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RESUMO

Sepse é definida como uma disfuncdo orgénica causada por uma resposta
imune desregulada frente a uma infeccdo e continua sendo a principal
causa de morte em Unidade de Terapia Intensiva (UTIs). Muito se avangou
nos ultimos anos no que diz respeito ao entendimento da fisiopatologia da
doenca, mas ainda existem varios pontos a serem elucidados relacionados
aos seus mecanismos moleculares. Sabe-se que a sepse é uma condicdo
grave com alteracdo do perfil oxidativo, com vérios efeitos sobre as
sulfidrilas reativas de tidis proteicos e ndo proteicos e, consequentemente,
sobre o0 ambiente redox do hospedeiro. Estudos mostram que a modulacéo
do estado redox pode ter consequéncias diretas sobre a atividade das
proteinas pela mudancga conformacional induzida pela oxidacéo ou reducéo
das sulfidrilas, ou por mudangas indiretas no estado redox, com
consequéncias nos mecanismos de sinalizacdo e transdugdo celulares e na
transcricdo génica. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
influéncia de um agente oxidante (Acido 5,5'-ditiobis (2-nitrobenzdico) -
DTNB) e um agente redutor (Ditiltreitol - DTT) de sulfidrilas sobre os
parametros inflamatérios, bioquimicos, bacterianos e na formagdo de
nitrosotidis em animais submetidos a sepse induzida por pneumonia. Para
isso, camundongos Swiss foram tratados com DTNB e/ou DTT (ambos nas
doses de 31,25, 63 ou 126 umol/kg, s.c.) 12 horas apés a inducdo da sepse.
Depois de 24 horas da inducdo, os animais eram eutanasiados e foram
avaliados o0s seguintes parametros: permeabilidade capilar pulmonar,
migracdo de leucdcitos, dosagem de nitrato e nitrito, proteinas no lavado
alveolar, disseminacdo bacteriana, dosagem de nitrosotidis e mortalidade
apés o insulto. O DTT, no esquema de doses utilizado, ndo apresentou
nenhum efeito nos parametros inflamatérios e bioquimicos. JA4 0 DTNB
diminuiu a formacdo de edema pulmonar, diminuiu a migracdo de
leucécitos para o foco primario, diminuiu a producéo local de 6xido nitrico
e a producdo de exsudato. Além disso, 0 DTNB foi capaz de diminuir a
disseminacdo bacteriana para outros tecidos cardiovasculares e diminuiu a
formacdo de nitrosotidis no parénquima pulmonar. Por fim, o DTNB
diminuiu a mortalidade dos animais no tempo avaliado, mas o DTT ndo
apresentou influéncia na sobrevida. Entretanto, quando o DTT foi
administrado uma hora ap6s o0 DTNB, o efeito de protecdo do DTNB foi
revertido. Estes resultados mostram que nas doses das ferramentas
farmacologicas utilizadas, a oxidacdo das sulfidrilas pelo DTNB melhorou
o perfil inflamatério do hospedeiro e que um dos mecanismos da



modulacdo do sistema redox pelo DTNB é a redugcdo dos niveis de
nitrosotiois.

Palavras-chave: Sulfidrilas, oxidag&o, redugéo.



ABSTRACT

Sepsis is defined as an organic dysfunction caused by a dysregulated
immune response to an infection and remains the leading cause of death in
the Intensive Care Units (ICUs). Much progress has been made in recent
years in understanding the pathobiology of the disease, but there are still
several points to be elucidated regarding its molecular mechanisms. It is
known that sepsis is a serious condition with alteration of the oxidative
profile, with several effects on the reactive sulfhydrils of protein and non-
protein thiols, and, consequently, on the redox environment of the host.
Studies have shown that modulation of the redox state may have direct
consequences on the activity of proteins by conformational change induced
by the oxidation or reduction of the sulfhydryl, or by indirect changes in the
redox state, with consequences in the signaling and cellular transduction
mechanisms and in the genetic transcription. Therefore, the objective of this
work was to evaluate the influence of an oxidizing agent (5,5'-dithiobis (2-
nitrobenzoic acid) - DTNB) and a reducing agent (dithiothreitol - DTT) of
sulthydryls on the inflammatory, biochemical, bacterial parameters, and the
formation of nitrosothiols in animals submitted to pneumonia-induced
sepsis. For this, Swiss mice were treated with DTNB and/or DTT (both
31.25, 63 or 126 pumol / kg, s.c.) 12 hours after sepsis onset. Twenty-four
hours after the induction, the animals were euthanized, and the following
parameters were evaluated: pulmonary capillary permeability, leukocyte
migration, plasma nitrate and nitrite, proteins in the alveolar lavage,
bacterial spread, nitrosothiol dosage, and mortality after insult. DTT, in the
dose schedule used, had no effect on inflammatory and biochemical
parameters. DTNB decreased the formation of pulmonary edema, decreased
leukocyte migration to the primary focus, decreased local production of
nitric oxide and the production of exudate. In addition, DTNB was able to
decrease bacterial spread to other cardiovascular tissues, and decreased
nitrosothiol formation in the lung parenchyma. Finally, DTNB decreased
animal mortality at the time evaluated, but the DTT had no influence on
survival. However, when the DTT was administered one hour after the
DTNB, DTNB protection was reversed. These results show that, at least in
the dosage scheme of the pharmacological tools used, the oxidation of
sulfhydryls by DTNB has improved the inflammatory profile of the host,
and that one of the mechanisms of modulation of the redox system by
DTNB is the reduction of nitrosothiol levels.



Keywords: Sulfhydryl, oxidation, reduction.
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1 INTRODUCAO
1.1 SEPSE
1.1.1 Epidemiologia da sepse

Devido ao fato da sepse ser uma condicdo de carater
multifatorial, de dificil diagnostico e fisiopatologia complexa e ainda
nao totalmente elucidada, a sepse é a causa mais comum de ocupacdo de
leitos de unidades de tratamento intensivo (UTI) no Brasil. Segundo
Machado e colaboradores (2017), que avaliaram cerca de 300 unidades
de terapia intensiva no Brasil, 30,2% dos leitos de UTIs sdo ocupados
por pacientes sépticos, com uma incidéncia estimada de 36,3% de casos
por 1000 pacientes/dia. Além disso, este estudo demonstrou que 0s
pacientes septicos apresentam uma taxa de mortalidade de 55,7%, e isso
resulta numa estimativa de mais de 200.000 mortes por ano de pacientes
adultos internados em UTIs no Brasil.

Algumas razGes podem ser elencadas para estes altos
marcadores epidemiol6gicos em sepse. Por exemplo, a alta taxa de
infeccdes nosocomiais devido a baixa aderéncia de medidas preventivas,
uma vez que a maioria dos pacientes que evoluem pra um quadro de
sepse apresenta inicialmente infecgdes associadas a servigos de salde
(ROSENTHAL et al., 2014). Outra possivel causa dessas taxas elevadas
é o fato de que no Brasil existe escassez de unidades de atencdo
intermediaria a salde, o que pode contribuir para a estadia prolongada
dos pacientes em unidades intensivas, com consequente aumento da
incidéncia da sepse (SOARES et al., 2015). Além disso, 0 aumento da
incidéncia pode estar relacionado ao aumento da parcela idosa da
populagdo e com o crescimento da expectativa de vida, assim como ao
ndmero cada vez maior de pacientes imunologicamente comprometidos
e com outras comorbidades, além do aumento da resisténcia bacteriana a
antibiéticos. Porém, apesar dos alarmantes dados epidemiolégicos, é
importante deixar claro que o cenario pode ser ainda pior e o real
namero de casos de sepse ser muito maior devido a subnotificacdo e
falta de diagndstico, uma vez que em muitos casos, a causa oficial da
morte do paciente é atribuida as doencas crbnicas e ndo a sepse
(ANGUS; WAX et al, 2001; RANGEL-FRAUSTO, 2005;
McPHERSON et al., 2013; HOTCHKISS et al., 2016).

Ja em relacdo as populacdes mais susceptiveis a sepse, sabe-se
que idade, sexo e raca sdo fatores que influenciam, sendo a maior
incidéncia em neonatos e idosos, homens e populagdo negra (ANGUS;
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WAX et al., 2001; MAYR et al., 2010). Outro fator determinante para a
gravidade da sepse é o perfil do microrganismo agressor. Os agentes
etiologicos mais frequentes sdo as bactérias, sendo responsaveis por
73,8% dos casos de sepse, seguido dos fungos, com uma prevaléncia de
8,7% dos casos, e por Ultimo os casos virais que giram em torno de 1%
(BEALE et al., 2009). No que diz respeito ao tipo de infecgdo primaria
mais comum, pode-se citar as infec¢Bes respiratorias como a pneumonia
como a maior causa de sepse, contribuindo com 50% dos casos. O
restante dos casos de sepse pode ser atribuido a complicagdes
decorrentes de infecgBes urindrias, cutdneas e provenientes de traumas
abdominais (revisado por MAYR et al., 2014).

1.1.2 Conceitos e Historico: da Antiguidade aos dias atuais

As primeiras referéncias na histéria a sepse foram
documentadas ha cerca de 2700 anos. Hipdcrates, no século IV a.C.,
instituiu o termo para se referir a um estado perigoso, odorifero e de
putrefacdo da matéria organica, com comprometimento bioldgico:
"Quando a febre é continua, e a superficie externa do corpo esta fria,
existe internamente uma sensacdo de calor e sede, a afeccdo é mortal"
(CAIRUS, 2005; revisado por PETTIGREW, 2014). Muitos anos depois
foi observado a presenca de agentes patogénicos na corrente sanguinea
de pacientes que apresentavam sintomas da sepse (revisado por
NAMAS et al., 2012). E, embora essa condicdo seja conhecida ha
séculos, os profissionais de salde e pesquisadores ainda enfrentam
dificuldades nos critérios de diagndstico e classificacao.

Na atualidade, o conceito fisiopatolégico da sepse, apOs ter
sofrido algumas alteragdes, é definido por uma disfuncdo organica
causada por uma resposta imune desregulada a uma infecgédo, que pode
ser de origem bacteriana, flngica, viral ou protozoaria (SINGER et al.,
2016). Na prética clinica, a pluralidade de definicGes sempre constituiu
uma limitacdo relevante para o melhor conhecimento e diagndstico da
doenca. As nomenclaturas utilizadas anteriormente como sindrome
séptica, septicemia, infeccdo generalizada, sepse e sepse grave
causavam confusdo tanto para a rotina hospitalar quanto para a pesquisa
cientifica (ILAS, 2015)

Portanto, levando em consideracdo a necessidade de
padronizacdo melhor e mais eficiente para a identificacdo da sepse foi
realizado em 1992 a primeira reunido para a promogdo de um consenso
entre a Society of Critical Care Medicine (SCCM) e o American College
os Chest Physician (ACCP). Este consenso, hoje denominado por
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Sepsis-1, trouxe algumas definicdes que, em alguns casos, continuam
sendo utilizadas até os dias atuais, como sindrome da resposta
inflamatoria sistémica (SIRS), sepse, sepse grave (que caiu em desuso) e
choque séptico (BONE et al., 1992). As definicBes sdo mostradas no
Quadro 1.

Quadro 1 - Definigdes de sindrome da resposta inflamatéria sistémica, sepse,
sepse grave e choque séptico de acordo com o Sepsis-1.

Sindrome da resposta Presenca de pelo menos 2 dos seguintes itens:
inflamatéria sistémica (SRIS) a) temperatura central > 38,3° C ou < 36°C;
b) frequéncia cardiaca > 90bpm;

c) frequéncia respiratéria > 20 rpm ou PaCO, < 32
mmHg ou necessidade de ventilagado mecanica;

d) leucdcitos totais > 12.000/mm® ou < 4.000/mm
ou presenca de > 10% de formas jovens.

3

Sepse SRIS secundaria a processo infeccioso confirmado
ou suspeito, sem necessidade da identificacao do
agente infeccioso.

Sepse grave Presenca dos critérios de sepse associada a
disfungdo organica ou sinais de hipoperfusao.
Hipoperfusao e anormalidades da perfusao podem
incluir, mas nao estao limitadas a: hipotensao,
hipoxemia, acidose lactica, oliguria e alteracao
aguda do estado mental.

Choque séptico Estado de faléncia circulatoria aguda caracterizada
pela persisténcia de hipotensao arterial em
paciente séptico, sendo hipotensao definida
como pressao arterial sistolica < 90 mmHg,
reducdo de > 40 mmHg da linha de base, ou
pressao arterial meédia < 60 mmHg, a despeito de
adequada reposicao volémica, com necessidade
de vasopressores, na auséncia de outras causas de
hipotensao.

Fonte: ILAS, 2015.
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Apesar do esforco deste primeiro consenso, as definicdes
sofreram criticas por serem inespecificas, muito sensiveis e focarem
exclusivamente na inflamagéo, uma vez que era dificil diferenciar SIRS
e sepse, ja que a SIRS ndo é uma caracteristica exclusiva da sepse (pode
ser evidenciada a SIRS em pacientes politraumatizados, por exemplo) e
nem sempre a presenca do foco da infeccdo é claramente notada. Diante
do reconhecimento das limitag6es das defini¢des do primeiro consenso,
a SCCM e ACCP se reuniram novamente em 2001, numa conferéncia
para tentar tornar critérios de diagnostico mais claros.

Neste segundo consenso, hoje denominado Sepsis-2, a lista de
critérios de diagndstico foi expandida, mas ndo apresentou novas
alternativas de defini¢es clinicas por falta de dados que as suportassem
(LEVY et al., 2003). De fato, as definicdes de sepse e choque séptico
permaneceram sem grandes mudangas por mais de 20 anos.

Reconhecendo a necessidade de revisdo das definicbes, em
2014 a European Society of Intensive Care Medicine (ESICM) e a
SCCM reuniram um total de 19 especialistas de diferentes areas, como
epidemiologia, estudos clinicos, pesquisa basica e translacional. Os
especialistas se basearam nas descobertas atuais das mudancas induzidas
pela sepse na disfuncdo organica, morfologia, biologia celular,
bioquimica, imunologia e circulagdo, varidveis denominadas como
patobiologia da sepse (SINGER et al., 2016).

Os principais focos deste consenso foram diferenciar a sepse de
uma infeccdo ndo complicada e atualizar as definicbes de sepse e
choque séptico, baseando-se na patobiologia da doenca. Hoje sabe-se
que a sepse envolve uma ativagdo inicial de vias pro- e anti-
inflamatorias, com modificagdes nos sistemas cardiovascular, neuronal
autondmico, hormonal, bioenergético, metabdlico e da coagulacdo
(SINGER et al., 2004; ANGUS et al., 2013; DEUTSCHMAN;
TRACEY, 2013; HOTCHKISS et al.,, 2013), todas varidveis com
importancia progndstica.

Portanto, baseando-se no conhecimento acumulado nas Ultimas
décadas, o consenso Sepsis-3 primeiramente determinou que a diferenca
entre a sepse e uma infeccdo ndo complicada é que na sepse acontece
uma disfuncdo organica causada pela resposta imune desregulada do
hospedeiro, fazendo com o0 que o termo “sepse grave" se tornasse
obsoleto. Também ficou determinado que apenas o uso de dois ou mais
critérios de SIRS para a identificacdo da sepse era inGtil, uma vez que
contagem de leucdcitos, temperatura e frequéncia cardiaca refletem uma
inflamac&o e ndo necessariamente uma resposta desregulada a infecgéo,
com disfuncdo orgénica e que ameace a vida. Ou seja, o foco passou a



34

ser a disfungdo organica e tornou-se necessario a identificacdo mais
eficaz dessa condigdo. Para isso, 0 Sepsis-3 encoraja a utilizacdo da
Avaliagdo Sequencial de Faléncia Organica (SOFA, do inglés
Sequential Organ Failure Assessment) para quantificar as
anormalidades organicas.

O SOFA, que foi inicialmente desenvolvido como uma
ferramenta para avaliar a disfuncdo orgénica relacionada a sepse
(VICENT et al., 1996), mas que hoje em dia é utilizado também em
outras situagdes, é um sistema em que uma pontuacdo é atribuida
baseada na situacdo clinica do paciente, e 0 aumento agudo dessa
pontuagdo em dois pontos ou mais caracteriza um quadro de disfuncéo
organica. A avaliacdo dos sistemas respiratdrio, de coagulacdo, hepético,
cardiovascular, nervoso e renal ¢ realizada através de exames clinicos e
laboratoriais. Os pardmetros sdo mostrados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Avaliacdo sequencial de faléncia organica (SOFA).

Escore
Sistema 0 1 2 3 4
Respiratorio - <200 com =100
Pa0,/FIO, 430 <400 = 300 suporte com suporte
respiratorio respiratono
Coagulacio
Plaquetas e ) )
3, - = < <5 < 2
(<10°/uL) 150 | ~1%0 100 20 0
aming amma 5.1- amina =15
PAM | PAM Dop amina Dopamina 1 Dop'unm't_ 1>’
> 70 =70 <50u 15 ou adrenalina ou adrenalina <
Cardiovascular ’;nm mm dobutamina =0.1 ou 0.1 ou
H H (qualquer noradrenalina < noradrenalina =
£ & dose)* 0.1* 0.1%*
Sistema Nervoso
Central
(escore da escala 15 13-14 10-12 6.9 -6
de coma de
Glasgow)”
Renal
Lo .
Creatmmamg/dl | ;5 | g 2034 3549 >5.0
Diurese (mlL/dia) - 500 < 200
Hepatico 1.2
Bilirrubina 12 i 2059 6.0-11.9 =120
1.9
mg/dL

Fonte: Adaptado de SINGER et al., 2016.

Abreviagdes: PaO,, pressdo parcial de oxigénio; FIO,, fracdo de oxigénio
inspirado; PAM, pressdo arterial média; SNC, sistema nervoso central.

*Doses de catecolaminas dadas em pg/Kg/min por pelo menos 1 h.

*Escala de coma de Glasgow: pontuagéo de 3 a 15; alta pontuacao indica melhor
funcéo neurologica

Apesar do SOFA ser uma avaliacdo de disfungdo organica
bastante confiavel, sdo necessarios testes laboratoriais para a maioria
dos parametros avaliados, fazendo com que o tempo de diagnostico seja
maior. Pacientes em choque séptico apresentam um aumento da
mortalidade de, em média, 7,6% a cada hora de atraso até o inicio da
terapia, tornando o tempo uma variavel importantissima para a melhora
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do paciente (KUMAR et al., 2006). Diante disso, foi desenvolvido o
quick SOFA (gSOFA) que nao utiliza testes laboratoriais e permite uma
triagem dos pacientes em risco de estarem com sepse, sendo uma
ferramenta mais eficaz na predi¢cdo clinica para pacientes que se
encontram fora das UTIs. As varidveis avaliadas no qSOFA sdo:
frequéncia respiratoria maior que 22 ciclos por minuto, pressao arterial
sistolica menor que 100 mmHg e redugdo do nivel da consciéncia
(baseando-se na escala de Glasgow). Se duas dessas variaveis estiverem
presentes, recomenda-se a aplicacdo do SOFA (SEYMOUR et al., 2016;
SINGER et al., 2016).

A sepse pode evoluir até o quadro de choque séptico que, de
acordo com o Sepsis-3, ainda apresenta muitas defini¢bes em uso.
Segundo Shankar-Hari e colaboradores (2016) que utilizaram uma
revisdo sistematica, entrevistas e estudos de coorte para chegar a uma
definicdo, o choque séptico pode ser definido como um subconjunto da
sepse em que alteracdes circulatorias, celulares e metabdlicas estdo
associadas com maior risco de mortalidade quando comparado a sepse
somente. Clinicamente, os pacientes em choque apresentam hipotenséo,
com necessidade de utilizacdo de vasopressores para a manuten¢do da
pressdo arterial média acima de 65 mmHg e que apresentam o lactato
sérico maior que 2 mmol/L, persistente a reposicao adequada de fluidos.

1.1.3 Mecanismos Moleculares da Sepse

A sepse evolui a partir de uma infecgdo primaria que pode ter
origem comunitaria ou nosocomial (adquirida em ambiente hospitalar
apés admissdo no servico). Nos dois casos, a infeccdo primaria mais
frequente é a pneumonia, girando em torno de 50% dos casos que se
agravam a sepse. Quando a pneumonia é de origem comunitaria, as
bactérias gram-positivas sdo as principais causadoras, ja nos casos de
pneumonia adquirida em ambiente hospitalar, as enterobactérias, que
sdo bactérias gram-negativas, como a Escherichia colli e Klebsiella
spp., sdo as principais responsaveis (ANGUS; WAX, 2001; ALBERTI
et al., 2002).

Durante o processo de infeccdo, as células do corpo do
hospedeiro reconhecem multiplos produtos microbianos, como
peptideoglicanos, &cido lipoteicoico e flagelina. As bactérias gram-
negativas, especificamente, apresentam externamente a parede celular
uma camada lipidica cujo um dos constituintes € uma molécula de
lipopolissacrideo (LPS ou endotoxina) cujo principal constituinte, o
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lipideo A, serve para a ancoragem do LPS & parede celular e também o
responsavel pelas suas atividades bioldgicas. Essas estruturas sdo
chamadas de Padrdes Moleculares Associados ao Patdgeno (PAMPs, do
ingés Pathogen-Associated Molecular Patterns) (revisado por
SCHWECHHEIMER; KUEHN, 2015; HOTCHKISS et al., 2016).

As estruturas de reconhecimento dos PAMPs presentes nas
células do sistema imune do hospedeiro sdo conhecidas como
Receptores de Reconhecimento Padrdo (PRRs, do inglés Pattern
Recognition Receptors). Existem ao menos quatro familias de PRRs: 1)
do tipo Toll (TRL, do inglés Toll-Like Receptor), 2) proteinas de
repeticdo ricas em leucina com dominio de oligomerizacdo de
nucleotideos (NOD, do inglés Nucleotide-binding Oligomerization
Domain), 3) receptores tipo RIG-1 (do ingles Retinoic Acid-inducible
Gene) e 4) Receptores de Lectina tipo C (CLR, do inglés C-type
Lecitine Receptor) (revisado por CINEL; OPAL, 2009).

No caso do LPS, a familia de PRRs responsavel pelo seu
reconhecimento é a familia de receptores Toll, especificamente o TLR-
4, que sdo complexados a proteina ligante de LPS e ao CD14. A
ativacdo desses receptores gera uma cascata de sinalizagdo, com
recrutamento de varias proteinas citoplasmaticas, que culmina com a
ativacdo de varios fatores de trascri¢do, dentre eles o Fator Nuclear kB
(NF- xB, Nuclear Factor Kappa B), a Proteina Ativadora-1 (AP-1,
Activation Protein 1), Proteina de Resposta de Crescimento Precoce
(EGR-1, Early Growth Response 1) e os Sinais Transdutores e
Ativadores da Trasncrigdo 1 (STAT 1, Signal Transducer and Activator
of Transcription 1) (SHERWOOD, 2004; HOTCHKISS et al., 2016).

Esses fatores de transcricdo regulam varios genes que estdo
relacionados principalmente a atividade inflamatdria, como por exemplo
0s genes do Fator de Necrose Tumoral a (TNF- o, Tumor Necrosis
Factor-alpha), interleucina-6 (IL-6), interleucina-8 (IL-8), ciclo-
oxigenase 2 (COX-2) e Sintase de Oxido Nitrico-2 (NOS-2) (PAHL,
1999). Isso culminard com a producdo de inGmeros eventos
inflamatérios como o aumento da permeabilidade vascular e
recrutamento de leucécitos para os tecidos, onde acontece a producéo de
ainda mais mediadores secundarios como espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio, amplificando ainda mais o processo inflamatério (revisado
por CINEL; OPAL, 20009).
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1.1.4 A Inflamagdo na Sepse

Apesar do conceito de SIRS ter caido como ferramenta de
diagnostico da sepse, as varidveis da resposta inflamatéria sistémica
continuam sendo utilizadas na clinica com finalidade de monitoramento
da evolucdo do paciente, o que mostra que o componente inflamatério
na sepse é bastante evidente. A inflamacdo, em si, € uma resposta do
organismo que visa proteger os tecidos de agressdes causadas por
agentes nocivos, a fim de evitar a destrui¢do tissular. Existem cinco
sinais clinicos caracteristicos durante o processo de inflamagdo aguda:
calor, rubor, edema, dor, e eventualmente, perda da funcdo do tecido
afetado (revisado por KUMAR et al.,2014). Porém, em quadros
extremos estes eventos ndo sdo resolutivos.

Os sinais do processo agudo de inflamagdo acontecem
principalmente pelos eventos celulares e vasculares como a
vasodilatacéo, que aumenta o fluxo sanguineo, causando hiperemia e
aumento da temperatura da regido, e 0 aumento da permeabilidade
vascular, que leva ao extravasamento de fluido e proteinas plasmaticas
para os tecidos (SHANLEY et al, 1995). Uma das principais
complicagdes inflamatérias apresentadas por pacientes sépticos é a
Lesdo Pulmonar Aguda/Sindrome da Angustia Respiratria Aguda,
cujos eventos moleculares sdo complexos e resultam da agdo de
leucécitos polimorfo nucleares no parénquima pulmonar e de
mediadores inflamat6rios agudos, que induzem o aumento da
capilaridade pulmonar, culminando no extravasamento de proteinas e
formacdo de edema, resultando em faléncia respiratéria (STEAMS-
KUROSAWA et al., 2011; KING et al., 2014).

Essa disfuncdo da microvasculatura pulmonar é atribuida a
eventos inflamatérios que afetam as células endoteliais. Muitos
mecanismos sdo propostos, como por exemplo, 0 aumento da exsudacgéo
de albumina e o estresse oxidativo causados pelo aumento da producao
de 6xido nitrico, que leva a retracdo das células endoteliais pulmonares
(BACKER et al., 2002; RAZAVI et al., 2004;WANG et al., 2002;
WANG et al., 2012). Foi demonstrando por Guequén e colaboradores
(2016) que a oxidacdo pelo Oxido nitrico de sulfidrilas presentes em
residuos de cisteina de caderinas das juncdes aderentes das endoteliais
pulmonares leva a internalizacdo dessas estruturas, com consequente
hipermeabilidade vascular. Este evento estd diretamente ligado ao
aumento da migracéo de leucécitos para o parénquima pulmonar.

De acordo com Sordi e colaboradores (2013), no modelo animal
de sepse induzida por pneumonia é possivel observar que existem
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neutrofilos que aderem as células endoteliais danificadas de capilares
pulmonares e transmigram através do intersticio até os alvéolos. Essa
invasdo comeca a partir de 6 horas depois da inducdo da sepse. De fato,
os neutrofilos sdo uma das primeiras linhas de defesa contra patdgenos e
sdo responsaveis por conter e eliminar os invasores, uma vez que eles
possuem uma quantidade consideravel de enzimas proteoliticas e uma
rapida producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio
(RNS) (BROWN et al., 2006; BORREGAARD, 2010). Porém, na sepse
existe uma resposta imune desregulada com ativacdo de neutrofilos
circulantes liberando citocinas e espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio em varios sitios, sendo esta uma das causas da faléncia de
multiplos 6rgdos. Além disso, ja foi demonstrado que durante essa
resposta desregulada essas células podem exibir um fenétipo
imunossupressor, apresentando células imaturas e um perfil de citocinas
alterado (LELIEFELD et al., 2016). Ou seja, durante a sepse a atividade
neutrofilica pode estar afetada, tornando a resposta de defesa ineficaz.

1.2 AMBIENTE REDOX

1.2.1 Pares Redox, Regulacdo do Ambiente Redox e Homeostase de
Sulfidrilas

O metabolismo celular, mesmo em estados fisiolégicos, €
acompanhado pela producdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, e com isso 0s organismos desenvolveram um sistema de
defesa para garantir protecdo contra estas espécies. Este mecanismo de
defesa se baseia num conjunto de pares redox que sd0 responsivos ao
fluxo de elétrons, ou seja, mudancas no ambiente redutor/oxidante. O
termo "Par Redox" descreve a relacdo de conversdo de uma molécula no
seu estado oxidado para o seu estado reduzido (e vice-versa). O par
redox mais importante € o do sistema tiol ndo-protéico (NPSH, do
inglés, Non-protein SH) glutationa, ou GSSH/2GSH, cuja principal
funcdo é a desativacdo de radicais livres (revisado por SCHAFER;
BUETTNER, 2001).

A definicdo de Ambiente Redox provém da somacdo dos
produtos do potencial de reducédo ligado a todos os pares redox de um
determinado sistema. Porém, é necessario deixar claro que a quantidade
de sulfidrilas oxidaveis em proteinas das células e tecidos (PSH, do
inglés Protein SH) é muito maior do que a de tidis ndo proteicos
(TORCHINSKY, 1981). Estes grupos podem estar presentes na forma
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de tidis (-SH), dissulfetos (PS-SP), um dissulfeto misto (PS-SG, quando
conjugado com GSH, por exemplo), ou ainda na forma de nitrosotiol
(-SNO) (Figura 1), e a homeostase desses tidis tem papel importante na
transducdo de sinais, regulacdo da atividade enzimatica e mecanismos
de sinalizacdo (SERES et al., 1996; BISWAS; CHIDA; RAHAN, 2006;
CIRCU; AW, 2010; GHEZZI, 2013).

Figura 1 - Representacdo esquematica de modificagdes de cisteinas reativas.

Fonte: Adaptado de JANSSEN-HEININGER et al., 2008.

1 —Ponte de dissulfeto; 2 — Hidroxilagdo; 3 — Nitrosilacao; 4 —
Glutationilagdo; 5 - Acido Sulfinico. O sentido das setas ndo indica
unidirecionalidade da reacéo.

De fato, existem inlmeros eventos fisiolégicos que sdo
mediados por agentes oxidantes de sulfidrilas que controlam a
homeostase tissular, divisdo celular, migracdo de leucécitos, contracdo
muscular (RHEE et al., 2000; FINKEL, 2003; HESS et al., 2005;
RHEE, 2006). Porém, muitas proteinas envolvidas na inflamacédo estdo
sujeitas a mudancas conformacionais por alterac@es nas suas sulfidrilas,
com consequéncias funcionais. Perturbacbes na homeostase de
sulfidrilas s8o marcos importantes em muitas doencas, incluindo
diabetes (MATTEUCCI; GRAMPIETRO, 2010), cancer (PRABHU et
al., 2014), artrite reumatoide (TETIK et al., 2010), doencas



41

cardiovasculares (GO; JONES, 2011) e na sepse (BENEDET et al.,

2018).

1.2.2 Bioquimica do Sistema Redox

1.2.2.1 Aminoacidos Oxidaveis: Cisteinas Reativas como Alvos Redox

Amino4cidos que sdo alvos para a oxidagao reversivel incluem
cisteinas com grupos sulfidrilas que possuem pKa baixo, 0 que garante
uma susceptibilidade a oxidagdo que ndo é observada em sulfidrilas ndo-
reativas que possuem pKa mais elevado (revisado por MENG;
FUKADA; TONKS, 2002). Além das cisteinas, a metionina, o
triptofano e a tirosina (Figura 2) sdo aminodcidos passiveis de
modificacBes oxidativas, embora o impacto funcional da oxidagdo
destes aminoécidos ndo esteja tdo esclarecido na literatura quanto o da
cisteina (revisado por POOLE; KARPLUS; CLAIBORNE, 2002).

Figura 2 - Aminoacidos que séo alvos para oxidagdes reversiveis.

0 o)
. i
HC™ . oM " 4
HN H E
Metionina Triptofano
0]
HS/\HLOH
NH-
Tirosina Cisteina

Fonte: OLIVEIRA, 2019
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A possibilidade de acontecer ou ndo a oxidagdo desses
aminoacidos depende do ambiente em que estes residuos se encontram.
O valor de pKa de determinado grupo vai ser estabelecido de acordo
com a carga dos aminoAcidos adjacentes dentro da estrutura terciéria ou
quartendria da proteina. No geral, cisteinas cujos grupos sulfridrila estdo
proximos a aminodcidos bésicos ou dos que tém anéis aromaticos
possuem pKa > 8,5 e ndo sdo reativas, ou seja, ndo sofrem acdo do
sistema redox e nem participam do potencial do ambiente redox
(NEDOSPASQV et al., 2000).

1.2.2.2 Agentes Oxidantes como Moduladores da Transducao de Sinal

Apesar de agentes oxidantes serem vistos muitas vezes como
vildes, existem varios processos fisioldgicos que sdo mediados por eles.
A seletividade e especificidade das moléculas oxidantes dependem
basicamente da reatividade quimica de cada um deles. A maioria dos
oxidantes empregados na sinalizagdo em processos fisiologicos
produzem oxidacdo dos tidis de maneira reversivel, como por exemplo o
Oxido nitrico e o peroxido de hidrogénio (HESS et al., 2005; revisado
por JANSSEN-HEININGER, 2008).

Espécies oxidantes mais reativas como 0zOnio, &cido
hipocloroso, peroxinitrito e diéxido de nitrogénio oxidam as proteinas
de maneira inespecifica. A grande maioria das modificacBes oxidativas
induzidas por este tipo de agente oxidante, como formacdo da
nitrotirosina, ndo sdo facilmente reduzidas, sendo consideradas
irreversiveis e provavelmente ndo apresentam funcdo na transducdo de
sinais, mas com consequéncia bioldgica importante.

Porém, de fato, mesmo o0s agentes oxidantes que induzem
oxidacdo reversivel tém vastas acdes que estdo intrinsecamente ligadas a
processos patoldgicos. Existe um ndmero crescente de evidéncias que
correlacionam  doencas  neurodegenerativas, inflamatdrias e
cardiovasculares com oxidacdo de sulfidrilas (GO; JONES, 2011,
MILLER; MIEYAL, 2015).

Alguns estudos comprovam a atividade do sistema redox como
modulador da atividade celular. Segundo Liu e Gutterman (2002),
agentes oxidantes e redutores possuem a capacidade de modular canais
para potassio dependentes de voltagem. lyer e colaboradores (2009),
utilizando uma linhagem de mondcitos humanos, demonstraram que
quando as células eram expostas a um ambiente externo mais oxidado,
isso induzia o0 aumento da secrecdo de IL-1B. Além disso, esse mesmo
estudo, utilizando uma abordagem in vivo, utilizou um modelo de
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endotoxemia (administracdo de LPS) em camundongos e dados obtidos
a partir de plasma humano para detectar uma forte relacéo positiva entre
os niveis de IL-1p com a oxidag&o do plasma. Outro estudo demonstrou
a relagdo da mudanca no estado redox plasmatico com a fibrose
pulmonar (IYER et al., 2009).

Portanto, fica claro que o ambiente redox, mesmo aquele
sistema que se limita ao meio extracelular, quando modificado, tem
consequéncias bioldgicas extensas. As mudangas do potencial redox em
nivel plasmatico, de membrana celular ou intracelular podem ter efeito
sobre vias de sinalizagdo ou transdugdo de sinais e organelas celulares
(revisado por GO; JONES, 2011).

1.2.3 Xenobidticos Oxidantes e Redutores de Sulfidrilas
1.2.3.1 Acido 5,5'-ditiobis (2-nitrobenzoico) - DTNB

O é4cido 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzéico), ou DTNB, também
conhecido como "Reagente de Ellman" é um reagente que foi
desenvolvido na década de 50 para a quantificagdo de grupos sulfidrila
livres de proteinas e tidis ndo proteicos (ELLMAN, 1959). A reacdo se
baseia na interacgdo do tiol com o0 DTNB, que gera um dissulfeto misto e
0 &cido 2-nitro-5-tiobenzdico (TNB) (Figura 3) que tem intensa cor
amarela e pode ser quantificado por absorbancia e se correlaciona
estequiometricamente com a quantidade de sulfidrilas reativas livres. De
acordo com suas caracteristicas quimicas, 0 DTNB so é soltvel em pH
basico e em meio fisiologico ele ndo atravessa membranas (RIDDLES;
BLAKELEY; ZERNER, 1979).
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Figura 3 - Reacdo de oxidacdo de tiol livre pelo DTNB.
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Fonte: Adaptado de RIDDLES; BLAKELEY; ZERNER, 1979

Apesar do DTNB ser um reagente quimico que foi inicialmente
pensado para ser utilizado em ensaios que quantificacdo de tiois, alguns
pesquisadores ja o utilizaram como ferramenta farmacoldgica no estudo
da modulagdo do estado redox de um sistema por conta de sua
especificidade para oxidar sulfidrilas reativas (ELLMAN, 1959).

De acordo com Cai e Sauve (1997) o DTNB induz a reducdo da
atividade de canais para potassio sensiveis ao calcio presentes em
células endoteliais de aortas. Além disso, Long e colaboradores (2009)
demonstraram que o tratamento com DTNB de neurdnios hipocampais
em cultura induzia o aumento da concentracéo intracelular de célcio. De
maneira interessante, o pré-tratamento com DTNB foi capaz de diminuir
a imobilidade de ratos submetidos a modelos de nado forgado,
mostrando um  efeito  antidepressant-like (ROSA; DAFRE;
RODRIGUES, 2013). Resultados anteriores do nosso laboratorio
também mostraram o efeito positivo da administracdo de DTNB em
parametros cardiovasculares de animais submetidos a sepse por ligadura
e perfuracdo do ceco (BENEDET et al., 2018).

Os mecanismos pelos quais 0 DTNB exerce esses efeitos ainda
ndo sdo totalmente esclarecidos, mas uma possivel explicacdo, segundo
Martinez-Ruiz (2013), é que os agentes oxidantes de sulfidrilas podem
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levar a desnitrosilacdo de proteinas, afetando o estado redox do sistema,
trazendo consequéncias que ainda precisam ser elucidadas.

1.2.3.2 Ditiotreitol - DTT

O ditiotreitol (DTT) foi sintetizado em 1949 por Evans e
colaboradores. Ele é um agente redutor capaz de regenerar sulfidrilas
livres por doacdo de elétrons e é conhecido pela sua capacidade de
romper pontes dissulfeto presente em tidis proteicos e ndo-proteicos
(Figura 4) (CLEALAND, 1964).

Figura 4 - Reacdo de reducdo de dissulfetos pelo DTT.
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Fonte: Adaptado de CLEALAND, 1964

Alguns estudos utilizaram também o DTT como ferramenta
farmacol6gica para modular o ambiente redox. De acordo com
Aizenman, Lipton e Loring (1989), o DTT aumentava as correntes
induzidas pela ativagdo do NMDA em células de cultura de ganglios
cerebrocorticais e retinais. Além disso, experimentos in vivo mostraram
que a modulacdo do NMDA pelo DTT alterou o comportamento
nociceptivo de camundongos (LAUGHLIN; KITTO; WILCOX, 1998).
O DTT restabeleceu a homeostase de sulfidrilas intracelulares, uma vez
que ele atravessa membranas, revertendo o efeito na oxidacdo de
proteinas que induzia ao aumento da ubiquitinacdo em neurdnios
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(FIGUEIREDO-PEREIRA; YAKUSHIN; COHEN, 1998). Porém, da
mesma forma que no caso dos agentes oxidantes, o mecanismo pelo
qual o DTT induz essas alteracdes e a influéncia do ambiente redox mais
reduzido ainda ndo estd completamente esclarecido e as consequéncias
fisioldgicas ainda ndo sdo conhecidas.



47

1.2 HIPOTESE DO TRABALHO

ModificacBes no ambiente redox, mediante oxidacao e redugéo
de sulfidrilas, alteram o percurso inflamatério em um modelo de sepse
experimental.
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1.3 OBJETIVOS
1.3.1 Objetivo Geral

Auvaliar a influéncia da modulacdo do sistema redox pelo agente
oxidante DTNB e pelo agente redutor DTT nos parametros
inflamatorios da sepse induzida por pneumonia.

1.3.2 Objetivos Especificos

Auvaliar o efeito de modifica¢Ges no estado redox:
1) na permeabilidade vascular pulmonar;

I1) na migragdo leucocitéria para o foco primério da infecgéo;
I11) na producgdo de 6xido nitrico local;

IV) na producéo de exsudato inflamatério;

V) na sobrevida de animais sépticos;

VI) na disseminagéo bacteriana;

VI1I) nos niveis de nitrosotiois.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL
2.1.1 Animais

Para a realizacdo dos protocolos experimentais foram utilizados
camundongos Swiss (Mus musculus) fémeas, com 2 a 3 meses de idade,
pesando entre 30 - 40 g, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina. Antes dos experimentos, 0s
animais eram mantidos sob controle alimentar a base de ragdo com livre
acesso a agua, com ventilacdo e temperatura (22 + 1 °C) controladas e
constantes. Os procedimentos experimentais foram submetidos e
aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais-CEUA/UFSC
(Protocolo n° 2627190617).

2.1.2 Reagentes

Neste estudo, foram utilizados o0s seguintes compostos:
bicarbonato de sédio (NaHCOs3), cloreto de sédio (NaCl), cloreto de
potassio (KCI), fosfato de
potassio (KH,PO,), fosfato de sédio (NaHPQO,), (Merck, Brasil); o &cido
5,5'-ditiobis-2-nitrobenzéico (DTNB), albumina de soro bovino (BSA),
Tris-HCI, sulfanilamida, acido fosforico, a-naftil e Tween-20 foram
adquiridos da Sigma-Aldrich Co. LLC (St Louis, MO, EUA); Reagente
de Bradford (Bio-rad, Sdo Paulo, SP); heparina sédica (Cristalia
Produtos Farmacéuticos, S&do Paulo, SP); cloridrato de xilazina e
cloridrato de cetamina (Syntec do Brasil Ltda., Brasil) e isoflurano
(BioChimico do Brasil Ltda., Brasil); BHI (HiMedia, Mumbai, india);
Mueller Hinton (Kasvi, Italia); azul de Evans e formamida (Neon, Sao
Paulo, SP).

2.1.3 Preparo do DTNB e do DTT para os Ensaios Farmacolégicos

O DTNB e o DTT eram armazenados na forma de pé e
conservados em freezers a -20°C. No momento do experimento, era
preparada uma solucdo de DTNB 5,0 mg/mL em bicarbonato de sédio
(5%). As doses eram utilizadas em multiplos de 2, sendo a dose maxima
126 umol/kg (equivalente a 50 mg/kg). Ja o DTT era preparado em PBS
estéril (do inglés, Phosphate buffered saline; NaCl 137 mM, KCI 2,7
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mM, KH,PO,4 1,5 mM e NaHPO, 8,1 mM; pH 7,4), na concentracdo de
2,0 mg/mL e o esquema de dose era 0 mesmo do DTNB, sendo a dose
méxima 126 pumol/kg (equivalente a 20 mg/kg).

2.2 METODOS
2.2.1 Modelo Experimental de Sepse por Pneumonia
2.2.1.1 Expanséo e Quantificacdo da Bactéria

A bactéria utilizada nos experimentos foi a Klebsiella
pneumoniae (ATCC 700603 — American Type Culture Collection,
Rockville, MD). Aliquotas de 500 uL da bactéria liofilizada eram
suspensas em 40 mL de caldo Brain-Heart Infusion (BHI) em tubo
plastico e incubadas a 37°C por 18 horas. Ap6s a incubagéo, o conteido
era centrifugado a 2.500 g por 15 minutos em temperatura ambiente, o
sobrenadante era descartado e as bactérias eram novamente suspensas
em 30 mL de PBS estéril para lavagem das bactérias. Apds duas
lavagens, o sedimento resultante era resuspenso com auxilio de um
agitador de tubos tipo Vortex e colocado em microtubos. Dilui¢Bes
seriadas (com um fator de 10) eram realizadas e as densidades Opticas
determinadas a 600 nm. Para a quantificagdo das bactérias, 10 uL das
diluicBes foram plaqueadas em duplicata em condicéo estéril, em agar
Mueller-Hinton e incubadas a 37°C, por 24 horas. Foram determinados
0s ntmeros de unidades formadoras de colonia (UFC) apés 24 horas e
calculada a quantidade por mililitro de cada diluicdo. Realizou-se uma
regressdo linear relacionando densidade 6tica e UFC/mL para estimar o
namero de UFC de todas as aliquotas feitas nesse lote.

2.2.1.2 Inoculagdo de Klebsiella pneumoniae em camundongos

Apds a expansdo e determinacdo da concentracdo da bactéria
por meio da interpolagdo da medida da absorbancia em 600 nm na
regressdo obtida, descrita no Item 2.2.1.1, a suspensdo de bactérias era
diluida em PBS estéril na concentracdo desejada para inoculagdo nos
animais. Para inducdo da pneumosepse, 0s animais eram anestesiados
com isoflurano na concentracdo de 5% e mantidos em plano anestésico
profundo com 2% de isoflurano, por via inalatéria. Os camundongos
eram dispostos em posi¢do supina inclinada (45°C) e uma incisdo na
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pele do pescoco (5 mm na vertical) era feita em condigbes assépticas.
Em seguida, a traqueia era identificada e 50 pL de suspensdo bacteriana
eram injetados por via intratraqueal (i.t.), com uma agulha estéril de 30
G. Apos sutura da pele, os animais recebiam 30 mL/Kg de PBS estéril
aquecido (37°C), por via subcuténea, para reposicdo volémica. Os
animais foram mantidos nas suas gaiolas sob aquecimento até a
recuperacao da anestesia e, posteriormente, eram alojados em ambiente
com temperatura e luz controladas.

2.2.2 Protocolos Experimentais

2.2.2.1 Padronizagdo do Modelo Experimental de Sepse por Pneumonia

Com a finalidade de se determinar a quantidade de UFC de
Klebsiella pneumoniae suficiente para ocasionar uma sepse nos animais,
foram realizados experimentos onde foram inoculadas quantidades
crescentes de bactéria e a sobrevida destes animais foi acompanhada a
cada 24 h ao longo de 96 h. O nimero de bactérias viaveis inoculadas
por via i.t. por animal foi de 10°, 5 x 107, 108e 5 x 10 UFC. Animais
naive foram utilizados como controle. Apds a inoculagdo, 0s animais
foram mantidos em local com temperatura e ciclo de luz claro/escuro
(12/12 h) controlado automaticamente, com livre acesso a ragao e agua.

Figura 5 - Protocolo experimental de padronizacdo do modelo de pneumosepse.
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Fonte: OLIVEIRA, 2019.
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2.2.2.2 Modulacéo do Estado Redox

Apds a inoculagdo da bactéria, os animais foram divididos em
quatro grupos para realizacdo de abordagens distintas de modulacdo do
sistema redox na sepse induzida por pneumonia. A primeira envolveu a
oxidagdo de sulfidrilas em residuos de cisteina. Para isso, 0 primeiro
grupo recebeu DTNB (31,25 - 126 umol/kg, s.c.) 12 horas apds
inoculagdo. O segundo recebeu DTT (31,25 - 126 umol/kg, s.c.) 12
horas ap6s inoculagdo. E por ultimo, em alguns experimentos de taxa de
sobrevivéncia, ao terceiro grupo foi administrado DTNB (126 pmol/kg,
s.c.) 12 horas apds a inducéo da sepse e DTT (126 umol/kg, s.c.) 1 hora
apés administracdo do DTNB. Um quarto grupo recebeu veiculo
(bicarbonato de sodio 5%). Doze horas apds os tratamentos, ou seja, 24
h apos a inoculagdo da bactéria, foram realizados estudos de pardmetros
inflamatdrios, bioquimicos e bacterianos, bem como o acompanhamento
da sobrevida dos animais, desta vez ao longo de 96 h. Animais naive
foram utilizados como controle, e animais naive tratados e ndo tratados
com DTNB e DTT (ambos 126 pmol/kg, s.c.) também foram avaliados.
As doses do DTNB e o tempo de tratamento foram escolhidos com base
nos resultados anteriores do nosso laboratério (TERLUK, 2005;
BENEDET et al, 2018). Ja as doses do DTT foram escolhidas usando as
do DTNB como referéncia

Figura 6 - Protocolo experimental de modulacéo do estado redox.
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2.2.3 Avaliacdo do Extravasamento Plasmatico Pulmonar por Azul
de Evans

Apbés 23h30min da inoculacdo da bactéria, os animais
receberam uma injecéo de Azul de Evans (40 mg/kg), via veia gengival.
Passados 30 minutos, os animais foram sacrificados por aprofundamento
anestésico e perfundidos com solucdo salina (0,9%). Os pulmdes foram
removidos e incubados em solucdo aquosa de formamida (1/1, v/v) por
48 h a 55° C. A densidade dptica do sobrenadante foi medida a 600 nm
em uma leitora de placas (SpectraMax® Paradigm®, Molecular
Devices, EUA). As leituras foram interpoladas por regressdo linear em
uma curva padrdo do corante e a formamida foi usada como branco. As
concentracbes das amostras foram calculadas em microgramas por
mililitro e microgramas por grama de tecido.

2.2.4 Coleta do Lavado Broncoalveolar (BAL)

Os camundongos foram anestesiados com uma mistura de
cetamina e xilazina (200 e 20 mg/Kkg; i.p.; respectivamente). Os animais
tinham suas traqueias expostas e um cateter (21 G) acoplado a uma
seringa foi introduzido na traqueia para que se pudesse injetar
vagarosamente 0,5 mL de PBS estéril nos pulmdes dos animais, sendo
em seguida o BAL aspirado de volta a seringa. Esse procedimento foi
repetido 3 vezes. Uma aliquota das amostras de BAL era reservada para
a contagem de leucdcitos e o restante era centrifugado por 10 minutos a
3000 g. O sobrenadante era imediatamente congelado e armazenado em
freezer -80°C por um periodo nunca superior a duas semanas. O
sobrenadante era utilizado para dosagens bioquimicas, conforme
descrito no Item 2.2.6.

2.2.5 Contagem Total de Células no BAL

O BAL era diluido em liquido de Turk (2%) e em seguida a
contagem total de células feita em cAmara de Neubauer. O nimero de
leucéeitos nas amostras foi expresso como células x 10%/mL de BAL.
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2.2.6 Dosagens Bioquimicas
2.2 6.1 Dosagem de Nitrito + Nitrato (NOx) no BAL

Os niveis de NO foram quantificados mensurando-se a soma
das concentra¢Ges de nitrato + nitrito (NOXx), utilizando o reagente de
Griess (1% de sulfanilamida em 10% de acido fosférico/0,1% de alfa-
naftil-etilenodiamina em agua de Milli-Q) como previamente descrito
(GRANGER et al., 1990). O BAL foi desproteinizado pela adi¢do de
sulfato de zinco (2%). Para a conversdo do nitrato para nitrito, as
amostras foram incubadas a 37°C, durante 3 h, em presenga de nitrato
redutase expressa em Escherichia coli cultivada em anaerobiose. Apés a
conversdo enzimatica do nitrato a nitrito, as amostras foram
centrifugadas para a remog¢do das bactérias, e 100 uL do sobrenadante
misturados com 0 mesmo volume de reagente de Griess, produzindo cor
lilds. O ensaio foi realizado em placas de 96 pocos, sendo a leitura
realizada em 540 nm em um leitor de microplacas (SpectraMax®
Paradigm®, Molecular Devices, EUA). Curvas-padrdo de nitrito e
nitrato (0 a 150 pM) foram realizadas simultanecamente. Como nestas
condigOes a conversdo de nitrato para nitrito foi sempre maior que 90%,
ndo foram realizadas corre¢fes dos resultados, os quais foram expressos
como uM de NOx.

2.2.6.2 Dosagem de Proteinas no BAL

A quantidade de proteina total no BAL foi estimada pelo
método de Bradford (Bradford, 1976). Preparou-se uma curva padrédo de
proteina com albumina de soro bovino nas concentragdes entre 0 — 250
pg/mL. As leituras foram efetuadas em comprimento de onda de 595 nm
(SpectraMax® Paradigm®, Molecular Devices, EUA).

2.2.7 Quantificacdo da Disseminacdo Bacteriana

Os animais foram divididos em trés grupos (naive, veiculo e
DTNB 126 umol/kg). Apbés o procedimento de eutanasia dos
camundongos, foi coletado sangue por puncdo da aorta abdominal.
Depois era coletado 0 BAL, de acordo com o Item 2.2.4. Em seguida, 0s
animais foram perfundidos com PBS estéril por alguns minutos, para
remover o sangue restante nos tecidos. O coracdo inteiro e o figado (em
torno de 100 pg) foram assepticamente coletados e homogeneizados em
200 pL de PBS estéril. Em seguida, foram feitas diluicdes seriadas do
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BAL ou do homogenato dos tecidos, com um fator de 10, e 10 uL de
cada diluicdo ou sangue puro foram assepticamente plaqueadas em
placas de agar de Mueller-Hinton a 37°C. Apds 24 horas, o nimero de
UFC foi contado e os resultados foram expressos em log de UFC.

2.2.8 Ensaio de Biotinilagc@o para Deteccéo de S-nitrosotiois (Biotin
switch)

Para a deteccdo de proteinas nitrosiladas foi realizado o ensaio
Biotin switch de acordo com Jaffrey e Snyder (2001) com modificages
feitas por Benedet et al., 2018 (Figura 7). Esse ensaio detecta proteinas
S-nitrosiladas através da substituicdo do grupo NO ligado ao residuo de
cisteina pela biotina. Todos os procedimentos a seguir foram feitos no
escuro. Apds a coleta, os pulmdes foram colocados em blocos de
Tissue-Tek O.C.T (Sakura Finetek Inc., Torrance, CA, Estados Unidos),
congelados em nitrogénio liquido e mantidos em freezer -80°C. Seccdes
transversais, com espessura de 7 pm, foram obtidas com o auxilio de um
criostato (Leica CM 1850 UV; Leica Biosystems, Wetzlar, Alemanha),
colocadas em laminas tratadas com poli-L-lisina (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, Estados Unidos). As amostras foram fixadas com
paraformaldeido 4% por 15 minutos em temperatura ambiente. Os
cortes foram contornados com caneta hidrofébica (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, Estados Unidos) e posteriormente foi adicionado o agente
de bloqueio de sulfidrilas N-etilmaleimida (NEM) 20 mM, por 35
minutos, a 4°C. Apds sucessivas lavagens, os cortes foram incubados
com 1 mM de ascorbato de sodio e 0,05 mM de N-(3-
maleimidilpropionil) biotina por 1 hora, em temperatura ambiente, para
a biotinilagdo das sulfidrilas. Os cortes foram lavados mais algumas
vezes e por ultimo foi incubado com avidina conjugada com FITC por 1
hora, em temperatura ambiente. Apds a incubacdo, os cortes foram
novamente lavados e depois foram colocadas laminulas sobre as laminas
utilizando meio de montagem aquoso Gel Mount™ (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, EUA). As laminas foram acondicionadas em ambiente
escuro até o momento da leitura. Para leitura, foi utilizado um
microscépio confocal de fluorescéncia (Leica DMI6000B®, Wetzlar,
HE, Germany). A aquisicdo das imagens foi realizada através do
software LAS AF Lite® (Leica Microsystems®, Wetzlar, HE,
Germany). Cada grupo experimental tinha n = 5. A quantificagdo da
intensidade de fluorescéncia foi realizada pelo software NIH ImagelJ
1.50i imaging software (NIH, Bethesda, MD, USA). Os resultados
foram expressos em unidades arbitrarias de fluorescéncia.
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Figura 7 - Representacdo esquema@tica do ensaio de Biotin Switch.
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Fonte: Adaptado de Cayman Chemical Company, 2016.

Proteinas podem apresentar residuos de cisteinas com tiol livre, nitrosotiol e
ligacdo dissulfeto, entre outros. 1 - Os tidis livres sdo derivatizados pelo agente
de blogueio NEM, tornando-os ndo reativos. 2 - Depois, 0s nitrosotidis sdo
reduzidos pela acdo do ascorbato de sodio (agente redutor) formando tiol, o qual
reage covalentemente com a biotina-maleimida. 3 - A revelagdo é feita por
fluorescéncia e a deteccdo da biotinilagcdo é realizada pela ligacdo a avidina
conjugada com FITC.
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2.3 ANALISE ESTATISTICA

As anélises estatisticas das curvas de sobrevida foram realizadas
pelo teste de log-rank. As diferencas entre as curvas representativas de
cada grupo experimental foram consideradas significativamente
diferentes quando p<0,05. As demais analises estatisticas néo
parametricas foram realizadas através dos testes de Mann-Whitney,
sendo os resultados expressos como mediana, conforme indicado na
legenda das figuras.

Os demais resultados foram expressos como a média + erro
padrdo da média e a estatistica foi realizada pela analise de variancia
(ANOVA) de uma via seguida pelo post hoc de Tukey. Valores de p <
0,05 foram considerados significativos. Todos 0s testes estatisticos
foram realizados com o programa GraphPad Prism® versdo 5.01 (San
Diego, CA, US
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3 RESULTADOS
3.1 SOBREVIDA APOS A INOCULACAO DE Klebsiella pneumoniae

Inicialmente se fez necessario realizar a determinacdo da
relacdo do nimero de unidades formadoras de colbnias (UFC) de K.
pneumoniae com a sobrevida dos animais apds a inoculagdo em até 96
h. A Figura 8 mostra que hi uma relacdo entre o nimero de UFC de
bactérias inoculadas e a taxa de mortalidade dos animais. A taxa de
sobrevida em 96 h foi de 100%, 63%, 25% e 0% nos grupos inoculados
comleb5x 10’ e 1e5x 10° UFC por animal, respectivamente. Os
animais que receberam 1 x 10’ UFC naive sobreviveram. Portanto,
levando em consideracdo esses resultados, para experimentos que se
seguiram, foi utilizado o niimero de 1 x 10° UFC por animal, uma vez
que a taxa de mortalidade ficou em torno de 50% em 48 h.

Figura 8 - Curva de sobrevida ap6s a inoculagdo de Klebsiella pneumoniae em
camundongos.
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Fonte: OLIVEIRA, 2019.

Os animais foram inoculados (i.t.) com K. pneumoniae (1 e5x 10’ e 1 e 5 x 10°
UFC/animal) e a sobrevida foi avaliada por até 96 h. Os animais controles
receberam a inocula¢do do mesmo volume de PBS e assim como 0 grupo que
recebeu 1 x 10" UFC, todos sobreviveram. Os resultados foram expressos como
porcentagem de sobrevivéncia (n = 8). A analise estatistica utilizada foi o teste
de log rank **p = 0,0024 e ***p = 0,0002 quando comparado ao grupo
controle.
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3.2 AVALIACAO DO EXTRAVASAMENTO PLASMATICO
PULMONAR POR AZUL DE EVANS

O extravasamento pulmonar foi maior nos animais submetidos a
sepse induzida por pneumonia e que receberam o veiculo (68,8 = 7,5 ug
A.E./g de tecido) quando comparado ao grupo naive (14,7 = 3,1 ug
A.E./g de tecido). Quando os animais foram tratados com DTNB, apesar
de ndo ter tido nenhum efeito significativo sobre os animais naive (21,8
+ 6,2 ug AE./g de tecido, 126 umol/kg, s.c.), o aumento do
extravasamento vascular nos animais sépticos foi revertido de maneira
dependente de dose (63 e 126 umol/kg, s.c.) com valores de 37,5 + 5,3
el7,7+ 2,5 yg A.E./g de tecido, respectivamente (Figura 9A). Ja
quando os animais sépticos foram tratados com DTT (31,25 - 126
pmol/kg, s.c.), ndo foi observado nenhum efeito sobre este pardmetro
(Figura 9B).
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Figura 9 — Efeito do DTNB (A) e do DTT (B) no extravasamento vascular
pulmonar em camundongos submetidos a sepse induzida por pneumonia.
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Os animais foram inoculados (i.t.) com K. pneumoniae (1 x 10® UFC/animal).
Doze horas apo6s, os animais foram tratados com diferentes doses de DTNB (A),
DTT (B) ou veiculo (s.c.), e 0 extravasamento vascular pulmonar foi avaliado
24 horas apo6s a inducdo da sepse. Cada animal é representado por um simbolo
individual e as barras horizontais e as verticais representam a média e o e.p.m.,
respectivamente (n = 3-7). ANOVA “one-way” seguido de Tukey: * p < 0,05
ou *** p < 0,001 (veiculo vs. DTNBY);
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3.3 CONTAGEM TOTAL DE CELULAS NO BAL

Como mostrado na Figura 10A, os animais sépticos que
receberam o veiculo apresentaram um aumento na quantidade de
leucécitos no lavado broncoalveolar (2,02 +0,35 x 10° células /mL)
quando comparado ao grupo naive (0,18 +0,03 x 10° células/mL). O
DTNB, embora ndo tenha afetado o nimero de ceélulas no BAL de
animais naive (0,11 + 0,01 x 10° células/mL), na dose de 126 umol/kg
(s.c.) foi capaz de reduzir a migracdo de leucGcitos para o0 espago
alveolar de animais sépticos (0,68 + 0,2 x 10° células/mL). O tratamento
com DTT (31,25 - 126 pmol/kg, s.c.) ndao apresentou nenhuma
influéncia na contagem de células do lavado (Figura 10B).
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Figura 10 — Avaliacdo das células do lavado broncoalveolar de camundongos
inoculados com K. pneumoniae e tratados com DTNB (A) e DTT (B).
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Fonte: OLIVEIRA, 2019.

Os animais foram inoculados (i.t.) com K. pneumoniae (1 x 10® UFC/animal).
Doze horas ap6s, os animais foram tratados com diferentes doses de DTNB (A),
DTT (B) ou veiculo (s.c.), e 0 nimero total de leucécitos no BAL foi avaliado
24 horas ap6s a inducdo da sepse. Cada animal é representado por um simbolo
individual e as barras horizontais e as verticais representam a média e o e.p.m.,
respectivamente (n = 3-7). ANOVA “one-way” seguido de Tukey: * p < 0,05
(veiculo vs. DTNBY);
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3.4 DOSAGENS BIOQUIMICAS
3.4.1 Dosagem de Nitrito e Nitrato (NOx) no BAL

A producdo local de metabdlitos do NO (NOXx: nitrato + nitrito)
também foi avaliada. Coincidindo com os resultados de contagem total
dos leucocitos no BAL, os animais sépticos que receberam o veiculo
apresentaram maiores concentra¢fes de NOx (8,3 + 1,3 uM) quando
comparado aos animais naive (1,1 + 0,5 uM). O DTNB néo alterou a
dosagem dos metabdlitos do NO em animais naive (1,6 + 0,8 pM),
porém, quando administrado em animais septicos (63 e 126 umol/kg,
s.c.), reduziu de maneira dependente de dose a producdo local de NO,
com valores de 5,0 £ 0,4 e 3,4 £ 0,6 UM, respectivamente (Figura 11A).
J4 o DTT, assim como citado anteriormente, ndo teve nenhum efeito na
producdo local de 6xido nitrico (Figura 11B).
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Figura 11 — Dosagem de nitrito + nitrato (NOx) no lavado broncoalveolar de
camundongos inoculados com K. pneumoniae e tratados com DTNB (A) e DTT
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Fonte: OLIVEIRA, 2019.

Os animais foram inoculados (i.t.) com K. pneumoniae (1 x 10° UFC/animal).
Doze horas apo6s, os animais foram tratados com diferentes doses de DTNB (A),
DTT (B) ou veiculo (s.c.), e a dosagem de nitrito + nitrato (NOx) no BAL foi
avaliada 24 horas apés a inducdo da sepse. Cada animal é representado por um
simbolo individual e as barras horizontais e as verticais representam a média e o
e.p.m., respectivamente (n = 4-7). ANOVA “one-way” seguido de Tukey: ** p
< 0,01 (veiculo vs. DTNB).
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3.4.2 Dosagem de Proteinas no BAL

A andlise da quantidade de proteinas no lavado broncoalveolar
mostrou que os animais sépticos que receberam o veiculo apresentaram
um aumento da quantidade de proteina no espago alveolar (1795 + 131,5
pg de proteina/mL) quando comparado ao grupo naive (457,3 + 115,5
pg de proteina/mL). O tratamento com o DTNB (126 umol/kg, s.c.),
como pode ser visto na Figura 12A, foi capaz de reduzir niveis de
proteina no BAL de animais submetidos a sepse (607,8 + 232,5 ug de
proteina/mL). O DTT, por outro lado, ndo apresentou nenhum efeito
sobre a quantidade de proteina do espaco alveolar dos animais sépticos
(Figura 12B).
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Figura 12 — Dosagem de proteinas no lavado broncoalveolar de camundongos
inoculados com K. pneumoniae e tratados com DTNB (A) e DTT (B).
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Fonte: OLIVEIRA, 2019.

Os animais foram inoculados (i.t.) com K. pneumoniae (1 x 10° UFC/animal).
Doze horas apo6s, os animais foram tratados com diferentes doses de DTNB (A),
DTT (B) ou veiculo (s.c.), e a dosagem de proteinas no BAL foi avaliada 24
horas apds a indugdo da sepse.Cada animal é representado por um simbolo
individual e as barras horizontais e as verticais representam a média e 0 e.p.m.,
respectivamente (n = 4-7). ANOVA “one-way” seguido de Tukey: * p < 0,05
(veiculo vs. DTNB).
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3.5 QUANTIFICACAO DA DISSEMINAGCAO BACTERIANA

A Figura 13 ilustra a carga bacteriana (UFC) das amostras de
BAL (A), sangue (B) e em homogenatos de tecido hepatico (C) e
cardiaco (D). Como pode ser observado, ha um grande nimero de UFC
de K. pneumoniae nas amostras de BAL de animais sépticos que
receberam veiculo (2,8 x 10’ UFC/mL), e os animais sépticos tratados
com DTNB néo apresentaram nenhuma diferenca (1,2 x 10" UFC/mL)
na quantidade de bactéria no foco primério da infec¢do. J& no sangue,
pode-se observar gque o tratamento com 0 DTNB diminuiu a quantidade
de bactérias (< 10° UFC/mL) quando comparado ao grupo séptico que
recebeu o veiculo (1,25 x 10 UFC/mL). Dentre os drgaos avaliados, foi
observado que a carga bacteriana no figado de animais sépticos tratados
com DTNB (10° UFC/mL do homogenato) ndo foi diferente de animais
sépticos que receberam vefculo (1,3 x 10° UFC/mL do homogenato). Ja
no coracgdo, assim como no sangue, 0 DTNB foi capaz de reduzir a
disseminacdo tissular das bactérias (4,8 x 10* UFC/mL do homogenato)
quando comparado ao grupo séptico (10° UFC/mL do homogenato).
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Figura 13 — Avaliagdo da disseminacdo bacteriana no lavado broncoalveolar
(A), sangue (B), figado (C) e coracgdo (D) de camundongos inoculados com K.
pneumoniae.
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Fonte: OLIVEIRA, 2019.

Os animais foram inoculados (i.t.) com K. pneumoniae (1 x 10° UFC/animal).
Doze horas ap6s, os animais foram tratados com 126 umol/kg de DTNB ou
veiculo (s.c.). Os animais foram eutanasiados 24 horas ap6s indugdo da sepse.
As amostras de BAL (A), sangue (B), figado (C) e coragdo (D) foram obtidas,
diluidas, semeadas em &gar Mueller-Hinton e incubadas por 24 horas.Os
resultados foram expressos como log de unidades formadoras de coldnias
(UFC) por mL (sangue e BAL) ou UFC por 6rgao (figado e coragdo). Cada
animal é representado por um simbolo individual e as barras horizontais
representam a mediana (n = 3-8). Mann-Whitney: * p < 0,05 (veiculo vs.
DTNB).
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3.6 QUANTIFICACAO DE NITROSOTIOIS NO TECIDO
PULMONAR

A Figura 14 mostra que ocorre um aumento da intensidade de
fluorescéncia representando a formacdo de SNO no pulmdo de
camundongos sépticos (65,8 + 11,3 Unidades Arbitrarias) quando
comparados ao pulmdo de camundongos naive (36,9 £ 2,4 U.A.). A
intensidade de fluorescéncia caiu a niveis iguais aos dos animais naive
guando os camundongos sépticos foram tratados com DTNB (126
pmol/kg, s.c.), com valores absolutos de 40,1 + 1,5 U.A. Além disso, foi
observado que o DTNB ndo altera os niveis de SNO basais, pois 0s
cortes de pulmdes de animais naive que foram tratados com DTNB (126
pmol/kg, s.c.) ndo apresentaram aumento nem diminuicdo nha
intensidade de fluorescéncia, com valores de 44 + 45 UA. A
quantificacdo pode ser observada na Figura 14B.
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Figura 14 - Andlise por fluorescéncia da quantidade de nitrosotiois em tecido
pulmonar de animais sépticos tratados com DTNB.
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Fonte: OLIVEIRA, 2019.

Os animais foram inoculados (i.t.) com K. pneumoniae (1 x 10° UFC/animal).
Doze horas ap6s, 0s animais foram tratados com 126 pmol/kg de DTNB ou
veiculo (s.c.). Os animais foram eutanasiados 24 horas apés inducéo da sepse.
Os pulmdes foram coletados, emblocados e congelados em nitrogénio. No dia
seguinte, foram feitos cortes histologicos e o ensaio do Biotin switch. Imagens
representativas da marcagdo de nitrosotiois (figura 14A) e representacdo gréafica
da intensidade de fluorescéncia (figura 14B). As barras verticais e as horizontais
representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5). ANOVA “one-way”
seguido de Tukey: * p < 0,05 (naive veiculo vs. sepse veiculo) e #p < 0,05
(sepse veiculo vs. sepse DTNB).



72

3.7 EFEITO DA MODULAGCAO DO ESTADO REDOX NA
SOBREVIDA DE ANIMAIS SEPTICOS

Como pode ser observado na Figura 15, os animais sépticos que
receberam o veiculo apresentaram uma taxa mortalidade de 80% em 96
horas. O tratamento com DTNB melhorou consideravelmente a taxa de
sobrevivéncia dos animais, apresentando um aumento de 30% da
sobrevida em 96 horas. O grupo que recebeu apenas o DTT ndo
apresentou diferenca na taxa de sobrevivéncia quando comparado ao
grupo que recebeu o veiculo. Porém, o DTT foi capaz de anular
completamente o efeito protetor quando administrado 1 hora ap6s o
DTNB, apresentando uma taxa de mortalidade de 90% em 96 horas.
Essa curva de sobrevivéncia foi reproduzida em 2 experimentos
distintos e em periodos diferentes.

Figura 15 - Efeito da modulacdo do estado redox através da
administracdo de agentes oxidante e redutor de sulfidrilas na sobrevida de
animais sépticos.
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Fonte: OLIVEIRA, 2019.

Os animais foram inoculados (i.t.) com K. pneumoniae (1 x 10° UFC/animal) e
12 h apo6s a indugdo da sepse, os animais foram divididos em 5 grupos: grupo
falso-operado (sham - circulos fechados), veiculo (circulos), DTNB (126
pmol/kg, s.c.; quadrados), DTT (126 pumol/kg, s.c.; losangos) e DTNB + DTT
(ambos 126 pmol/kg, s.c.; triangulos) e a sobrevida foi avaliada por até 96 h. Os
resultados foram expressos como porcentagem de sobrevivéncia (n = 10). A
analise estatistica utilizada foi o teste de log rank *** p = 0,0004 quando
comparado ao grupo sham e # p = 0,0356 quando comparado ao veiculo.
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4 DISCUSSAO

Com o objetivo de avaliar a influéncia do ambiente redox no
perfil inflamatério no processo séptico, dois agentes moduladores do
potencial redox foram administrados em animais submetidos ao modelo
de sepse induzida por pneumonia. Os parametros inflamatdrios foram
avaliados, sendo investigado também um possivel mecanismo pelo qual
essa mudanca do estado redox pode acontecer. Foi mostrado que a
oxidacdo do ambiente redox pelo DTNB induz melhoria do processo
inflamatorio num quadro séptico e, consequentemente, na sobrevida dos
animais, ao passo que a reducdo das sulfidrilas pelo DTT, per si, ndo
influenciou no processo inflamatério durante a sepse, mas reverte o
efeito protetor do DTNB na sobrevida dos animais.

No estudo da fisiopatologia da sepse sdo utilizados modelos
animais que ha anos vem trazendo novas perspectivas em relagdo a
doenca. De fato, a translacdo de dados de estudos na pesquisa basica
utilizando animais para o ambiente clinico deve ser feita com cautela,
principalmente por conta de diferencas fisiologicas entre as espécies. Os
modelos experimentais de sepse séo criticados por conta das diferencas
na natureza do agente iniciante da doenca, tempo de desenvolvimento
dos eventos patoldgicos, auséncia de comorbidades e auséncia de
suporte e cuidados, como reposicdo de fluidos, vasopressores e
ventiladores mecanicos que sdo comumente utilizados na clinica
(ESMON, 2004; BURRAS; HOLZMANN; SITKOVSKY, 2005).
Porém, ainda assim, muito dos avangos que foram importantes para a
determinacdo das novas defini¢Ges da sepse com o0 consenso Sepsis-3 se
devem aos estudos da fisiopatologia da doenca na pesquisa basica.

Os pulmdes sdo os focos de infeccdo primaria mais comuns,
contando com quase 50% dos casos de sepse de todas as fontes de
infeccdo. Dentre os principais microrganismos responsaveis pela sepse
bacteriana, pode-se citar as bactérias gram-negativas, principalmente as
enterobactérias (TSIOTOU et al., 2005). Para a realizacdo deste trabalho
foi utilizado um modelo de sepse induzida por pneumonia, ou
pneumosepse. Umas cepa de Klebsiella pneumoniae foi utilizada como
microrganismo causador da doenca, e apesar deste modelo ndo induzir
uma sepse polimicrobiana, como acontece com mais frequéncia na
clinica, esta é uma das espécies com maior incidéncia dos casos na sepse
humana (ANGUS; POLL, 2013). Além disso, o decurso temporal dos
eventos patoldgicos neste modelo é muito mais lento que em outros
modelos experimentais, dando uma maior janela de trabalho para o
pesquisador (SORDI et al, 2013). Ademais, este modelo se torna muito
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atil num ambiente de pesquisa laboratorial, uma vez que permite a
manipulacdo do quadro infeccioso ao aumentar ou diminuir o nimero de
UFC injetado, tornando a sepse mais branda ou mais grave, de acordo
com o objetivo do pesquisador. Portanto, 0 modelo de pneumosepse em
camundongos é capaz de mimetizar alguns aspectos clinicos da sepse.

Nossos resultados mostram caracteristicas importantes do
modelo experimental. Primeiro, pode-se perceber que a mortalidade dos
animais sO se iniciou a partir de 48 horas, independente do nimero de
UFC inoculados. Isto difere de outros modelos, como o de ligadura e
perfuracdo do ceco (CLP), cuja mortalidade dos animais, dependendo da
guantidade de conteddo intestinal extravasado ou da intensidade da
ligadura, comeca nas primeiras 6 ou 12 horas ap6s o procedimento, o
que fica mais distante da reproducdo do curso temporal de uma sepse em
humanos.

Outra vantagem do modelo de pneumosepse é que a
mortalidade se correlaciona com o nimero de UFC inoculados. Animais
que receberam 1 x 10" UFC apresentaram 100% de sobrevivéncia ao
final de 96 horas, enquanto aqueles que receberam 1 x 10° UFC
apresentaram mortalidade em torno de 50% em 48 horas e 0s que
receberam 5 x 10 UFC apresentaram 100% de mortalidade em 72
horas. Este modelo experimental é bastante reprodutivel e bem
padronizado, como ja demonstrado em diferentes publica¢fes do nosso
grupo de pesquisa (SORDI et al.,, 2013a; SORDI et al., 2013b;
HOREWICZ et al., 2015). Entretanto, estes trabalhos anteriores foram
realizados utilizando camundongos machos. Portanto, uma vez que
camundongos fémeas foram utilizadas para realizacdo desse estudo, foi
necessario uma nova padronizacdo do método no laboratdrio. Diante
disso, o nimero de 1 x 10® UFC foi escolhido para os demais
experimentos, tornando possivel que uma sepse consideravelmente
grave se instalasse e que os parametros fossem avaliados em 24 h ap6s a
inoculacdo da bactéria.

Depois de estabelecida a padronizacdo do método experimental
e definido o nimero de UFC que seria utilizado nos experimentos
seguintes, foi realizada a avaliacdo dos parametros inflamatorios.
Inicialmente foi avaliado a formacdo de edema pulmonar através da
técnica de quantificacdo usando o azul de Evans. A quantificacdo do
extravasamento plasmatico pelo azul de Evans ¢ uma metodologia muito
bem estabelecida na literatura e utilizada ha décadas. O corante azul de
Evans é conhecido por se ligar quantitativamente a albumina tanto in
vitro (STEINWALL; KLATZO, 1966) quanto in vivo (RAWSON,
1943). Os primeiros trabalhos que avaliaram a formacdo de edema no
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trato respiratorio por esta técnica datam da década de 80 quando
Lundberg e Saria (1982) avaliaram a influéncia vagal no controle da
permeabilidade vascular e do tdnus do musculo liso na traqueia e
brénquios.

A permeabilidade vascular € um evento que precisa ser bem
regulado para a garantia do funcionamento correto dos tecidos e 6rgaos.
As juncdes celulares exercem uma fungdo muito importante nessa tarefa
de manutencdo da integridade vascular. O aumento do extravasamento
pode acontecer em situacBes fisiologicas, através de agentes
inflamatorios e pela produgdo de citocinas, que induzem cascatas de
sinalizagdo intracelular nas células endoteliais que podem culminar com
a desconexdo das juncGes aderentes e retragdo endotelial. Este fendmeno
acontece para que se facilite a passagem de células e solutos até o
intersticio e na maioria dos casos as mudangas na permeabilidade séo
reversiveis e as juncdes celulares se fecham rapidamente (revisado por
VESTWEBER et al., 2009).

Porém, existem diversos mecanismos pelos quais a
permeabilidade vascular pode ser aumentada e isso depende
principalmente da natureza do agente que estd induzindo este aumento.
Por exemplo, agentes inflamatérios como a histamina, bradicinina e
trombina, que aumentam a permeabilidade de maneira répida e
reversivel, agindo por vias diferentes das vias que sdo ativadas por
citocinas, como a interleucina-l e 0 TNF-0, que mantém a
permeabilidade elevada por horas e até dias apds sua inducdo
(ANDRIOPOULOU et al., 1999; revisado por VESTWEBER,;
BROERMANN; SCHULTE, 2010; ZHU et al., 2012).

O estado redox parece também ser um importante regulador da
permeabilidade vascular (GOITRE et al., 2017). Han e colaboradores
(2016) mostraram que a S-glutationilacdo de células endoteliais podem
ser um dos mecanismos envolvidos no aumento da permeabilidade
vascular em desordens metabdlicas como a diabetes. Além disso,
resultados anteriores do nosso laboratorio demonstraram que existe
aumento da oxidacdo pelo dxido nitrico em aorta de ratas submetidas ao
CLP (BENEDET et al., 2018).

No nosso modelo experimental de pneumosepse houve aumento
da permeabilidade vascular no pulmdo de animais sépticos quando
comparados aos animais naive. Este aumento, que foi revertido quando
o0s animais foram tratados com DTNB, porém nao apresentou diferenca
quando os animais foram tratados com DTT. Com isso, podemos sugerir
que o deslocamento do ambiente redox para uma condicdo de oxidacgdo
com o uso do DTNB protegeu os animais. Uma possibilidade para
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explicar este achado é que o desvio para um ambiente oxidado reduziu
ou inibiu a oxidacdo por produtos enddgenos produzidos no processo
séptico. Em contraste, o deslocamento do ambiente para uma situagdo de
reducdo ndo modificou o aumento da permeabilidade vascular induzida
pela sepse.

Outro parametro inflamatorio avaliado foi a migracéo de células
de defesa para o pulmdo. Para isto, foi realizada a contagem de
leucécitos no lavado broncoalveolar. Em um trabalho anterior do nosso
grupo, Sordi e colaboradores (2013) avaliaram o decurso temporal de
migracdo leucocitaria no modelo de pneumosepse e foi visto que o pico
de migracdo acontece apds 24 horas do insulto, e ap6s 48 horas o
namero de leucdcitos no local da infec¢do j& comeca a diminuir, talvez
por acdo de citocinas anti-inflamatérias, como a IL-10. J& o perfil
leucocitério sanguineo desses animais apresenta a composi¢do oposta,
pois 24 horas apds o insulto, os animais apresentaram leucopenia,
voltando a apresentar valores normais 48 horas ap6s o insulto.

Os resultados mostram que, ap6s 24 horas, 0s animais
submetidos & pneumosepse apresentaram um aumento na quantidade de
leucécitos no lavado broncoalveolar quando comparado aos animais
naive, concordando com o que é encontrado na literatura relativo ao
papel destas células no combate & infeccdo. O DTNB diminuiu o
ndmero de células inflamatdrias no foco primario da infeccdo. Este
resultado vai de encontro ao que muitos estudos trazem: a reducdo da
migracdo de leucécitos para o foco primario piora o quadro séptico
(ALVES-FILHO et al., 2005; CZAIKOSKI et al., 2013). Entretanto, é
preciso levar em consideragdo que muitas dessas células inflamatérias
que migram para o local da infeccdo sdo imaturas e apresentam um
perfil de citocinas que podem tornar sua atividade ineficaz. Nessa
situacdo, os leucécitos podem apresentar problemas no seu arsenal
antimicrobiano como: autodegradacdo ou degradacdo por outras células
de receptores essenciais, downregulation de receptores de superficie e
ativacdo de vias ndo-resolutivas (revisado por LELIEFELD et al., 2013).
Dentro deste contexto, a oxidacdo causada pelo DTNB pode ter
preservado e regulado a acdo das células de defesa, que tornaram o
evento inflamatério mais eficaz e resolutivo, uma vez que existem
evidéncias que modificagdes no sistema redox podem regular a
atividade de neutréfilos (SAKAI et al., 2012; THOM et al., 2013). Por
outro lado, o deslocamento para o lado redutor ndo modificou em nada o
parametro de migracao celular.

A diminuicdo da migracdo dos leucdcitos para o parénquima
pulmonar observada nesse estudo corrobora o resultado encontrado por
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Benedet et al. (2018) que mostrou que o DTNB aumentou o nimero de
leucdcitos totais sanguineos, atenuando a leucopenia causada pela sepse
melhorando o estado global dos animais. Portanto, o0 DTNB parece
regular o processo inflamatério, pois mesmo com a reducdo do nimero
de células no foco primario, houve melhora do quadro geral talvez por
um aumento compensatério nas capacidades fagocitaria ou citotdxica
dos neutrdfilos.

As avaliagbes bioquimicas da composicdo do lavado
broncoalveolar também ddo suporte a essas conclusdes. Animais
sépticos apresentaram aumento na concentracdo dos metabolitos do
Oxido nitrico (NOx) e aumento na concentracdo de proteinas
extravasadas. Ja quando os animais foram tratados com DTNB, as
concentragGes tanto do NOx quando das proteinas em geral diminuiram
no lavado broncoalveolar.A reducdo local da concentracdo de NOx no
grupo de animais tratados com DTNB significa que menos dxido nitrico
estd sendo produzido na regifo. E bem descrito na literatura que a
disfuncdo orgénica que acontece na sepse é em parte dependente das
altas concentracdes de dxido nitrico que sdo produzidas pelas isoformas
de sintase de éxido nitrico, principalmente pela NOS-2 (revisado por
FERNANDES; ASSREUY, 2008). J& a concentracdo de proteinas
diminuida no lavado broncoalveolar de animais tratados com DTNB
indica que houve menos produgéo de exsudato, que indica uma resposta
inflamatdria menos intensa.

Tendo sido constatado que a modulagdo do ambiente redox
induzida pela administragdo do DTNB teve efeito benéfico nos
parametros inflamatérios e bioquimicos, foi avaliado qual seria a
consequéncia disso no perfil de disseminacéo bacteriana, uma vez que a
disseminacdo bacteriana a partir do foco primario da infeccdo para a
corrente sanguinea e outros 6rgaos pode estar associada a mortalidade
(USLAN et al., 2007; MEATHERAL et al., 2009).

O DTNB, apesar de ndo ter diminuido o nimero de UFC no
foco primario da infeccdo (BAL) e nem no figado, foi capaz de diminuir
a bacteremia e 0 nimero de UFC no tecido cardiaco. Se esse efeito
acontece por causa da acdo direta da alteracdo do ambiente redox ou se
isso € uma consequéncia da melhor efetividade do processo resolutivo
da inflamacdo ainda precisa ser esclarecido. Entretanto, é preciso levar
em consideracdo que em meio fisioldgico o DTNB tem sua ponte
dissulfeto rompida e seu produtoassume carga (TNB’). Essa
caracteristica quimica garantiria & molécula uma polaridade que o
impediria de atravessar membranas e penetrar profundamente nos
tecidos. Portanto, uma possivel explicacdo para essa acdo positiva na
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disseminacdo bacteriana pode ser pelo fato de que o DTNB tem sua a¢éo
primeiramente observada em estruturas do sistema cardiovascular ou
sanguineo, como endotélio e leucdcitos, que sdo componentes
fundamentais na resposta inflamatéria e na defesa contra os agentes
microbianos, regulando, assim, os pardmetros inflamatérios e de
disseminacdo bacteriana.

O beneficio da reducdo da disseminacdo bactérias no sangue e
no principalmente no coracgao traz maiores chances de sobrevivéncia. Na
clinica, muitos pacientes podem apresentar cardiomiopatia séptica. A
disfuncéo do tecido cardiaco est4 entre as principais causas de 6bito de
pacientes com sepse e choque séptico (KUMAR et al., 2011). Quando as
bactérias alcancam o tecido cardiado elas promovem dano tecidual por
liberacdo de proteases (BEAURFORT et al., 2011) e os neutrdfilos do
hospedeiro comegam a formar redes extracelulares, ou NETs (do inglés,
neutrophil extracellular traps), para tentar conter a infecgdo, mas isso
acaba por favorecer ainda mais o dano tecidual (AUGUSTIN et al.,
2013).

Os efeitos da oxidagdo pelo DTNB sdo evidentes nos
parametros inflamatdrios, bioquimicos e no perfil de disseminacao
bacteriana. Entretanto ndo estd completamente claro se estes efeitos
benéficos na sepse sdo efeitos direto da oxidacdo das sulfidrilas com
mudanca da atividade das proteinas ou alteragdo do estado redox com
um efeito indireto na melhoria da inflamagdo como um processo
resolutivo na sepse. Visando esclarecer um pouco o mecanismo pelo
qual o DTNB age e avaliar a mudanga no perfil do ambiente redox, foi
utilizada a técnica do Biotin Switch para dosar nitrosotidis.

Quantificar mudangas no ambiente redox é uma tarefa dificil.
Existem muitas variaveis que podem alterar o perfil redox de tiois
proteicos e ndo-proteicos. Varias metodologias foram desenvolvidas
para avaliar o grau de oxidagdo de sulfidrilas de um sistema: anticorpo
anti-GSH para glutationilacdo de proteinas especificas; biotinilacdo de
ester etil glutationa (BioGEE) para deteccdo de glutationilagdo global
(SULLIVAN et al., 2000); Biotin switch modificado, para quantificagdo
de sulfuracdo (LU et al., 2013). Assim, a quantificacdo de nitrosotiois é
uma das metodologias que podem dar indicativos do estado redox.

O ensaio do Biotin Switch foi desenvolvido por Jeffrey e
colaboradores (2001) e foi modificado pelo nosso grupo (BENEDET et
al., 2018). Baseia-se na especificidade do ascorbato para a reducdo de
SNO. A Figura 14 traz fotomicrografias de pulmdes de animais naive e
sépticos, tratados ou ndo com DTNB. Pode-se ver que existe uma
nitrosilacdo basal no parénquima pulmonar, observada pelos niveis de
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fluorescéncia dos cortes de animais naive. De fato, a nitrosilacdo de
proteinas e a sinalizacdo que provém disso estdo envolvidas em varios
aspectos da biologia pulmonar (revisado por MAROZKINA; GASTON,
2015). Estudos mostram que nitrosotiois estdo envolvidos na regulagdo
de canais que interferem na hidratagdo das vias aéreas (MAROZKINA
et al., 2010), frequéncia dos batimentos ciliares do epitélio das vias
aéreas (LI et al., 2000) e na transcricdo de genes regulados por
concentragdo de oxigénio (PALMER et al., 2007). Animais naive
tratados com DTNB ndo apresentaram mudancas na intensidade de
fluorescéncia, indicando que o DTNB ndo modifica a nitrosilagdo em
niveis basais.

Ademais, os resultados deste trabalho mostram que no modelo
de pneumosepse ocorre um aumento na quantidade de nitrosotidis no
tecido pulmonar. Resultados anteriores do nosso laboratério sugerem
que a formacdo de nitrosotidis estaria intrinsecamente ligada com
algumas das principais caracteristicas do choque séptico que sdo a
hiporresponsividade a vasoconstritores e hipotensdo (TERLUK, 2005;
BENEDET et al., 2018). Além disso, LIU e colaboradores (2004)
observaram que o aumento de SNO contribui par a mortalidade de
animais endotoxémicos (administracdo de LPS). Portanto, esta seria
mais uma evidéncia do aumento da S-nitrosilagdo no processo da sepse.

Quando os animais sépticos foram tratados com DTNB, a
fluorescéncia diminuiu, indicado a reducdo da oxidacdo de sulfidrilas
pelo Oxido nitrico. O mecanismo pelo qual o DTNB, um agente
oxidante, induz a diminuicdo da oxidacdo de sulfidrilas por oxidantes
enddgenos ainda é desconhecido. Mas é importante evidenciar que
nitrosotidis podem funcionar como reservatérios de Oxido nitrico,
fazendo com que essa molécula altamente reativa, com uma meia vida
de 2 - 30 segundos, continue fazendo efeito mesmo quando os niveis das
sintases de éxido nitrico estdo com a expressdo diminuida (revisado por
ASSREUY, 2006).

Além disso, alguns estudos sugerem que apds o rompimento da
ponte dissulfeto do DTNB ao reagir com sulfidrilas, aconteceria a
formacdo de uma estrutura contendo o dissulfeto misto (SH proteico ou
ndo-proteico conjugado a uma molécula de TNB") e uma molécula de
TNB' livre. Esta Ultima poderia se ligar ao 6xido nitrico, agindo como
um sequestrador desta molécula (GERGEL; CARNABAUM, 1997) e
diminuindo a formacgdo de nitrosotidis durante a sepse. Portanto, uma
possivel explicacdo seria que o DTNB estd reduzindo esses
reservatorios, diminuindo a nitrosilacdo exacerbada que acontece na
sepse e melhorando o estado dos animais.
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Por fim, como o DTNB induziu melhora substancial nos
pardmetros inflamatdrios, bioquimicos, bacterianos, aléem de modular o
ambiente redox ao diminuir a quantidade de nitrosotiois, foi realizada a
avaliacdo da sobrevida dos animais. Como esperado, 0 DTNB reduziu a
mortalidade dos animais. Além disso, de maneira muito interessante, o
DTT, apesar de ndo ter tido efeito quando administrado sozinho, foi
capaz de reverter o efeito benéfico do DTNB quando administrado uma
hora apds o DTNB. Isso indica que, depois que o DTNB agir, se as
sulfidrilas forem regeneradas pelo DTT, isso possibilitaria, talvez, novos
sitios para formacdo de novas formas oxidadas que sdo mais
prejudiciais. De fato, uma das hip6teses que também pode ser elencada é
que, por vezes, a oxidacdo reversivel de aminodcidos pode funcionar
como protecdo contra oxidagdes irreversiveis que normalmente levam a
perturbacbes nas fungdes celulares e morte celular através de prejuizos
na funcéo das proteinas (revisado por MILLER; MIEYAL, 2015).

Diante de todas essas evidéncias, concluimos que, pelo menos
em parte, a hipotese do trabalho é verdadeira pois 0 DTNB melhorou
todos os pardmetros avaliados. Entretanto, o DTT ndo piorou nenhum
dos parametros, pelo menos nas doses, tempo e via de administracdo
utilizados. Uma possivel explicagdo para a falta de efeito € que o critério
de escolha de dose e tempo de administragdo foi baseado no esquema do
DTNB, ja que foi o primeiro estudo que foi tentada essa abordagem.
Rosa, Dafre e Rodrigues (2013) que atestaram que o DTNB apresentava
um efeito antidepressant-like e que o DTT na dose de 25 mg/kg
(equivalente a 157 pmol/kg, por via intraperitoneal) foi capaz de
reverter esse efeito. A dose utilizada no estudo supracitado foi préxima a
utilizada neste trabalho. Mas ainda assim, muitas varidveis sdo
diferentes, como o modelo experimental, via de administracdo e tempo
de tratamento. Portanto, ndo podemos concluir que a redugdo das
sulfidrilas ndo tem efeito no processo séptico, pois seriam necessario
mais experimentos para achar um esquema de doses adequado.
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5 CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste trabalho permitem concluir
que o deslocamento do ambiente redox para a oxidagao:
1 - Reduz a formag&o de edema pulmonar num quadro de sepse;

2 - Diminui a migracgéo de leucocitos para o foco primario, mas favorece
0 processo inflamatorio resolutivo;

3 - Leva a diminuigdo da produgdo local do dxido nitrico no pulmao;
4 - Diminui a produgéo de exsudato no pulmao;

5 - Diminui a disseminacdo bacteriana no sistema cardiovascular;

6 - Reduz a formac&o de nitrosotidis em quadro séptico

7 - Reduz a mortalidade dos animais submetidos a pneumosepse

8 - Tem seu efeito protetor na mortalidade revertido pela redugéo das
sulfidrilas pelo DTT.

Por outro lado, um ambiente reduzido (pela administracdo de DTT) ndo
alterou o curso das respostas. Isto pode significar, em uma perspectiva
mais ampla, que o ambiente redox fisioldgico ja esta em posicao
maéxima no que se refere ao aspecto redutor.
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