas 24

horas iniciais pds-cirurgia, tanto para o grupo controle quanto para o grupo tratado.
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Figura 7: Efeito do pré-pos-tratamento de Z. mobilis na taxa de sobrevida de animais submetidos a
sepse letal pela CLP. A taxa de sobrevida foi observada a cada 12 horas durante 96 horase expressa em
porcentagem dos animais (n= 8). Os grupos sdo estatisticamente diferentes com P< 0,0001 pelo teste de

Mantel-Cox.

Adrian et al., (2009) investigaram a acdo do SN-50 (inibidor do NFk-B) e do
SB-202190 (inibidor do P38 MAPK) e encontraram uma taxa de sobrevida de 37,5%
para o primeiro composto e de 60% para 0 segundo composto apds 80 horas de cirurgia.
A administracdo ocorreu 2 horas antes da cirurgia. Bao e Li (2011) concluiram que o

pré-tratamento com propofol (anestésico intravenosos com possivel acdo anti-



40

inflamatdria) induziu a uma sobrevida de 60% versus 20% do controle apds 40 horas de
cirurgia. O pds-tratamento com 0 mesmo farmaco ocasionou um aumento para 70% na
taxa de sobrevivéncia.

Beffa et al., (2011) avaliaram o efeito do pré-tratamento da sinvastatina (farmaco
inibidor da enzima HMG-CoA redutase utilizado para dislipidemia) em camundongos
submetidos a queimadura mais CLP e encontraram uma taxa de sobrevida de cerca de
40% para o grupo tratado apds 96 horas de experimento.

Para investigar se a acdo benéfica de Z. mobilisestava na sua atuagéo profilatica,
curativa ou uma associagdo entre os dois tratamentos, testamos um grupo tratado apés a
inducdo da sepse (Figura 8). Entretanto, diferentemente dos dois grupos anteriores,
houve uma piora na resposta equiparando-se ao grupo controle, pois apds 24 horas de
cirurgia o grupo teste assim como o controle apresentava uma taxa de sobrevivéncia de

12,5%, permanecendo este percentual para o grupo teste até as 96 horas.
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Figura 8: Efeito do pds-tratamento de Z. mobilis na taxa de sobrevida de animais submetidos &
sepse letal pela CLP. A taxa de sobrevida foi observada a cada 12 horas durante 96 horase expressa em
porcentagem dos animais (n= 8). Os grupos sdo estatisticamente diferentes com P< 0,0046 pelo teste de
Mantel-Cox.

Maciel et al., (2008) investigaram a administracdo de Syzygium jambolanun -
Jamboldo(planta utilizada popularmente por suas propriedades hipoglicemiantes) apés a
indugdo da sepse e concluiram uma sobrevida de 50% contra 20% do controle apds 96

horas. Entretanto, o tratamento profilatico havia provocado uma sobrevida de 100%.
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Nossos achados corroboram com os dados de varios autores que descrevem a
acdo profilatica dos micro-organismos com acao imunomoduladora, mas raramente sua
acdo terapéutica apds patologia instalada. Este fato pode ser possivelmente explicado
pela acdo colonizadora e atuante no sistema imune que a maioria desses micro-
organismos exerce sobre o trato gastrointestinal e para que isto ocorra, 0 micro-
organismo deve ser administrado previamente (BESSELINK et al., 2004; SARTOR,
2005; KOPP-HOOLIHA, 2001; SULLIVAN, NORD, 2002; ALVAREZ-OLMOQOS,
OBERHELMAN, 2001). Apos inducdo da sepse grave, 0s animais comecaram a
apresentar faléncia multipla dos 6rgdos, resultando em mortalidade de 100% apds 36
horas de cirurgia para o grupo controle. A bactéria Z. mobilis é Gram-negativa e
anaerdbia facultativa (ERNANDES , GARCIA-CRUZ, 2008), o que torna conveniente
sua colonizacdo no trato gastrointestinal, promovendo uma acdo protetora na mucosa

intestinal.

5.2 Avaliacao do recrutamento de neutroéfilos para o foco infeccioso

Animais previamente tratados com Z. mobilis, bem como o grupo controle foram
submetidos a sepse por CLP e apo6s 6 horas foram eutanasiados para a observacdo do
recrutamento de neutrofilos para o foco da infec¢do. Para o grupo sham ndo houve
inducdo da sepse, entretanto sua migracao de neutrofilos também foi avaliada apos 6

horas do procedimento.

Os neutrofilos sdo as primeiras células a serem recrutadas para o foco infeccioso,
desta forma eles sdo responsaveis pela fagocitose dos micro-organismos invasores.
Posteriormente, o material fagocitado € eliminado por enzimas lisossomais e radicais
livres de oxigénio e nitrogénio produzidos por estas células do sistema imune
(HAMPTON et al., 1998). Desta forma, foi avaliado o percentual de migracdo dos
neutréfilos para foco infeccioso (Figura 9) e uma falha na migragdo neutrofilica pode
ser observada para o grupo controle. Em contraste, o grupo tratado com Z. mobilis

apresentou um grande aumento na migracao.
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Figura 9: efeito do pré-tratamento de Z. mobilis na migragéo neutrofilica no lavado peritoneal de
animais submetidos a sepse letal pela CLP. O nimero de neutr6filos na cavidade peritoneal foi
avaliado apds 6 horas da indugéo da sepse nos animais (n=5). Resultados expressos como média + DP. #
P <0,05 quando comparados com o grupo sham. * P <0,05 quando comparado com o grupo controle pelo

teste de Bonferroni.

A faléncia na migracdo de neutréfilos tem sido relatada em diversos modelos de
sepse tais como: endotoxemia (TAVARES-MURTA et al., 1998), sepse por bactéria
gram-negativa (CARVALHO et al., 2005, ALVES- FILHO et al., 2006) , sepse por
bactéria gram-positiva (CROSARA-ALBERTO et al., 2002), CLP em ratos (TORRES-
DUENAS et al., 2006) e CLP em camundongos (BENJAMIM et al., 2000). Os autores
desses trabalhos associaram a elevada taxa de mortalidade ao prejuizo na migracédo de
neutrofilos.

Estudos realizados por Duenas (2006), Torres-duenas et al., (2006), Benjamim et
al., (2000) e Maciel et al., (2008) confirmam que a disfuncdo da migracdo neutrofilica
em direcdo ao foco infeccioso, em animais submetidos a sepse severa, esta associada a
um grande déficit no controle da infeccdo, o que levou a uma maior disseminagdo
sistémica das bactérias assim como induziu um alta taxa de mortalidade.

O mecanismo relacionado a falha da migracdo de neutréfilos ainda ndo foi
totalmente elucidado, entretanto acredita-se que ocorre em fungédo da grande liberagdo
de citocinas pro-inflamatorias associadas a aumento do oxido nitrico derivado de sua
isoforma induzida da 6xido nitrico sintase (TAVARES-MURTA et al., 1998).

O papel dos neutrofilos durante o processo infeccioso é bem evidenciado em
patologias ou tratamentos em que ocorre diminui¢cdo abrupta na quantidade destas

células. Como exemplo tem-se a deplecdo neutrofilica decorrente de tratamentos com
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quimioterapicos, associado firmemente a infec¢Bes fungicas e bacterianas. Através da
transfusdo de fragdes sanguineas o nivel de neutrofilos aumentou, corrigindo esta maior
susceptibilidade a infeccdo (FAURSCHOU, BORREGAARD, 2003; KONG et al.,
2005).

5.3 Contagem bacteriana no lavado peritoneal

Seis horas apos a inducgdo da sepse polimicrobiana pela CLP foi quantificado o
numero de bactérias presentes no lavado peritoneal (Figura 10). A quantificacdo de
bactérias no foco infeccioso foi significativamente maior no grupo controle do que no

grupo tratado com Z. mobilis.
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Figura 10: Efeito do pré-tratamento de Z. mobilisna quantificacdo bacteriana no lavado peritoneal
de animais submetidos a sepse letal pela CLP. A quantificacdo bacteriana na cavidade peritoneal foi
avaliada 6 horas ap6s inducdo da sepse nos animais (n= 8). Resultados expressos como média + DP. * P

<0,05 quando comparado com o grupo controle pelo teste T

Mesquita (2008) observou a acao antagdnica de Z. mobilis frente as culturas de
E. coli ATCC 8739 e E. coli O157:H7 e constatou que era dependente da concentracdo
de indculo utilizada. Estudos in vivo a respeito da acdo antagonica de Z. mobilis frente a
micro-organismos patogénicos durante a sepse polimicrobiana sdo ainda desconhecidos.
Entretanto, os dados deste estudo corroboram com os achados da autora citada

anteriormente a respeito da atividade antimicrobiana da bactéria ndo patogénica testada.
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A eficiente migracdo de neutrdfilos observada 6 horas apds a inducdo da sepse
grave no grupo pré-tratado, possivelmente promoveu um melhor controle do foco
infeccioso, como foi mostrado pela reducdo das UFC no lavado peritoneal.

Os dados corroboram com os de outros autores em que 0 aumento da migracao
de neutrofilos ocorreu concomitantemente com a diminuicao da presenca bacteriana no
foco da infecgdo (BENJAMIN et al., 2002; CROSARA-ALBERTO et al., 2002). Alves-
filho et al., (2008) observaram que animais nocaute para o receptor Toll-like 2
apresentavam maior taxa de migracdo bem como diminuicdo nas UFC presentes no
lavado peritoneal. Alves-filho et al., (2010) concluiram que a administracdo de IL-33

induziu resultados semelhantes.

5.4 Dosagem de mieloperoxidase no tecido pulmonar

Seis horas ap0s a indugdo da sepse por CLP os animais do grupo controle
e preé-tratado com Z. mobilis tiveram amostras do tecido pulmonar armazenadas para
quantificacdo da mieloperoxidase (MPO). O grupo controle apresentou uma
concentracdo de 598,5+78,8 U/mg de MPO. Em contrapartida, o grupo tratado com Z.
mobilis apresentou uma concentracéo de 433+£23,2 U/mg representando uma diminuigéo
significativa nos niveis enzima com relacdo ao grupo controle. O grupo sham
apresentou concentracdo de 307+23,6 U/mg para a MPO (Figura 11).

A atividade maxima da MPO nos pulm®es é encontrada apés seis horas da sepse
por CLP (SPEYER et al., 2004). Os neutréfilos tém sido apontados como células
mediadoras da lesdo aguda no pulmdo e relacionados a sindrome do estresse respiratério
agudo, situacbes constantemente presentes na sepse. Portanto, a quantidade de
neutréfilos no tecido pulmonar foi avaliada pelo método da atividade da
mieloperoxidase. A MPO é uma enzima proveniente de leucdcitos que é responsavel
pela catélise de varias espécies reativas oxidantes. Além de participarem da resposta
imune inata, evidéncias comprovam a contribuicdo desses oxidantes para o dano
tecidual durante o processo inflamatério (ROMAN, WENDLAND, POLANCZYK,
2007).
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Figura 11: Efeito do pré-tratamento de Z. mobilis na expressdo de MPO no tecido pulmonar de
animais submetidos a sepse letal pela CLP. A expressdo de MPO no tecido pulmonar foi avaliada apds
6 horas da indugdo da sepse nos animais (n= 6). Resultados expressos como média + DP. # P <0,05
guando comparados com o grupo sham. * P <0,05 quando comparado com o grupo controle pelo teste de

Bonferroni.

Torres-Duefias et al., (2007) avaliaram a acdo do &cido urico, um inibido do
peroxinitrito envolvido com a inibicdo do NO sobre a migracdo de neutrdfilos na sepse,
e demostraram que este composto causou uma melhora na resposta inflamatéria
sistémica através da reducdo das citocinas circulantes e da diminuicdo do grau de
infiltragdo dos neutrofilos no tecido pulmonar. Estudo realizado com ratos Gai2(-/-),
uma proteina sinalizada pelos receptores Toll-like envolvida com a resposta anti-
inflamatoria durante a sepse, mostrou que estes animais tiveram a taxa de sobrevida
reduzida significativamente e um grande aumento da atividade da MPO no tecido
pulmonar com relacdo aos animais selvagens (FAN et al., 2011).

Gosemann et al., (2010) investigaram animais C3H/HeJ (mutantes para TLR 4)
submetidos a sepse por CLP e observaram um aumento do influxo de neutrofilos nos
pulmdes do animais selvagens atraves dos niveis de MPO com relacdo aos animais
mutantes. He et al (2009) estudaram a agéo da fractalcina (FTK), uma quimiocina que
se liga a membrana como uma molécula de adesao na sepse, e perceberam que a injegdo

desta quimiocina antes da inducdo da sepse por CLP nos animais reduziu a lesdo
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pulmonar pela diminuicdo da concentracdo da MPO com relacdo ao grupo controle,
corroborando com os achados histopatologicos.

O papel do cloreto de metileno, fonte de mondxido de carbono tido como
auxiliar na resolucéo da inflamacdo pulmonar aguda, foi avaliado na sepse por CLP em
ratos e constatou-se que houve reducdo nos niveis de MPO no tecido pulmonar dos
animais tratados com relagdo ao grupo controle além da melhora na taxa de sobrevida.
Estes dados foram confirmados pelos achados histopatoldgicos e pela contagem celular.
Além disso, houve grande aumento de IL-10 e reducdo nos niveis de TNF-o (PANG et
al., 2010). Da forma semelhante, Cardici et al., (2010) investigaram a lesdo pulmonar
aguda, uma das principais complicagdes durante o choque séptico letal, através da
protecdo desta lesdo pela administracdo do &cido a-lipdlico (possui propriedades
antioxidantes) em animais. Perceberam que a administracdo deste composto diminuiu
0 estresse oxidativo e reduziu o acimulo de neutréfilos no pulmao através dos niveis de
MPO, com relagéo ao grupo controle.

A reducdo dos niveis de MPO no tecido pulmonar dos animais pré-tratados com
Z. mobilis demonstrou gque esta bactéria pode atuar na reducao dos danos oxidativos na
lesdo pulmonar aguda durante a sepse pela reducdo do infiltrado neutrofilico no pulméo.
Estes achados corroboram com os de autores citados anteriormente em que a melhora na

sobrevida foi acompanhada pela reducéo da concentragdo do MPO no tecido pulmonar.

5.5 Dosagem das citocinas TNF-a, IL-6 e IL-10 e da quimiocina MCP-1 no lavado
peritoneal

O TNF-a ¢ um dos mediadores responsaveis pela disfun¢do organica e aumento
da letalidade durante a sepse grave (GAUR, AGGARWAL, 2003; GORDON et al.,
2004; LEON et al., 1998; CUNHA, 2010). Desta forma, foi avaliada a presenca desta
citocina no lavado peritoneal dos animais submetidos a CLP e sham. O grupo controle
apresentou uma concentragao de 112,9+7,3 pg/mL de TNF-a. Em contrapartida, o grupo
tratado com Z. mobilis apresentou uma concentracéo de 85,3+14,4 pg/mL representando
uma diminuigdo nos niveis desta citocina com relagdo ao grupo controle. O grupo sham
apresentou concentracédo de 23,3+3,5 pg/mL para 0 TNF-a (Figura 12).

A producdo de citocinas e quimiocinas no foco da leséo infecciosa permite o
recrutamento de diversas células do sistema imune para a reparacdo e cicatrizacdo do
tecido injuriado. Entretanto, a producdo excessiva de citocinas pré-inflamatdrias e

supressdo das anti-inflamatorias pode induzir a um detrimento do nimero de neutroéfilos
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recrutados para o sitio da lesdo (TAVARES-MURTA et al., 1998). Desta forma,
avaliamos a concentragcdo das citocinas intimamente ligadas ao desenvolvimento e
evolugéo da sepse severa.

A resposta inflamatoria sistémica é considerada como um evento maléfico
central na fisiopatologia da sepse. Niveis altos de citocinas na circulacdo estdo
envolvidos na disfuncdo mdaltipla de 6rgdos (WALLEY et al., 1996; HOTCHKISS,
KARL, 2003). O descontrole do foco infeccioso inicial leva a disseminacao da infeccao
com exacerbada producdo de mediadores inflamatdrios pelas células endoteliais e
leucdcitos na corrente sanguinea. (VAN ZEE et al., 1991; GLAUSER et al., 1994,
SANDS et al., 1997).
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Figura 12: Efeito do pré-tratamento de Z. mobilis na expresséo de TNF-a no lavado peritoneal de
animais submetidos a sepse letal pela CLP. A expressdo de TNF-o na cavidade peritoneal foi avaliada
apos 6 horas da inducdo da sepse nos animais (n= 6). Resultados expressos como média = DP. # P <0,05
quando comparados com o grupo sham. * P <0,05 quando comparado com o grupo controle pelo teste de

Bonferroni.

Os achados corroboram com os dados encontrados por Ma et al., (2006) e
Maciel et al., (2008) em que o aumento da taxa de sobrevida foi acompanhado pela
diminuicdo nos niveis de TNF-a para o grupo tratado com Syzygium jambolanume Liu-
Shen-Wan (férmula chinesa que inclui compostos de origem animal e mineral)
respectivamente, em relagdo ao grupo controle. Alves-Filho et al., (2010) obtiveram
uma reducéo nos niveis de TNF-a no soro do grupo tratado com IL-33 6 horas apds o
experimento. Entretanto, para o lavado peritoneal ndo houve diferenca entre 0s grupos

teste e controle.
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Os trabalhos descritos na literatura trazem a dosagem do TNF-o em diferentes
periodos ap6s a CLP. Remick et al., (2000) observaram que a concentracdo desta
citocina é crescente quando medida a partir do lavado peritoneal, pois entre 0 e 8 horas
apos inducdo da sepse esta Ultima hora apresentou um pico. Cao et al., (2010) dosaram
TNF-a no tecido intestinal e corroborando com os achados de Remick et al., (2000)
encontraram um pico na concentracdo desta citocina apds 8 horas da inducdo da sepse.
Os autores defendem que o excesso desta citocina pode induzir a um aumento no
recrutamento de leucdcitos, incremento da permeabilidade vascular, pode ainda causar
distdrbios coagulatdrios sistémicos e mudancas no metabolismo das células.

Maier et al., (2004) visando a caracterizacdo da inflamacéo sistémica durante a
sepse, dosaram TNF-ao nos periodos de 6, 12 ¢ 18 horas apds a cirurgia ¢ observaram
producdo desta citocina em todos os tempos 0 observados.

Chen et al., (2005) demostraram um aumento na concentracdo de TGF- e 1L-10
acompanhado de diminuicdo nos niveis de TNF-a, IL-6 e IL-12 em camundongos
inoculados com Lactobacillus acidophilus, uma cepa probiotica e imunomoduladora.
Esses dados corroboram com os nossos achados para Z. mobilis em que houve
diminuicdo no nivel de TNF-a. Foligne et al., (2007) observaram redugdo
estatisticamente significativa na expressdo do gene (TNF-a) através da administragdo
intragastrica de L.lactis em animais quando comparado ao grupo controle.

Outra importante citocina envolvida com a patogénese da sepse é a IL-6.
Riedemann et al., (2006) demonstraram que a inibicdo da IL-6 pode aumentar a taxa de
sobrevida em camundongos submetidos a CLP. Todavia, Vyas et al., (2005) néo
conseguiram reproduzir tais resultados. O grupo controle apresentou uma concentragdo
de 340,3+11,4 pg/mL de IL-6. Em contrapartida, o grupo tratado com Z. mobilis
apresentou uma concentracdo de 410,7+12,2 pg/mL demonstrando um aumento nos
niveis desta citocina com relacdo ao grupo controle. O grupo sham apresentou
concentracédo de 156,2+27,8 pg/mL para a IL-6 (Figura 13).
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Figura 13: Efeito do pré-tratamento de Z. mobilis na expressdo de IL-6 no lavado peritoneal de
animais submetidos a sepse letal pela CLP. A expressdo de IL-6 na cavidade peritoneal foi avaliada
apos 6 horas da indugdo da sepse nos animais (n= 6). Resultados expressos como média + DP. # P <0,05
quando comparados com o grupo sham. * P <0,05 quando comparado com o grupo controle pelo teste de

Bonferroni.

A IL-6 € produzida pelos adipdcitos e por células do sistema imune, reduzindo a
producdo de outras citocinas inflamatdrias e estimulando a secrecdo de proteinas de fase
aguda no figado, participando desta forma do controle da inflamacdo (TORPY et al.,
1998).

Damas et al., (1991) investigaram os niveis de IL-6 no soro de pacientes com
choque séptico e concluiram que ha uma correlagdo entre o pico de I1L-6 e de TNF-a no
soro destes pacientes. Os autores perceberam que niveis acima de 1000pg/mL no soro
induzia um aumento na taxa de mortalidade, descrevendo esta citocina como um bom
marcador para a severidade na sepse infecciosa. Corroborando com esses achados, Bont
et al., (1994) mitigaram os niveis de TNF-a e IL-6 relacionados a neonatos com suspeita
de acometimento septicémico e concluiram um indice de confiabilidade de 73% para a
primeira citocina e de 80% para a segunda, defendendo que a combinagdo destas duas é
um bom fator preditivo para confirmacdo de diagndstico de sepse neonatal.

Quimiocinas sdo mediadores inflamatdrios conhecidos por desepenhar um
importante papel na patogénese da sepse e endotoxemia. A proteina quimioatraente de
monocitos 1 (MCP-1) é um mediador quimioatraente potente relacionado a uma grande
variedade de patologias inflamatérias (RAMNATH et al., 2008). Desta maneira, foi

investigado o perfil desta quimiocina no lavado peritoneal dos animais submetidos a
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CLP e o sham. Os resultados mostraram que ndo houve diferenca significativa nos

niveis de MCP-1 no grupo pré-tratado com Z. mobilisem rela¢do ao grupo controle.

O~ 1001 ’ ...in. D Sham
>3 @l Controle-CLP
_EI E 1000+ I]IEI Z. mobilis
£3
iy -8 500
a -
oS
= @© ]
0

Figura 14: efeito do pré-tratamento de Z. mobilis na expressdo de MCP-1no lavado peritoneal de
animais submetidos a sepse letal pela CLP. A expressdo de MCP-1 na cavidade peritoneal foi avaliada
apos 6 horas da indugdo da sepse nos animais (n= 6). Resultados expressos como média + DP. # P <0,05

guando comparados com o grupo sham pelo teste de Bonferroni.

Ramnath et al., (2008) utilizaram um bloqueador da sintese do MCP-1, o
bindarit, percebendo que o tratamento reduziu a injaria no figado e nos pulmdes pela
diminuicdo do espessamento alveolar e infiltrado de neutréfilos no modelo de CLP
induzindo sepse e LPS induzindo endotoxemia.

O MCP-1 é responsavel pela atracdo de mondcitos, linfécitos, eosindfilos,

basofilos e células Natural Killer (VERMONT et al., 2006). E sintetizado por células

endoteliais, fibroblastos, células epiteliais, musculo liso constitutivamente ou ap6s
estresse oxidativo. Em animais septicos 0 MCP-1 exerceu fungdo moduladora sobre a
resposta inflamatdria, relacionado a reducdo dos niveis de mediadores pro-
inflamatdrios, como IL-6 e KC (quimiocina derivada de queratindcitos), além de
aumento nos niveis de IL-10 (24 horas apdés a cirurgia) (GOMES et al., 2006,
MATSUKAWA et al., 1999). No nosso estudo provavelmente ndo ha a participacéo do
MCP-1, podendo haver para outras quimiocinas nao testadas.

Apesar de estudada por diversos pesquisadores, o papel da IL-10 na sepse ainda
¢ citado por muitos deles como obscuro, entretanto a maioria concorda que exerce
fungéo determinante para sua fisiopatologia (BAGBY et al., 1991; SENA, 2005). Desta

maneira, foram investigados os niveis desta citocina no lavado peritoneal dos animais
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expostos a CLP e no grupo sham. O grupo controle apresentou uma concentragdo de
1837,41+173,8 pg/mLde IL-10. Em contrapartida, o grupo tratado com Z. mobilis
apresentou uma concentragao de 3047,4+123,45 pg/mL demonstrando um aumento nos
niveis desta citocina anti-inflamatéria e imunorreguladora com relacdo ao grupo
controle. O grupo sham apresentou concentracdo de 141,3+33,9 pg/mLpara a 1L-10
(Figura 15).

A IL-10 é uma citocina responsavel por uma vasta habilidade imunorregulatoria,
atuando tanto sobre o sistema imune inato quanto no sistema imune adaptativo
(LINDSAY, HODSON, 2001). Esta atividade imunomoduladora é baseada na sua
capacidade de inibir tanto a sintese de quimiocinas, como a produgdo de citocinas pro-
inflamatorias responsaveis pelo recrutamento de células de forma exacerbada podendo
induzir a uma sindrome inflamatéria sistémica, como ocorre na sepse (MOORE et al.,
2001).
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Figura 15: Efeito do pré-tratamento de Z. mobilis na expressdo de IL-10 no lavado peritoneal de
animais submetidos a sepse letal pela CLP. A expressdo de IL-10 na cavidade peritoneal foi avaliada
apos 6 horas da indugdo da sepse nos animais (n= 6). Resultados expressos como média + DP. # P <0,05
quando comparados com o grupo sham. * P <0,05 quando comparado com o grupo controle pelo teste de

Bonferroni.

Apesar da maioria dos seus efeitos inibitorios em linfocitos T serem
concomitantes a redugdo de citocinas pro-inflamatdrias derivadas de mondcitos, a IL-10
possui efeito regulatorio direto na diferenciacéo e proliferacdo das células T através da
inibicdo de citocinas como IL-12 e IFN-gama por clones de células B ativadas
(MALEFYT etal., 1993).
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Doencas inflamatorias intestinais e outras patologias inflamatorias exacerbadas
foram diagnosticadas em camundongos com deficiéncia de IL-10, sugerindo uma
importante fungdo da IL-10 in vivo que limita as respostas inflamatérias (KUHN et al.,
1993)

Hart et al., (2004) perceberam que a preparacdo de micro-organismos
probioticos e imunomoduladores VSL#3 comportou-se como um potente indutor da
producdo de IL-10 pelas células dendriticas do sangue e tecido intestinal de humanos
submetidos ao estudo. Os autores concluiram que bactérias deste tipo diferem na sua
atividade imunomoduladora e influéncia sobre a resposta imune de fase inicial
envolvendo a apresentacdo de antigenos pelas células dendriticas.

Imaoka et al., (2008) avaliaram a agdo anti-inflamatoria de duas cepas de
Bifidubacterium e observaram que houve um aumento na producdo de IL-10 pelas
células mononucleares do sangue periférico de pacientes acometidos por colite
ulcerativa. Madsen (2006) acredita que a superproducéo de 1L-10 pelas diferentes cepas
de Bifidubacterium pode atuar tanto por seus efeitos anti-inflamatorios quanto por
aumentar a geracdo de células T regulatorias. Os achados de Smits et al., (2005)
corroboram com estes resultados.

Generoso (2010)avaliou o potencial de Saccharomyce boulardii, uma levedura
nédo patogénica com agdo imunomoduladora, no processo de translocacdo bacteriana em
modelo experimental de obstrucdo intestinal em camundongos. Seus achados indicam
um aumento nos niveis de IL-10 nos animais tratados, e a autora defende que esta
citocina pode atuar modulando a resposta imunolégica, contribuindo desta forma para a
reducdo nos niveis de translocagdo bacteriana.

Cao et al., (2010) atribuem o papel protetor da ulinastatina no modelo de sepse
murino induzido por CLP ao aumento nos niveis intestinais de 1L-10 e IL-8 dos animais
em estudo. Van der Poll (1995) concluiram que a sepse induzida por CLP esta associada
a producdo aumentada de IL-10 em varios 6rgaos, servindo para proteger o hospedeiro
contra a letalidade uma vez que o tratamento com anti-IL-10 induziu a um aumento nos
niveis de TNF-a e diminui¢ao da sobrevida dos animais.

Huber et al., (2000) defendem que o tratamento com IL-10 para o aneurisma
aortico toracoabdominal pode reduzir a resposta de citocinas inflamatérias associadas a
disfuncdo organica. A imunizagdo passiva com anti IL-10 antes da inducdo da
endotoxemia por LPS em animais resultou em aumentos substanciais na letalidade.

Além disso, a inibicdo de IL-10 resultou em um aumento dos niveis de TNF-o em
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comparagdo com o grupo controle, acompanhado de maior infiltracdo polimorfonuclear
no pulmao dos animais

Keel et al., (1997) responsabilizam o aumento da IL-10 pelo controle da inibi¢éo
de citocinas pro-inflamatorias que levaram a inducdo da apoptose dos neutrofilo durante
a sepse grave.

Confrontando os achados deste estudo com os da literatura podemos inferir que
0 aumento da sobrevida bem como a melhora nos pardmetros observados estariam
relacionados ao aumento significativo da producdo de IL-10 nos animais pré-tratados
com Z. mobilis, uma vez que esta citocina esta intimamente ligada ao processo da sepse

severa pelas suas propriedades imunomoduladoras.

5.6 Avaliacédo do infiltrado inflamatdrio no ceco

Foi realizado corte histolégico do ceco dos animais dos grupos sham, controle e
tratado com Z. mobilis visando avaliacdo do infiltrado inflamatério para a parede do
ceco dos camundongos submetidos a sepse por CLP.

O grupo sham apresentou infiltrado neutrofilico escasso (figura 16 A), o grupo
controle apresentou infiltrado moderado (figura 16 B) e o grupo tratado com Z. mobilis
apresentou infiltrado intenso (figura 16 C).
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B C
Figura 16: Efeito do pré-tratamento de Z. mobilis sobre a migracdo de células inflamatérias no ceco
de animais submetidos a sepse por CLP. O ceco dos animais do grupo sham (A), controle (B) e pré-

tratado com Z. mobilis(C) foi retirado para avaliacéo histoldgica e corado por H&E. 400X.

O aumento do infiltrado inflamatério no ceco dos animais tratados com Z.
mobilis com relagdo aos grupos sham e controle corroborou com os achados referentes a
melhora no recrutamento dos neutrofilos para o foco inflamatério (lavado peritoneal)
quando os animais receberam a bactéria. Maciel et al.,(2008) encontraram resultados
semelhantes, em que o0 aumento da sobrevida no grupo tratado foi acompanhado de um

intenso infiltrado leucocitario no ceco dos animais.

5.7 Avaliacéo histopatol6gica do pulméo

Foi avaliado o estado histopatoldgico do pulméo dos animais submetidos a sepse
letal por CLP e grupo sham. Este (Figura 17 A) apresentou alvéolos e bronquiolos bem
preservados com hemécias distribuidas entre estes alvéolos, condizentes com a

normalidade. Por sua vez, o grupo controle (Figura 17 B) apresentou intenso
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estreitamento dos alvéolos, além da presenca exacerbada de células inflamatérias e
hemorragia. O grupo pré-tratado com Z. mobilis (Figura 17 C) apresentou aspectos
histopatologicos semelhantes ao grupo sham, diferindo apenas com leve infiltrado
leucocitario. Os achados das alteracdes morfoldgicas no tecido pulmonar corroboram
com as concentracdes da MPO em que o grupo pré-tratado com Z. mobilis apresentou
reducdo na lesdo pulmonar pela diminuicdo dos niveis desta enzima presente nos

neutrofilos.

Figura 17: Efeito do pré-tratamento de Z. mobilis sobre alteracdes histopatolégicas no pulmao de

animais submetidos a sepse por CLP. O pulm&o dos animais do grupo sham (A), controle (B) e pré-

tratado com Z. mobilis(C) foi retirado para avaliagéo histol6gica e corado por H&E. 400x.
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5.8 Avaliacao da apoptose dos linfécitos no baco

A apoptose dos linfécitos tem um papel central na fisiopatologia da sepse. A
prevencdo da apoptose em um tipo de célula pode conferir beneficios as células
vizinhas(CHANG et al., 2007). Estudos em animais experimentais e em pacientes
humanos com sepse tém demostrado o aumento da apoptose nos 6rgéos linfoides o que
contribui para a imunossupressdo e anergia dos linfocitos, desencadeando a falha
maultipla orgénica e provavel morte (OBERHOLZER et al., 2001). Para avaliar se a
reducdo da apoptose dos linfécitos no baco era um provavel mecanismo de acdo
efetuado por Z. mobilis e que poderia ser um dos fatores responséaveis pelo aumento da
sobrevida dos animais do grupo pré-tratado com esta bactéria, foi realizada a anélise em
microscopia eletrénica de transmissao nos animais submetidos a sepse por CLP. O
grupo controle apresentou 83% de linfdcitos apoptdticos. Em contrapartida, o grupo
pré-tratado com Z. mobilis obteve uma reducdo da apoptose dos linfocitos com apenas
24% comparando-se ao grupo sham que apresentou 19% de linfécitos apoptdticos nas
amostras investigadas.

O grupo controle (figuras 18 A e B) apresentou uma grande quantidade de
células com nucleo desfeito e cromatina condensada ao redor do nucleo o que
caracteriza o processo de apoptose (AYALA et al., 1998). Entretanto, o grupo tratado
com Z. mobilis (figuras 18 C e D) e o grupo sham (figuras 18 E e F) apresentaram a

maioria das células condizentes com a normalidade.
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Figura 18: Efeito do pré-tratamento de Z. mobilis sobre apoptose dos linfécitos no bago de animais

submetidos a sepse por CLP. O bago dos animais do grupo controle em que ha presenca de corpos
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apoptaéticos (A/3.500X) e (B/7.500X), pré-tratado com Z. mobilis(C/ 3.500X) e (D/7.500X ) e sham

(E/3.500X) e (F/7.500X) foi retirado para avaliacdo através da microscopia eletrénica de transmissdo.

Watanabe et al., (2009) investigaram pacientes humanos com sepse bem como
camundongos experimentais e concluiram que a vacuoliza¢do dos hepatdcitos aumenta
a autofagia durante a sepse e estd associada a lesdo mitocondrial. Entretanto, estes
mesmos autores perceberam que em contraste com o0s hepatocitos, atraves da analise por
microscopia eletronica, foi possivel perceber que os esplendcitos ndo sofriam autofagia,
mas sim extensa apoptose que foi a responsavel pela morte desta populacéo celular.

Camundongos que supreexpressam a AKT, uma quinase reguladora chave da
morte e proliferacdo celular, obtiveram uma acentuada melhora na taxa de sobrevida em
comparagdo ao grupo selvagem, apresentando 94 e 47% respectivamente. Os
camundongos transgénicos apresentaram ainda uma reducdo na apoptose dos linfécitos
bem como uma maior propensdo a liberacdo de citocinas via Th1 (BOMMHARDT et
al., 2004).

A apoptose dos linfocitos € um processo natural que ocorre para eliminar
linfocitos auto-reativos. Entretanto, durante a sepse ocorre a apoptose dos linfécitos de
forma desregulada no timo, baco e GALT. Isto pode levar a supressdo imunologica,
deixando o paciente vulneravel resultando na faléncia multipla dos 6rgdos (WESCHE et
al., 2005). Estudos com animais que receberam ferro ap6s sepse por CLP indicam que o
tratamento diminuiu a sobrevivéncia, facilitando a proliferacdo bacteriana e aumento da
apoptose de linfocitos e células do epitélio intestinal através da ativacdo da caspase-3
(JAVADI et al., 2004).

Groesdonk et al., (2007) concluiram que o aumento da ativacdo da via do NFk-
B previne a apoptose das células T e melhora a sobrevida em camundongos submetidos
a sepse por CLP. Em outro estudo camundongos caspase-3 -/- tiveram diminuicdo da
apoptose dos linfdcitos, melhorando a sobrevivéncia em modelo de sepse letal
(HOTCHKISS et al., 2000).

Na sepse a morte celular pode ocorrer tanto por necrose quanto por apoptose.
Enquanto as células apoptoticas podem induzir a uma anergia prejudicando o
hospedeiro, as células necroticas poderiam causar ativacdo do sistema imune
aprimorando as defesas contra micro-organismos patogénicos. Desta forma, Hotchkiss

et al., (2003) verificaram que a transferéncia adotiva de esplendcitos apoptdticos em
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camundongos sépticos aumentou substancialmente a mortalidade. Em contraste, a
transferéncia de esplendcitos necréticos aumentou a sobrevivéncia.

A apoptose das células epiteliais gastrointestinais pode comprometer a
integridade da parede intestinal, o que poderia resultar em translocacdo bacteriana para
a circulacdo sanguinea (HOTCHKISS, COOPERSMITH, KARL, 2005). A bactériaZ.
mobilispossui agdo imunomoduladora atraves da regulagdo de citocinas e diminuigdo da
apoptose dos linfocitos presentes no bago. Sua capacidade poderia se estender também a
diminuicdo da apoptose das ceélulas gastrointestinais, pois houve diminuicdo

daconcentracdo bacteriana no lavado peritoneal no grupo pré-tratado com Z. mobilis.
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6 CONCLUSOES

e Este estudo demonstrou que os tratamentos profilético e profilatico associado ao
terapéutico com Z. mobillis ocasionou um aumento na taxa de sobrevida de
camundongos submetidos a sepse letal por CLP;

e O efeito protetor na sobrevida dos animais esta relacionado com o aumento da
migracao de neutrofilos para o foco infeccioso e diminuicdo do nimero de UFC
no lavado peritoneal no grupo tratado com Z. mobilis em relacdo ao grupo
controle;

e O papel protetor na sobrevida dos animais envolve ainda a imunomodulacao,
com redugdo nos niveis de TNF-a. Entretanto, ndo houve nenhuma alteragdo nos
niveis de MCP-1 no grupo pré-tratado com Z. mobilis, sugerindo que esta
qguimiocina ndo interfere na acao da bactéria;

e Ocorreu aumento na producdo das citocinas IL-6 e IL-10, sendo que os dados
referentes a esta Gltima podem explicar, em parte, a acdo benéfica de Z. mobilis
frente a CLP, por se tratar de uma citocina com acdo anti-inflamatéria e
imunorregulatoria.

e A anélise histopatdgica do ceco dos animais do grupo pré-tratado mostrou
reducdo dos danos celulares neste érgdo que sdo caracteristicos da CLP com
relacdo ao grupo controle;

e A reducdo nos niveis de MPO para o grupo pré-tratado com Z. mobilis com
relacdo ao grupo controle foram condizentes com os achados histopatolégicos
do pulmado, indicando que houve melhora na resposta a lesdo pulmonar aguda
caracteristica da sepse;

e Houve reducdo significativa na apoptose dos linfécitos no baco dos animais
tratados com Z. mobilis em relacdo ao grupo controle. O percentual de células
apoptoticas no grupo tratado esteve muito proximo ao grupo sham, sugerindo
uma importante via de atuagdo benéfica para a bactéria investigada;

e Os parametros analisados neste trabalho e os resultados encontrados mostram

gue Z. mobilis possui atividade imunomoduladora in vivo.
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