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RESUMO 
 
 

SÔNEGO, F. Papel da caspase-1 na gênese da resposta inflamatória durante a 
sepse grave experimental. 2009. 85 f. Dissertação (Mestrado em Farmacologia) – 
Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão 
Preto, 2009. 
 
 Sepse é uma resposta inflamatória sistêmica que decorre da inabilidade do 
hospedeiro em controlar uma infecção local. De fato, trabalhos prévios de nosso 
laboratório demonstram que ocorre um prejuízo na migração de neutrófilos durante a 
sepse grave, que é associado ao aumento das concentrações séricas de citocinas, 
bacteremia e aumento da mortalidade dos animais. A participação dos receptores 
Toll-like (TLRs) foi recentemente descrita neste processo de falência da migração de 
neutrófilos na sepse grave. A caspase-1 é uma enzima que parece ser importante na 
ativação da via de sinalização dos TLRs além de ter um papel essencial na ativação 
das citocinas inflamatórias IL-1β, IL-18 e IL-33. Neste trabalho, nós avaliamos a 
participação da caspase-1 na gênese da resposta inflamatória na sepse grave.  
Observamos que os animais deficientes para caspase-1 apresentaram maior 
resistência à sepse induzida por CLP (cecal ligation and puncture). No entanto, 
animais deficientes para IL-18 ou ST2 (receptor da IL-33) não apresentaram redução 
na mortalidade após indução da sepse. O tratamento com antagonista do receptor 
da IL-1 foi também incapaz de alterar a curva de sobrevida de animais selvagens 
submetidos à sepse grave. Estes dados indicam que a redução nos níveis destas 
citocinas não é relevante para a redução da mortalidade observada nos animais 
deficientes para caspase-1 submetidos à sepse. A redução na mortalidade dos 
animais deficientes para caspase-1 foi associada à reduzida concentração sistêmica 
de TNF-α e IL-6. Apesar das concentrações locais de citocinas e quimiocinas 
apresentarem-se inalteradas, os animais deficientes para caspase-1 submetidos à 
sepse grave apresentaram um aumento na migração de neutrófilos para a cavidade 
peritoneal, que foi favorecida pelo aumento no número de rolamentos e adesões dos 
leucócitos nestes animais. Como consequência, observamos uma redução no 
crescimento bacteriano no exudato peritoneal e no sangue destes animais, embora 
os neutrófilos dos animais deficientes para caspase-1 ou selvagens tenham 
apresentado capacidade microbicida e viabilidade celular semelhantes. Assim, na 
ausência da caspase-1, há maior migração de neutrófilos para a cavidade peritoneal, 
que culmina na redução da mortalidade devido ao eficiente controle da infecção. 
 
Palavras-chave: sepse – caspase-1 – migração de neutrófilos  
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ABSTRACT 
 
 

SÔNEGO, F. The role of caspase-1 on inflammatory response during 
experimental severe sepsis. 2009. 85 f. Dissertation (Mestrado em Farmacologia) 
– Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão 
Preto, 2009. 
  
Sepsis is a systemic inflammatory response resulting from the inability of the host to 
restrict locally the infection. Previous works from our laboratory demonstrated that 
occurs a marked impairment on neutrophil migration during severe sepsis and it is 
associated to the increase of cytokines systemic levels, bacteremia and high 
mortality. The role of Toll-like receptors (TLRs) was recently described in this process 
of failure of neutrophil migration in severe sepsis. Caspase-1 is an enzyme that 
seems to be important on the activation of signalling pathway of TLRs, beside of to 
be critical on the activation of inflammatory cytokines IL-1β, IL-18 and IL-33. In this 
work, we evaluated the participation of caspase-1 in the development of inflammatory 
response during severe sepsis. We observed that caspase-1 deficient mice 
presented increased resistance to severe sepsis induced by CLP (cecal ligation and 
puncture). However, IL-18 or ST2 (receptor of IL-33) deficient mice did not present 
reduction on mortality after sepsis. The treatment with antagonist of IL-1 receptor 
was also unable to modify the survival rate of wild type mice underwent to severe 
sepsis. These data indicate that the reduction on levels of these cytokines is not 
critical to reduction of mortality observed in caspase-1 deficient mice. The reduction 
on mortality of caspase-1 deficient mice was associated to decreased systemic levels 
of TNF-α and IL-6. Despite of the unaltered local levels of cytokines and chemokines, 
caspase-1 deficient mice underwent to severe sepsis presented a marked increase in 
neutrophil migration to peritoneal cavity, that was supported by an increased rolling 
and adhesion of leukocytes in these mice. As consequence, a reduced bacterial 
growth in peritoneal exudates and blood was observed in these animals although 
neutrophils from caspase-1 deficient and wild type mice presented similar killing and 
cellular viability. Thus, in the absence of caspase-1, neutrophil migration to peritoneal 
cavity is increased and culminates in a reduction of mortality because of the efficient 
control of the infection. 
 
Keywords: sepsis – caspase-1 – neutrophil migration 
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1.1. Sepse 

 

1.1.1. Definição e epidemiologia da sepse 

Sepse é uma resposta inflamatória sistêmica decorrente de uma infecção. 

Esta patologia tem sido considerada um problema de saúde pública emergente, que 

apresenta altas taxas de incidência e mortalidade. Nos Estados Unidos, há uma 

incidência anual de 737.000 casos de sepse [1]. No Brasil, há relatos de que a 

incidência seja de 57 casos a cada 1000 pacientes por dia (Silva, Pedro Mde et al., 

2004). 

Até o ano de 1991, termos como bacteremia, síndrome séptica, septicemia, 

sepse e choque séptico eram intercambiáveis, causando confusões e tornando difícil 

o entendimento desta patologia. No intuito de definir termos apropriados que 

auxiliassem o diagnóstico e permitissem o esclarecimento dos estágios da doença, o 

American College of Chest Physicians (ACCP) e a Society of Critical Care Medicine 

(SCC) reuniram-se na Consensus Conference, em 1991. A partir desta conferência, 

novas definições tornaram-se facilmente aplicáveis aos diferentes estágios da 

doença. De acordo com ACCP/SCC, infecção é um fenômeno microbiano, 

caracterizado pela resposta inflamatória decorrente da invasão de microorgarnismos 

em lugares normalmente estéreis. Ainda, bacteremia foi definida como presença de 

bactérias viáveis no sangue. Síndrome da resposta inflamatória sistêmica 

(Systemic inflammatory response syndrome - SIRS) define a presença de dois ou 

mais fatores: temperatura corporal superior a 38ºC ou inferior a 36ºC; freqüência 

cardíaca maior que 90 batimentos/minuto; freqüência respiratória maior que 20 

respirações/minuto ou PaCO2 inferior a 32 mm Hg; contagem de glóbulos brancos 

superior a 12.000 células/mm3, inferior a 4.000 células/ mm3 ou com presença de 
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mais de 10% de formas imaturas. A presença de uma infecção, associada a um 

quadro de síndrome da resposta inflamatória sistêmica decorrente desta infecção 

descreve a sepse. A associação da sepse com disfunção de órgãos, hipoperfusão 

ou hipotensão é característica da sepse grave. O agravamento deste quadro, 

representado pela associação da sepse grave e hipotensão não-responsiva à 

reposição por fluidos e agentes hipertensores, desencadeada pela sepse, 

caracteriza o choque séptico. Ainda síndrome da disfunção múltipla de órgãos 

descreve a presença de funções orgânicas inalteradas, que causam um 

desequilíbrio da homeostasia. A não reversão destes quadros pode culminar na 

morte do paciente (Bone, Sibbald et al., 1992; Bone, Grodzin et al., 1997).  

O termo sepse tem origem grega, com significado referente à putrefação, 

devido ao mau odor exalado pelos portadores desta doença, observado há centenas 

de anos (Beutler e Rietschel, 2003). Decorre de infecções bacterianas, fúngicas ou 

virais (Jean-Baptiste, 2007). No entanto, infecções bacterianas são as mais 

freqüentes, com proporções similares de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas 

como agentes etiológicos da sepse. Infecções mistas também detêm parte da 

etiologia desta doença (Vincent, Sakr et al., 2006). 

A metodologia experimental frequentemente utilizada para estudos 

relacionados à sepse é a de ligação e perfuração do ceco (cecal ligation and 

puncture – CLP). Esta metodologia permite a indução de uma peritonite séptica 

polibacteriana de alto grau de complexidade. Após a cirurgia, um foco infeccioso 

polimicrobiano é estabelecido na cavidade peritoneal e leva ao envolvimento de uma 

complexa resposta imume desencadeada por diferentes mecanismos (Mannel, 

2007). 
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1.1.2. Migração de neutrófilos e seu papel na sepse grave 

 

1.1.2.1. Mecanismos de migração leucocitária 

Os neutrófilos são células leucocitárias pertencentes ao sistema imune inato e 

encontradas na circulação sanguínea. Em uma infecção, os neutrófilos são os 

primeiros leucócitos recrutados ao foco infeccioso para destruir o patógeno invasor. 

De maneira didática, o processo de migração leucocitária envolve as etapas de 

marginação, rolamento, adesão e transmigração dos leucócitos até o foco da lesão 

(Alves-Filho, De Freitas et al., 2008). Estímulos como lipopolissacarídeo (LPS), fator 

de necrose tumoral (TNF) -α e interleucina (IL)-1β induzem a expressão de 

moléculas de ligação a carboidratos, conhecidas como selectinas, no endotélio 

vascular e nos leucócitos. A expressão de selectinas na superfície celular modula o 

processo de migração dos neutrófilos da circulação sanguinea para o foco de lesão 

tecidual. A interação da L-selectina (expressa em leucócitos) e P-selectina (expressa 

em células endoteliais e plaquetas) com seus respectivos ligantes é responsável 

pela marginação dos leucócitos circulantes, bem como pelo processo de rolamento 

destas células sobre o endotélio vascular, na fase inicial da migração celular. A 

síntese de novo da E-selectina, induzida por fatores decorrentes do estímulo 

inflamatório e sua expressão na superfície das células endoteliais também tem papel 

fundamental no rolamento dos leucócitos sobre o endotélio. Tal influência é 

marcante no processo de rolamento lento dos leucócitos, o qual precede a adesão 

destes ao endotélio. Durante o processo de rolamento, os leucócitos podem ser 

ativados por diferentes vias de sinalização, incluindo os agentes quimioatraentes, 

como fator de agregação plaquetária (PAF- platelet-activating factor), leucotrieno B4, 

o componente do sistema complemento C5a, peptídeos formilados e quimiocinas. A 
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ativação de receptores com sete domínios transmembrana, acoplados à proteína G 

(G-protein-coupled receptors – GPCRs) por agentes quimioatraentes estimula a 

aderência, o extravasamento dos leucócitos, promovendo o rearranjo do 

citoesqueleto e em última instância, a morte do agente invasor, propiciada pela 

liberação de grânulos contendo enzimas de degradação e espécies reativas de 

oxigênio (Ley, Laudanna et al., 2007; Zarbock e Ley, 2008). Em condições 

inflamatórias agudas e na imunidade inata, os receptores quimiotáticos CXCR1 e 

CXCR2 são considerados protótipos para as quimiocinas CXC induzidas por 

estímulo inflamatório, tais como lipopolissacarídeo e as citocinas TNF-α e IL-1β, pois 

apresentam um papel importante na atração de neutrófilos ao foco da lesão  

(Cummings, Martin et al., 1999; Viola e Luster, 2008). Em adição aos agentes 

quimioatraentes, as integrinas também podem facilitar o processo de migração de 

leucócitos (Bokoch, 1995) (Ley, Laudanna et al., 2007; Zarbock e Ley, 2008). As 

integrinas são moléculas de adesão celular transmembrana do tipo I, formadas por 

subunidades α e β. Os neutrófilos expressam as β2-integrinas αLβ2 (LFA - 

lymphocyte function-associated antigen-1), αMβ2 (Mac- macrophage receptor-1), αXβ2 

e baixos níveis de α4β1 (Zarbock e Ley, 2008),onde as β2-integrinas interagem com 

ICAM (intracellular adhesion molecule)-1 e as α4 integrinas têm afinidade por VCAM 

(vascular cell adhesion molecule)-1 (Laudanna, Kim et al., 2002; Zarbock e Ley, 

2008). Após aderidos, os leucócitos respondem ao gradiente quimiotático e 

completam o processo de transmigração de maneira específica ao tipo de 

quimioatraente liberado (Alves-Filho, De Freitas et al., 2008). 

 A intensidade e a duração do estímulo do agonista nos receptores 

quimiotáticos são reguladas pela dessensibilização destes receptores, a qual 

determina não apenas o número de polimorfonucleares que migram, como também 
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a motilidade e a habilidade de parar quando em contato com o patógeno ou célula 

alvo (Lefkowitz, 1998). Um mecanismo geral de dessensibilização dos GPCRs 

envolve o sistema GRK (G protein-coupled receptor kinase)-arrestina. GRKs são 

quinases específicas a receptores acoplados a proteína G, responsáveis pela 

fosforilação dos receptores, acarretando na dessensibilização da sinalização 

desencadeada pela interação entre quimiocinas e receptores (Fan e Malik, 2003).  A 

fosforilação do receptor pelas GRKs ocorre quando este se apresenta na forma 

ativada ou ligada ao agonista, o que é caracterizado como dessensibilização 

homóloga (Pierce, Premont et al., 2002). Em receptores quimiotáticos de 

polimorfonucleares o mecanismo de dessensibilização é mediado por GRK2 e 

GRK5. Uma vez fosforilado, a ligação da ß-arrestina acarreta no seqüestro em 

microdomínios membranares ricos em clatrinas, que possibilita a retirada endocítica. 

A internalização rápida permite a contínua redistribuição dos receptores na 

superfície do polimorfonuclear, o que mantém a polarização quimiotática e direciona 

a migração celular ao longo do gradiente de quimiocinas (Moser, 2003).  

 

1.1.2.2. Papel dos neutrófilos na sepse grave 

Devido a sua função de célula de defesa, a presença dos neutrófilos no local 

da infecção é determinante para a resolução desta. Esta afirmação é claramente 

ilustrada pela depleção de neutrófilos em camundongos infectados com 

Staphylococcus aureus. A depleção de neutrófilos em animais infectados resulta em 

taxa de sobrevivência de cerca de 20%, enquanto que animais infectados que 

tiveram seus macrófagos pulmonares depletados apresentam 100% de 

sobrevivência (Robertson, Perrone et al., 2008). 
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Assim como na infecção localizada, na sepse o papel dos neutrófilos é crucial 

para o controle do crescimento bacteriano e, consequentemente, para a 

sobrevivência do individuo. De fato, a dependência da presença de neutrófilos no 

foco infeccioso para a resolução da doença tem sido claramente demonstrada em 

metodologias experimentais em animais, bem como em pacientes sépticos. 

Benjamim e colaboradores demonstraram que camundongos submetidos à sepse 

grave/letal induzida por CLP, assim como por inoculação intraperitoneal de 

Salmonella typhimurium, apresentam uma considerável redução de neutrófilos 

migrados para o foco da infecção quando comparados aos animais submetidos à 

sepse sub-letal (Benjamim, Ferreira et al., 2000; Alves-Filho, De Freitas et al., 2006). 

A falência da migração de neutrófilos nos animais submetidos à sepse letal pode ser 

associada à mortalidade dos animais, os quais apresentam taxa de mortalidade igual 

a 100%, enquanto que a totalidade dos animais submetidos à sepse sub-letal 

sobrevivem a este episódio. Interessantemente, o prejuízo na migração de 

neutrófilos ao foco infeccioso nos animais durante a sepse letal tem sido associado 

ao óxido nítrico. Animais deficientes da isoforma induzida da óxido nítrico sintase 

(inducible nitric oxide synthase – iNOS), e animais tratados com inibidor desta 

isoforma não apresentam o prejuízo no rolamento e adesão de neutrófilos após a 

indução da sepse grave, fenômeno característico observado nos animais selvagens 

submetidos às mesmas condições (Benjamim, Silva et al., 2002). Ainda, o óxido 

nítrico tem sido relacionado à dessensibilização do receptor quimiotático CXCR2 

durante a sepse, reduzindo, desta forma, a atividade quimiotática destes neutrófilos 

(Rios-Santos, Alves-Filho et al., 2007). De fato, Tavares-Murta e colaboradores 

demonstraram, em 2002, que pacientes sépticos apresentam reduzida atividade 

quimiotática em resposta a agentes quimiotáticos como LTB4 e fMLP (N-formil-L-
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metionil-L-leucil-L-fenilalanina) (Tavares-Murta, Zaparoli et al., 2002). Além disso, o 

grau de hiporesponsividade ao quimioatraente pode ser relacionado ao prognóstico 

do paciente, reforçando a importância da migração de neutrófilos para a resolução 

da doença. Corroborando esta observação, Arraes e colaboradores mostraram em 

2006 que neutrófilos de pacientes sépticos apresentam reduzida expressão do 

receptor quimiotático CXCR1. De acordo com o proposto pelos autores, o ambiente 

séptico sistêmico poderia ativar os neutrófilos circulantes e desta forma, impedir que 

respondam aos estímulos quimiotáticos, causando a falência da migração de 

neutrófilos ao sítio infeccioso. Associada à dessensibilização de CXCR1 observou-

se a indução de GRK2 e GRK5 e redução na polimerização de actina, processo 

importante para a mobilidade dos neutrófilos (Arraes, Freitas et al., 2006).  

Os Toll-like receptors (TLRs) são descritos como receptores de 

reconhecimento padrão (pattern recognition receptors – PRRs) por reconhecerem 

estruturas conservadas de patógenos, essenciais para a sobrevivência dos mesmos, 

as quais são conhecidas como padrões moleculares associados a patógenos 

(pathogen-associated molecular pattern – PAMPs), reconhecendo também, desta 

forma, produtos bacterianos deseadeadores de sepse (West, Koblansky et al., 

2006). De fato, recentemente Alves-Filho e colaboradores demonstraram que a 

ativação de TLR2 ou TLR4 na sepse polimicrobiana grave culmina na indução da 

proteína quinase GRK2 (G protein-coupled receptor kinase 2), responsável pela 

fosforilação de receptores acoplados a proteína G, entre eles, o receptor 

quimiotático expresso em neutrófilos, CXCR2. A fosforilação de CXCR2 promove a 

perda da resposta quimiotática em neutrófilos e, consequentemente, redução da 

migração de neutrófilos ao foco da infecção. Assim, animais deficientes para TLR2 

ou TLR4 apresentam redução na ativação desta via, favorecendo a manutenção da 
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expressão de CXCR2 nos neutrófilos, mantendo-os hábeis a responder a estímulos 

quimiotáticos. Como conseqüência, observa-se aumento na migração de neutrófilos 

e redução na mortalidade dos animais deficientes para TLR2 ou TLR4 submetidos à 

sepse polimicrobiana grave (Alves-Filho, De Freitas et al., 2006) (e trabalho aceito 

no periódico PNAS). 

Juntos, estes dados reforçam a hipótese de que os neutrófilos sejam 

imprescindíveis para a resolução da sepse e manutenção da vida do indivíduo 

afetado. 

 

 

1.1.3. Citocinas na sepse 

A inflamação é um processo auto-limitante e protetor do hospedeiro, que visa 

a eliminação do agente invasor, através da produção de citocinas e ativação de 

neutrófilos. No entanto, a presença de altas concentrações sistêmicas de citocinas 

acarreta injúrias e disfunções de órgãos. De maneira clássica, a patogênese da 

sepse é considerada resultante de uma resposta inflamatória exacerbada que 

medeia a produção excessiva de citocinas, quimiocinas e óxido nítrico e a ativação 

intensa do sistema imune (Dinarello, 1997; Shimaoka e Park, 2008). De fato, a 

concentração de citocinas e quimiocinas, tais como IL-1β, TNF-α e MIP 

(macrophage-inflammatory protein)-2, produzidas durante a sepse letal, supera 

aquela encontrada em animais com sepse sub-letal induzida (Benjamim, Silva et al., 

2002; Alves-Filho, De Freitas et al., 2006). Estes dados são reforçados pela 

observação em humanos sépticos, onde a concentração de IL-8, TNF-α e interferon 

(IFN) -γ foi maior do que a observada em indivíduos hígidos (Arraes, Freitas et al., 

2006).  
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Verdadeiramente, as concentrações altas de citocinas podem ser prejudiciais 

ao organismo infectado. O TNF-α tem sido associado à redução na expressão de 

receptores quimiotáticos CXCR1 e CXCR2 em neutrófilos (Khandaker, Mitchell et al., 

1999). Além disso, TNF-α e IL-1β, que parecem ter ações sinérgicas durante a 

sepse, induzem febre e hipotensão quando administrados por via intravenosa, 

culminando em choque e possível letalidade em animais experimentais. Diferente 

destas citocinas, a IL-6 parece não ser uma citocina inflamatória per se, uma vez 

que a administração intravenosa não causa choque em camundongos e primatas. 

No entanto, as concentrações sistêmicas de IL-6 são bem correlacionadas à 

mortalidade por choque séptico (Dinarello, 1997). Além disso, a produção de IL-6 foi 

também associada à indução de resposta de fase aguda no fígado (Mudter e 

Neurath, 2007). 

A despeito da hipótese inicial e de testes em animais experimentais, de que 

agentes neutralizantes de mediadores inflamatórios, tais como TNF-α e IL-1β, 

poderiam melhorar o quadro de choque séptico, os testes clínicos não resultaram 

em redução significativa no número de mortes (Vincent, Slotman et al., 1999) 

(Dinarello, 1997). Estes resultados sugerem que a sepse possui uma fisiopatologia 

distinta, diferenciando-se de uma doença inflamatória comum (Shimaoka e Park, 

2008). 

Outro mediador que parece interferir negativamente na sepse é o fator 

inibitório da migração de macrófagos (MIF, macrophage migration inhibitor factor). 

Animais tratados com anticorpo neutralizador deste mediador ou animais deficientes 

para MIF apresentaram aumento na resistência à sepse induzida por CLP (Bozza, 

Satoskar et al., 1999; Calandra, Echtenacher et al., 2000). 
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Em adição a estas citocinas, outras possuem descrições contraditórias em 

relação a suas participações na sepse. Isto pode ser exemplificado pela citocina IL-

18. Trabalho anterior de nosso laboratório indica que a IL-18 não participa na 

fisiopatologia da sepse induzida por CLP (Moreno, Alves-Filho et al., 2006). No 

entanto, a neutralização de IL-18 foi eficaz em proteger os animais infectados contra 

infecção por E.coli ou Salmonella thyphimurium (Dinarello e Fantuzzi, 2003). 

Considerando a exacerbação na produção de citocinas e a falência de 

migração de neutrófilos observada durante a sepse grave, é possível excluir a 

possibilidade de que esta ocorra por falta de mediadores inflamatórios que 

orquestrem a resposta imune/inflamatória, e pode ser sugerido que, possivelmente o 

excesso de ativação destas respostas culmine com a estagnação das mesmas. 

 

 

1.2. Caspase-1 

 Algumas citocinas inflamatórias são produzidas e liberadas em sua forma 

inativa e precisam ser ativadas por clivagem de suas pró-formas em citocinas ativas. 

A citocina IL-1β é um exemplo, pois estímulos de produtos bacterianos induzem sua 

síntese como pró-IL-1β. Em seguida, a enzima caspase-1, inicialmente conhecida 

como ICE (IL-1β-converting enzyme), cliva a pró-citocina em IL-1β ativa. Em adição 

a IL-1β, IL-18 e IL-33 também parecem ter suas ativações dependentes de caspase-

1 (Arend, Palmer et al., 2008; Chowdhury, Tharakan et al., 2008). 

 As caspases fazem parte de uma família de proteases ácidas específicas 

para aspartato e dependentes de cisteína, onde o resíduo de cisteína é o nucleófilo 

catalítico que confere especificidade aos seus substratos (Chowdhury, Tharakan et 

al., 2008). Para ter função catalítica, a pró-caspase inativa precisa ser ativada. A 
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ativação da caspase-1 por complexos multiméricos denominados inflamassomas 

envolve a formação de um heterotetrâmero, formado por duas subunidades grandes 

e duas pequenas (p20 e p10, respectivamente). A caspase ativa é representada pela 

porção p20, que apresenta os resíduos Cys285 e His237 no sítio ativo. Quando 

ativada, a caspase-1 é hábil para clivar as pró-formas das citocinas nas suas formas 

ativas. A pró-IL-1-β é sintetizada no citoplasma como uma molécula de 31 KDa, que 

após clivagem pela caspase-1, libera a forma madura que apresenta 17KDa. O 

peptídeo precursor da IL-18, com 23 KDa, também é encontrado no citoplasma e 

sofre clivagem pela caspase-1, da mesma forma que a pró-IL-33 (30KDa) é também 

clivada em sua forma ativa, de 18KDa (Arend, Palmer et al., 2008; Chowdhury, 

Tharakan et al., 2008) .  

 Recentemente, a caspase-1 foi relacionada à secreção não-convencional de 

proteínas. Assim, caspase-1 poderia estar envolvida na secreção de proteínas como 

IL-1α e MIF, até então consideradas independentes da ação desta cisteíno-protease 

(Keller, Ruegg et al., 2008). 

 Interessantemente, estudo recente demonstrou que caspase-1 pode ter 

capacidade de ativar a proteína adaptadora MyD88 (myeloid differentiation factor 88) 

adapter-like (Mal) da via de sinalização de TLR2 e TLR4. De fato, a ausência de 

caspase-1 implicou no prejuízo da sinalização destes dois receptores (Miggin, 

Palsson-Mcdermott et al., 2007). 

 Desta forma, os dados da literatura demonstram a participação da caspase-1 

na ativação de citocinas inflamatórias. No entanto, os relatos existentes até o 

momento sobre a participação destas citocinas na sepse são contraditórios ou 

inexistentes, a exemplo do desconhecido papel da IL-33 na gênese da sepse. Com 

base no que foi descrito e considerando a possibilidade de interação entre caspase-
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1 e a via de sinalização dos receptores TLR2 e TLR4, importantes na gênese da 

sepse polimicrobiana grave, nosso objetivo neste trabalho foi investigar a 

participação da caspase-1 na gênese da sepse polimicrobiana grave. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2 MATERIAIS E MÉTODOS 
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2.1. Animais 

Os camundongos selvagens (WT – wild type) C57Bl/6 e Balb/c foram 

provenientes de The Jackson Laboratory (Bar Harbor, Estados Unidos). Os animais 

deficientes para caspase-1 (caspase-1-/-), provenientes do laboratório do professor 

Dr. Richard A. Flavell (Kuida, Lippke et al., 1995) foram gentilmente cedidos pelo 

professor Dr. Dario Simões Zamboni (Universidade de São Paulo - USP, SP) e os 

deficientes para IL-18 e ST2 gentilmente doados pelo professor Dr. Foo Y. Liew 

(University of Glasgow, UK). Os animais selvagens foram criados no Serviço de 

biotério (Prefeitura do campus de Ribeirão Preto – USP) e os deficientes para 

caspase-1 no Biotério dos departamentos de bioquímica e imunologia e biologia 

celular, molecular e bioagentes patogênicos, enquanto que os deficientes para IL-18 

e ST2 foram criados no Centro de criação de camundongos especiais. Antes dos 

experimentos, os camundongos foram acondicionados em caixas de polipropileno 

com tampa em aço galvanizado, sob iluminação, umidade e temperatura 

controlados, no Biotério departamental (Farmacologia). Os animais, machos ou 

fêmeas, tiveram acesso à água e comida ad libitum e foram utilizados para 

experimentação entre a 6ª e 8ª semana de vida (18-23g). O número de animais 

utilizados por grupo foi igual a 5 ou aquele indicado nas legendas. Todos os 

procedimentos foram previamente aprovados pelo Comitê de ética em 

experimentação animal da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da 

Universidade de São Paulo, sob número 129/2008. 
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2.2. Soluções 

2.2.1. Solução de tribromoetanol 2,5% 

2,2,2 - tribromoetanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) .................... 250 mg 

Salina (NaCl 0,9%, Glicolabor, Ribeirão Preto, SP, BR) q.s.p. .................. 10 mL 

A solução foi aquecida a 56 oC até a dissolução total da droga. 

 

2.2.2. Tampão fosfato em salina (PBS) 10 X 

Cloreto de Sódio (NaCl, Merck, Darmstadt, Germany) ................................. 80 g 

Cloreto de Potássio (KCl, Merck, Darmstadt, Germany) ................................ 2 g 

Fosfato de Sódio dibásico (Na2HPO4, Merck, Darmstadt, Germany) .......  11,5 g 

Fosfato de Potássio monobásico (KH2PO4, Merck, Darmstadt, Germany) .. 20 g 

Água deionizada q.s.p ........................................................................... 1000m L 

O pH foi ajustado para 7,2 com NaOH ou HCl e a solução autoclavada e estocada 

em frascos estéreis a 4°C antes de ser utilizada. 

 

2.2.3. Tampão fosfato em salina (PBS) 1 X 

PBS 10 X ................................................................................................. 100 mL 

Água deionizada q.s.p ........................................................................... 1000m L 

O pH foi ajustado para 7,2 com NaOH ou HCl e a solução autoclavada e estocada 

em frascos estéreis a 4°C antes de ser utilizada. 

 

2.2.4. PBS – EDTA 

PBS 1 X ................................................................................................... 100 mL 

Ácido etilenodiaminotetracético (EDTA, Merck, Darmstadt, Germany)... 37,2 mg 
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2.2.5. Solução de tioglicolato 3% 

Tioglicolato (Difco, Detriot, USA) .................................................................... 3 g 

Água deionisada q.s.p. ............................................................................ 100 mL 

A água foi aquecida a 56ºC para facilitar a solubilização do tioglicolato. A seguir, a 

solução foi autoclavada e armazenada em condições estéreis. 

 

2.2.6. Meio ágar Mueller-Hinton 

Ágar Mueller-Hinton (OXOID, Basingstok, Hampshire, England) ................. 38 g 

Água deionisada q.s.p. ................................................................................... 1 L 

A água foi aquecida para facilitar a solubilização do meio e autoclavada em seguida. 

Antes do resfriamento do meio o mesmo foi distribuído em placas de petri para 

posterior semeadura das bactérias. 

 

2.2.7. Meio líquido BHI (Brain heart infusion) 

Meio BHI (OXOID, Basingstok, Hampshire, England) ……………………..… 37 g 

Água deionisada q.s.p. ................................................................................... 1 L 

O meio foi autoclavado e acondicionado a 4ºC até o uso. 

 

2.2.8. Solução de Triton X-100 0,2% 

Triton X-100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) ................................... 200 μL 

Água deionisada q.s.p. ............................................................................ 100 mL 
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2.2.9. Tampão de lise 

Cloreto de amônia (NH4Cl, Merck, Rio de Janeiro, BR) ............................ 8,04 g 

EDTA (Merck, Rio de Janeiro, BR) ............................................................ 0,36 g 

Bicarbonato de sódio (NaHCO3,Vetec, Rio de Janeiro, BR) ..................... 0,64 g 

Água deionisada q.s.p. ................................................................................... 1 L 

 

2.2.10.Meio RPMI  

Meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) ………………..….. 10,4 g 

Hepes (Merck, Darmstadt, Germany) ……………………………………….. 2,38 g 

NaHCO3 (Vetec, Rio de Janeiro, BR) ........................................................ 2,20 g 

Água deionisada q.s.p. ................................................................................... 1 L 

O pH da solução foi aferido para 7,2. Após filtração a vácuo a solução foi mantida a 

4ºC até o uso. 

 

2.2.11. Tampão de lise para extração de DNA  

NaCl (Merck, Darmstadt, Germany) 5 M ................................................... 10 mL 

Tris – HCl (Merck, Barmstadt, Germany) 1 M, pH=7,6 …………..…...…… 10 mL 

EDTA (Merck, Rio de Janeiro, BR) 0,5 M, pH=8.0 ………………......…..... 10 mL 

Duodecil sulfato de sódio (SDS, BioRad, Hercules, CA, USA) 20% ...... 12,5 mL 

Água deionisada q.s.p. ............................................................................ 500 mL 

 

2.2.12. Corante Panótico Rápido (LaborClin) 

Panótico rápido n° 1: compõe-se por uma solução de triarilmetano a 0,1%. 

Panótico rápido n° 2: compõe-se por uma solução de xantenos a 0,1%. 

Panótico rápido n° 3: compõe-se por uma solução de tiazinas a 0,1%. 
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2.2.13. Tampões utilizados para o ensaio de ELISA 

2.2.13.1. Solução de ligação (binding buffer) pH 9.0 

Na2PO4 (Merk, Darmstadt, Germany) .......................................................... 0,1M 

2.2.13.2. Tampão substrato pH 5.0 

Ácido cítrico (Merk, Darmstadt, Germany) .............................................. 34,7mM 

Na2PO4 (Merk, Darmstadt, Germany) .................................................... 66,7 mM 

2.2.13.3. Substrato 

o-fenilenediamina-dihidrocloreto (OPD, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,USA) 

................................................................................................................... 0,4 mg 

H2O2 (Merk, Darmstadt, Germany) ............................................................. 0,4μL 

Tampão substrato q.s.p. .............................................................................. 1 mL 

 

 

2.3. Genotipagem dos animais 

 Os animais foram anestesiados com injeção intraperitoneal (ip) de 0,25 mg/kg 

tribrometanol e a parte distal da cauda (cerca de 1 cm) de camundongos selvagens 

e deficientes para caspase-1 foi cortada para possibilitar a genotipagem dos 

animais, a partir de uma reação de PCR (Reação em cadeia da polimerase). A 

seguir, as partes foram digeridas em tampão de lise e proteinase K (20 mg/mL) em 

temperatura de 56º por aproximadamente 12 horas. A lise foi completada pela 

adição de solução saturada de NaCl e posteriormente a suspensão foi centrifugada. 

Ao sobrenadante foi adicionado etanol para possibilitar a formação de fios de DNA. 

A amplificação foi feita com os primers ICE5P (5'-GAGACATATAAGGGAGAAGGG-

3'), ICE3P (5'-ATGGCACACCACAGATATCGG-3') e NEO3P (5'-TGCTAAAGCG 

CATGCTCCAGACTG-3'). Cada reação conteve tampão da Taq (Thermus aquaticus) 
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DNA polimerase 1 X, 2 mM de deoxinucleotídeos, 10 μM de cada primer, 1,25 U de 

Taq DNA polimerase (Promega Corporation, Madison, WY, USA), e 0,5 μL de DNA 

genômico. As condições de ciclagem incluíram 45 segundos (s) a 96ºC, 30 ciclos de 

94ºC / 30 s, 53ºC / 30 s e 72ºC / 1 minuto. Com extensão de 72ºC / 5 minutos. O 

produto da PCR foi visualizado por eletroforese em gel de agarose (Promega 

Corporation, Madison, WY, USA) e o material genético corado com brometo de 

etídio. O gel foi fotografado para permitir a análise das bandas formadas. 

 

 

2.4. Ligação e Perfuração do ceco (CLP) 

 Os animais, previamente anestesiados com injeção intraperitoneal (ip) de 0,25 

mg/kg tribrometanol, foram submetidos a uma incisão de aproximadamente 1 cm, no 

abdômen anterior, para permitir a exposição do ceco. A junção íleo-cecal foi ligada, 

para impedir o fluxo retrógrado do conteúdo fecal no ceco. Perfurações com agulhas 

de calibres 18G (1 perfuração transversal), 26G (5 perfurações superficiais) e 30G (4 

perfurações superficiais) foram feitas no ceco dos animais para indução das 

diferentes intensidades de sepse: letal ou grave (L-CLP), moderada (M-CLP) e sub-

letal (SL-CLP), respectivamente. Animais pertencentes ao grupo sham não tiveram 

perfurações no ceco. Em seguida, o ceco foi recolocado no interior da cavidade 

abdominal e a membrana peritoneal suturada juntamente com a pele com fio de 

sutura odontológico, número 4.0 (Polysuture, São Sebastião do Paraíso, MG, BR). 

Os animais receberam 1 mL de salina por via subcutânea (s.c.), no dorso, para 

reposição hídrica e foram deixados sob exposição de luz incandescente até a total 

recuperação da anestesia. Para avaliação da sobrevida após a cirurgia os animais 
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foram novamente acondicionados no biotério departamental da Farmacologia, com 

água e comida ad libitum e a mortalidade registrada a cada 24h, durante 10 dias. 

 

 

2.5. Migração de neutrófilos 

 A migração de neutrófilos para a cavidade abdominal foi avaliada 6 horas 

após a indução da sepse polimicrobiana por CLP. Os animais foram mortos por 

deslocamento cervical e o lavado peritoneal foi realizado com a administração de 1,5 

mL de tampão fosfato em salina (phosphate-buffer saline – PBS) contendo 1 mM de 

(ethylene diamino tetraacetic – EDTA). Após homogeneização, o PBS foi retirado da 

cavidade peritoneal e as células brancas totais contadas em contador automático 

(Coulter® ACT, Coulter Corporation, Miami, Florida, USA).  A contagem diferencial 

das células totais foi possível pelo método de May-Grünwald Giemsa com corante 

panótico rápido (LaborClin produtos para laboratório, Pinhais, PR, BR) de lâminas 

contendo as células totais, preparadas em citocentrífuga Cytospin 4 (Shandon 

Cytospin Lipshaw Inc., Pittsburgh, Pennsylvania, USA). As células foram 

visualizadas em microscópio óptico através da objetiva de imersão em óleo 

(aumento de 1000 vezes). A porcentagem de macrófagos e neutrófilos foi calculada 

pela contagem de 100 células. Os resultados são expressos em número de 

neutrófilos migrados (x 106) por cavidade peritoneal. 

 

 

2.6. Quimiocinas e citocinas 

 O exudato peritoneal e soro dos camundongos foram coletados em 6 horas 

para dosagem de citocinas por método espectrofotométrico de ELISA (enzyme-
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linked immuno sorbent assay). A concentração das quimiocinas MIP-2 e KC foram 

medidas utilizando anticorpos comercialmente disponíveis e seguindo as instruções 

do fabricante.  Os anticorpos utilizados para detecção e quantificação das citocinas 

IL-1β, Il-6 e TNF-α foram gentilmente cedido pelo e dosadas como descrito por 

Benjamim e col, 2002. As concentrações das citocinas e quimiocinas são expressas 

como picogramas/ml de amostra. 

As placas de microtitulação (96 poços) foram recobertas com 50 μL/ poço do 

anticorpo específico anti-TNF-α (2μg/mL), anti-IL-1β (2 μg/mL) ou anti-IL-6 (2μg/mL), 

gentilmente cedidos pelo Dr. Steven Poole (National Institute for Biological 

Standards and Control, UK), ou ainda, com anti-MIP-2 ou anti-KC (R&D Systems, 

Minneapolis, MN, USA). Os anticorpos foram previamente diluídos em solução de 

ligação (binding buffer) pH 9.0 e incubados por 18-24 horas a 4oC. As placas foram 

lavadas três vezes com PBS/Tween-20 (0.05%, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). 

As ligações não específicas foram bloqueadas com 100 μL de PBS contendo 1% de 

albumina sérica bovina (BSA, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) por 120 minutos 

em temperatura ambiente. As amostras e a curva padrão contendo as 

concentrações para TNF-α (2000 pg/mL) IL-1β (2000 pg/mL), IL-6 (4000 pg/mL), 

MIP-2 (4000 pg/mL) e KC (4000 pg/mL)) (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) 

foram colocados nas placas (50 μL) e incubados por 18-24 horas a 4οC. Após esse 

período, as placas foram lavadas com PBS/Tween e 50 μL dos anticorpos 

biotinilados específicos para cada citocina foram adicionados nas concentrações: 

TNF-α (1:1000), IL-1β (1:1000), IL-6 (1:1000), MIP-2 (0,2 μg/mL) e KC (0,2 μg/mL). 

Após uma hora, as placas foram lavadas com PBS/Tween e o conjugado avidina-

peroxidase, na diluição de 1/5000 adicionado a cada poço e as placas incubadas por 

30 minutos. As placas foram lavadas com PBS/Tween e 100 μL do substrato OPD 
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em tampão substrato (pH 5.0) foram adicionados. A reação foi interrompida com 50 

μL de H2SO4 (1 M) e a densidade óptica (DO) medida a 490 nm em 

espectrofotômetro (Spectra Max-250, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). Os 

resultados foram expressos em pg/ mL.  

 

 

2.7. Crescimento bacteriano 

 Amostras de sangue e lavado peritoneal foram coletadas nos mesmos tempos 

citados no item anterior e semeadas puras ou diluídas 10 vezes, respectivamente, 

para quantificação de bactérias viáveis. As diluições foram semeadas em placas de 

Petri contendo meio Agar Mueller-Hinton e estas acondicionadas a 37ºC por 18 

horas. O número de bactérias formadoras de colônias foi registrado e esse número 

considerado equivalente ao número de bactérias viáveis nas amostras avaliadas. Os 

resultados são expressos como Log de unidades formadoras de colônias (UFC)/mL. 

 

 

2.8. Isolamento de bactérias da flora intestinal 

 Camundongos C57Bl/6 foram mortos por deslocamento cervical e o ceco 

exposto por uma incisão no abdômen anterior. Um corte foi feito na junção íleo-

cecal, e o conteúdo do ceco foi retirado por meio de lavagens com PBS estéril e 

filtrado em gaze, também estéril. O filtrado foi cultivado em 45 mL de meio líquido 

BHI, a 37ºC. A cada 24 horas, a suspensão bacteriana foi centrifugada e o meio BHI 

trocado. No final do 5º dia de realização deste procedimento, a suspensão foi 

centrifugada, ressuspensa em volume conhecido e liofilizada em liofilizador (Hetovac 

CT 110, Heto Lab Equipament, A/S, Birkerod, Denmark). As alíquotas foram 
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congeladas em freezer -70ºC até o uso. Uma quantidade representativa das 

alíquotas foram descongeladas, homogeneizadas em 45 mL de BHI e cultivadas por 

20 horas a 37ºC. Em seguida, a suspensão foi lavada 2 vezes com PBS estéril e 

diluições dessas alíquotas foram semeadas em placas de petri contendo meio ágar 

Mueller-Hinton, como descrito no item Crescimento bacteriano. A média obtida dos 

números de UFC contado nas placas após 18 horas de incubação foi considerada a 

estimativa do número de bactérias viáveis, quando seguidas as mesmas condições 

de cultivo. 

 

 

2.9. Ensaio de killing 

 O ensaio de killing foi desenvolvido com neutrófilos peritoneais estimulados 

por 6 horas com 3 mL de tioglicolato 3%. A coleta dos neutrófilos foi procedida como 

descrito no item Migração de neutrófilos usando como meio RPMI com 10U/mL de 

heparina sódica (Parinex, Hipolabor, Sabará, MG, BR). Após a contagem, 1x106 

neutrófilos foram incubados por 3 horas, a 37ºC, com 2x106 bactérias isoladas da 

flora intestinal. Em seguida, os neutrófilos foram lisados com 500 μL de Triton X-100, 

0,2%, sonicadas por 2 minutos e mantidas em temperatura ambiente por 15 minutos, 

para permitir a liberação no meio das bactérias que ainda permaneciam vivas, 

porém no interior das células. Após, 10 μL do meio de incubação foram semeados 

em placas contendo meio ágar Mueller-Hinton. O ensaio foi realizado como descrito 

no item Crescimento bacteriano. 
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2.10. Produção de superóxido 

A produção de superóxido pelos neutrófilos foi estimada pelo teste de 

redução do tetrazólio de nitroazul (NBT – Sigma-Aldrich®) não estimulado conforme 

descrito anteriormente [41a]. Em resumo, 25μL de sangue foi adicionado à mesma 

quantidade de NBT (1mg/mL) e incubado a 37°C durante 15 minutos, seguindo-se 

de 15 minutos em temperatura ambiente. A porcentagem de células redutoras de 

NBT foi estabelecida a partir da contagem de 100 neutrófilos em microscópio óptico. 

 

 

2.11. Apoptose 

 O sangue dos animais submetidos ou não à sepse foi coletado em tubos 

heparinizados e as hemácias foram lisadas com tampão de lise. Após lavagem das 

células com PBS 1 X, 1 μg/mL de Anexina V FITC e 1 μg/mL de iodeto de propídeo 

(PI) (SouthermBiotech, Birminghan, UK) foram incubados por 20 minutos. Em 

seguida, 50 μL de tampão para anexin V foi adicionado e imediatamente lido em 

citômetro de fluxo (FACSort, Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). Foram 

adquiridas 3 x 104 células por amostra e a análise foi avaliada com auxílio do 

software CellQuest (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA), na gate de neutrófilos. 

As porcentagens de células viáveis e células necróticas (anexina V- e PI-) e 

apoptóticas/necróticas (anexina V+ e PI+) foi determinada como descrito 

previamente (Vermes, Haanen et al., 1995).  
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2.12. Microscopia intravital 

 A microscopia intravital foi realizada 6 horas após a indução da sepse, em 

animais selvagens e deficientes para caspase-1. Os animais foram anestesiados 

com tribromoetanol (0,25 mg/kg, ip) e por meio de uma laparotomia o mesentério foi 

exposto para avaliação in situ da microcirculação.  Os animais foram mantidos sobre 

uma placa aquecida a 37oC, dotada de área transparente, sobre a qual o tecido foi 

fixado. A preparação foi mantida úmida e aquecida por irrigação com salina estéril a 

37oC. A placa aquecida foi mantida sobre o charriot de um microscópio óptico tri-

ocular, ao qual estavam acoplados um fototubo, com sistema de lentes ampliadoras 

superpostas, uma câmera e um monitor de vídeo que permitiu a projeção e gravação 

das imagens. O aumento final foi de 3400 vezes. Os vasos selecionados para o 

estudo foram vênulas pós-capilares com diâmetro variando entre 10 e 16 μm. O 

rolamento foi avaliado pela análise dos vasos durante 10 minutos e o resultado 

considerado a partir da média de todos. Os resultados do rolamento foram 

expressos como número de leucócitos que rolaram por minuto por vaso. A adesão 

foi avaliada em uma extensão de 100 μm2 de vênula, definida na tela do monitor, 

onde 10 μm no tecido correspondem a 3,4 cm na tela. O número de células aderidas 

foi avaliado utilizando-se imagens visualizadas no vídeo. Uma dada seção do leito 

vascular foi testada somente uma vez para a determinação do número de leucócitos 

aderidos ao endotélio e o resultado foi estimado pela média de todos os animais, 

sendo expresso como número de leucócitos aderidos a cada 100 μm2. 
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2.13. Tratamento com IL-1Ra 

 O tratamento dos camundongos C57Bl/6 com IL-1Ra (gentilmente cedida pelo 

Dr. Steven Poole (National Institute for Biological Standards and Control, UK), foi 

realizado por via subcutânea, na dose de 100mg/kg, 1 hora antes da indução da 

sepse por CLP, com reforço dessa dose em 6, 12, 24, 36, 48 e 60 horas após a 

cirurgia. Durante e após o tratamento, o número de animais sobreviventes foi 

registrado a cada 24 horas. A dose citada também foi administrada 1 hora antes da 

injeção intraperitoneal de 75 pg de rmIL-1β/cavidade peritoneal dos camundongos. A 

cavidade peritoneal foi lavada 4 horas após a administração da citocina e o número 

de neutrófilos foi contado como descrito no item “Migração de neutrófilos”.   

 

 

2.14. Tratamento com IL-33 

 A citocina IL-33 recombinante murina foi gentilmente cedida pelo professor Dr. 

Foo Y. Liew (University of Glasgow, UK). O tratamento com IL-33 consistiu em 

administração intravenosa de 1 mg/Kg da citocina, 27 e 3 horas antes da indução da 

sepse. Após a recuperação da cirurgia, o número de animais sobreviventes foi 

registrado a cada 24 horas.  
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3.1. Caracterização dos animais deficientes para caspase-1  

 Para confirmar a ausência ou a presença do gene codificador da caspase-1 

nos animais, procedemos a análise por PCR de DNA extraído da cauda dos 

camundongos. A análise do gel confirmou a deficiência do gene da caspase-1 nos 

animais tidos como deficientes para caspase-1, o que pode ser observado na figura 

1A pela ausência da banda 3P, referente ao gene da caspase-1 e presença da 

banda referente à inserção Neo3P. Ao contrário dos animais deficientes para 

caspase-1, o material extraído de animais selvagens apresentam banda referente à 

porção 3P e ausência da banda referente a Neo3P. Com base neste resultado, 

confirmamos a deficiência dos animais para sintetizar caspase-1. 

 Além da ausência do gene codificador de caspase-1, avaliamos também a 

alteração na atividade biológica decorrente da ausência desta enzima. Essa 

avaliação foi possível pela quantificação da citocina IL-1β, que depende de caspase-

1 para tornar-se ativa, após indução de sepse (figura 1B). Como esperado, a 

concentração de IL-1β no lavado peritoneal foi menor nos animais deficientes para 

caspase-1, reforçando, assim, a ausência de caspase-1 e redução na atividade 

biológica exercida por esta enzima nestes animais. 
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Figura 1: Caracterização dos animais deficientes para caspase-1. (A) O material genético dos animais 
selvagens C57Bl/6 e deficientes para caspase-1 foram extraídos e analisados em gel de eletroforese 
após PCR. (B) Animais selvagens C57Bl/6 e deficientes para caspase-1 (n=5) foram submetidos à 
cirurgia de CLP para indução de sepse sub-letal e letal. Após 6h, a cavidade peritoneal foi lavada e o 
sobrenadante do lavado peritoneal foi utilizado para determinação da produção da citocina IL-1β pelo 
método de ELISA. Os resultados são expressos em pg de citocina / ml de lavado peritoneal. A análise 
foi realizada por ANOVA, seguida por Bonferroni’s Test, *P<0.05. 
 

Caspase-1-/-  WT  

Neo 3P 

A 
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3.2. Animais deficientes para caspase-1 apresentam aumento na resistência à 

sepse letal  

Após confirmar a deficiência para caspase-1 nos animais, avaliamos a 

resistência destes à sepse polimicrobiana letal induzida por CLP. De maneira muito 

interessante, os animais deficientes para caspase-1 apresentaram taxa de 

sobrevivência maior que os animais selvagens. Como o esperado, os animais 

selvagens submetidos à sepse letal apresentaram 100% de mortalidade até 48 

horas após a indução da mesma (figura 2). Surpreendentemente, os animais 

deficientes para caspase-1 apresentaram 57% de sobrevivência no 5º dia após a 

CLP e mantiveram essa porcentagem até o final da avaliação. De acordo com a 

análise estatística de Mantel-Cox, as curvas de sobrevida dos animais diferem entre 

si, com um P<0.05. Estes resultados sugerem a participação da enzima caspase-1 

na susceptibilidade à sepse polimicrobiana grave. Desta forma, nossas próximas 

investigações neste trabalho fizeram referencia à identificação do papel da caspase-

1 na sepse polimicrobiana grave. 
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Figura 2: Avaliação da resistência dos animais deficientes para caspase-1 à sepse letal. Animais 
selvagens C57Bl/6 e animais deficientes para caspase-1 (n=5) foram submetidos à sepse 
polimicrobiana sub-letal ou letal, induzida por CLP. Após a indução da sepse, a taxa de sobrevida dos 
animais foi registrada a cada 24h, durante 10 dias. Os resultados são expressos como porcentagem 
de sobrevida e foram analisados por Log-rank Mantel-Cox Test (* p<0.05). 
 

 

3.3. Redução na concentração das citocinas clivadas pela caspase-1 não 

resulta em aumento na resistência de animais selvagens submetidos à sepse 

letal 

 Uma importante função da caspase-1 é clivar as pró-citocinas pertencentes à 

superfamília da IL-1 (IL-1β, IL-18 e IL-33) em suas formas ativas (Arend, Palmer et 

al., 2008). Uma vez que a deficiência de caspase-1 em animais foi relacionada a um 

aumento na resistência à sepse polimicrobiana grave, nossa primeira pergunta foi se 

tais citocinas teriam participação na gênese desta patologia. Inicialmente, estimamos 

a participação da IL-1β utilizando o antagonista do receptor da IL-1 (IL-1Ra) como 

ferramenta farmacológica para bloquear a resposta da IL-1 (α e β) via seu receptor 

(IL-1R). Para isso, administramos uma dose considerada alta de IL-1Ra (100 mg/kg) 

(Alexander, Doherty et al., 1992) (Granowitz, Porat et al., 1993; Opal, Fisher et al., 

1997) 1 hora antes da CLP para que os receptores da IL-1 já estivessem bloqueados 
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durante a indução da sepse. Para manter o bloqueio dos receptores, a primeira dose 

foi reforçada 6 e 12 horas após a indução da sepse por CLP e pela administração de 

doses repetidas a cada 12 horas durante 2 dias (esquema figura 3A).  Os animais 

tratados com IL-1Ra não apresentaram redução da mortalidade como observado 

nos animais deficientes para caspase-1 e, de maneira semelhante aos animais 

controles, apresentaram alta taxa de mortalidade (80% versus 100% nos selvagens), 

valores estes não considerados diferentes por análise estatística de Mantel-Cox, 

para P<0.05 (figura 3A). Este resultado sugere que a redução na concentração de 

IL-1β ativa durante a sepse letal não é um fator crítico para a resistência dos animais 

submetidos a esta patologia. 

 Para assegurarmos a potência biológica do IL-1Ra em impedir o efeito 

causado pela IL-1β, induzimos migração peritoneal por administração intraperitoneal 

de IL-1β recombinante murina em animais selvagens (figura 3B). Como esperado, o 

tratamento com IL-1Ra impediu a migração de neutrófilos induzida pela citocina, 

sugerindo que, de fato, este esquema de tratamento bloqueia o receptor da IL-1, 

impedindo a resposta induzida por IL-1β. 



______________________________________________________________Resultados  

 

51

 

Figura 3: Efeito do tratamento com IL-1Ra na curva de sobrevivência após sepse letal. (A) Animais 
selvagens C57Bl/6 (n=5) submetidos à sepse letal induzida por CLP foram tratados de acordo com o 
esquema. A taxa de sobrevida dos animais foi registrada a cada 24h, durante 10 dias. Os resultados 
são expressos como porcentagem de sobrevida e foram analisados utilizando-se o Mantel-Cox Test 
(B) Animais selvagens C57Bl/6 receberam 100mg/Kg de IL-1RA (sc) e após 1 hora 75 pg/Kg de IL-1β. 
O lavado peritoneal foi coletado depois de decorridas 4h da última injeção e o número de neutrófilos 
foi contado e expresso como número de neutrófilos x 106 / cavidade peritoneal. Os resultados foram 
analisados por ANOVA seguida por Bonferroni Test, *P<0.05.  
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 A IL-18 é outra citocina que depende da caspase-1 para ser convertida em 

sua forma ativa. Para excluirmos a participação da IL-18 ativa, na susceptibilidade à 

sepse letal, submetemos animais deficientes para esta citocina à cirurgia de CLP e, 

interessantemente, estes apresentaram curva de sobrevivência semelhante a dos 

animais selvagens (20% a partir do 3º dia de observação, figura 4). Desta forma, 

podemos sugerir que a IL-18 não possui papel crítico na resistência à sepse letal, e, 

consequentemente, o aumento na resistência apresentado pelos animais deficientes 

em caspase-1 não deriva da ausência de IL-18 inativa.  

 

 

Figura 4: Avaliação da resistência dos animais deficientes para IL-18 à sepse letal. Animais selvagens 
Balb/C e animais deficientes para IL-18 (n=5) foram submetidos à sepse polimicrobiana letal, induzida 
por CLP. Após a indução da sepse, a taxa de sobrevida dos animais foi registrada a cada 24h, 
durante 10 dias. Os resultados são expressos como porcentagem de sobrevida e foram analisados 
com o Log-Rank Mantel-Cox Test. 
 

 

 A IL-33, que tem seus efeitos mediados pelo receptor ST2, foi descrita 

recentemente e sua clivagem tem sido atribuída a caspase-1 (Dinarello, 2005). 

Avaliamos o papel desta citocina na sepse pela administração de duas doses de IL-

33 (1 μg/kg, i.v.) em animais selvagens C57Bl/6, uma 27 e outra 3 horas antes da 
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indução da sepse por CLP. Surpreendentemente, os animais tratados com IL-33 

apresentaram um aumento na resistência à sepse letal, onde a taxa de 

sobrevivência destes animais foi maior em comparação aos animais não-tratados 

(33% versus 0%, respectivamente, figura 5A). Este resultado é reforçado pela 

observação que animais deficientes para o receptor da IL-33, ST2, apresentam 

comportamento semelhante aos animais selvagens quando submetidos à sepse 

(figura 5B). Sendo assim, este dado sugere que a ausência da IL-33 ativa nos 

animais deficientes para caspase-1 não é o fator determinante para o aumento na 

resistência observado nestes animais, uma vez que a administração da citocina é 

responsável pelo aumento da resistência à sepse e a deficiência do receptor em que 

esta age não altera a resistência à patologia em questão. 

 Com base nestes dados podemos sugerir que o aumento na resistência à 

sepse, observado nos animais deficientes para caspase-1 não é decorrente da 

ausência ou redução da ação da IL-1β, IL-18 ou IL-33 durante o desenvolvimento da 

patologia. 
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Figura 5: Avaliação do efeito do tratamento com IL-33 e da deficiência do receptor ST2 na resistência 
à sepse letal. (A) Animais selvagens C57Bl/6 (n=5) foram tratados com 1 μg/kg de IL-33 (i.v.) 27 e 3 
horas antes da indução da sepse por CLP. (B) Animais selvagens Balb/C e animais deficientes para o 
receptor ST2 (n=5) foram submetidos à sepse polimicrobiana letal, induzida por CLP. Após a indução 
da sepse, o número de animais sobreviventes foi registrado a cada 24h, durante 10 dias. Os 
resultados são expressos como porcentagem de sobrevida e foram analisados com Log-Rank Mantel-
Cox Test. 



______________________________________________________________Resultados  

 

55

3.4. Animais deficientes para caspase-1 apresentam produção normal de 

citocinas e quimiocinas no local da infecção 

Algumas citocinas, diferentes das avaliadas na sessão anterior, e algumas 

quimiocinas possuem uma importância fundamental no processo de resolução de 

uma infecção. Muitas delas não possuem descrição de dependência da caspase-1 

para produção e liberação. Isto foi, de fato, confirmado pela determinação da 

concentração das citocinas TNF-α e IL-6 (figuras 6B e D, respectivamente) no 

exudato peritoneal 6 horas após a indução da sepse. Embora em concentrações 

maiores que aquelas dos animais selvagens submetidos à sepse sub-letal, os 

animais deficientes para caspase-1 apresentaram concentrações semelhantes 

àquelas dos animais selvagens submetidos à sepse letal, indicando a normalidade 

deste parâmetro nos animais em estudo. Ainda, a concentração local de quimiocinas 

CXC, MIP-2 e KC (figuras 6A e B), também foram encontradas em concentrações 

similares nos dois grupos de animais testados, reforçando a habilidade dos animais 

deficientes para caspase-1 em estabelecer uma resposta inflamatória local 

adequada. 
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Figura 6: Avaliação da produção local de citocinas e quimiocinas durante a sepse. Animais selvagens 
C57Bl/6 e deficientes para caspase-1 (n=5) foram submetidos à cirurgia de CLP para indução de 
sepse sub-letal ou letal. Após 6h, a cavidade peritoneal foi lavada e o sobrenadante do lavado 
peritoneal foi utilizado para determinação da produção das quimiocinas (A) MIP-2 e (C) KC e citocinas 
(B) TNF-α e (D) IL-6 pelo método de ELISA. Os resultados são expressos em pg de citocina ou 
quimiocina/ ml de lavado peritoneal. A análise foi realizada por ANOVA, seguida pelo teste de 
Bonferroni. 
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3.5. Animais deficientes para caspase-1 apresentam redução na concentração 

sistêmica de citocinas 

 Diferentemente da produção local de citocinas e quimiocinas, a presença de 

concentrações sistêmicas altas destes mediadores pode ter implicações no 

agravamento da resposta sistêmica inflamatória durante a sepse. Embora não 

tenhamos encontrado diferenças entre as concentrações das citocinas avaliadas no 

local da infecção de animais deficientes ou não para caspase-1, a determinação das 

concentrações sistêmicas destas citocinas foi marcadamente importante. O plasma 

dos animais deficientes para caspase-1 submetidos à sepse letal apresentou 

redução na concentração de TNF-α e IL-6 em relação aos animais selvagens 

submetidos à mesma intensidade de sepse, aproximando-se aos valores 

encontrados nos animais selvagens submetidos à sepse grave (figuras 7A e B, 

respectivamente). A partir deste resultado é possível inferir que a inflamação 

sistêmica está reduzida nos animais que apresentam deficiência para caspase-1. 

Este dado corrobora o aumento na resistência à sepse apresentado pelos animais 

deficientes para caspase-1. 
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Figura 7: Avaliação da produção sistêmica de citocinas e quimiocinas durante a sepse. Animais 
selvagens C57Bl/6 e deficientes para caspase-1 (n=5) foram submetidos à cirurgia de CLP para 
indução de sepse sub-letal ou letal. Após 6h, o sangue foi coletado e o plasma foi utilizado para 
determinação da produção das citocinas (A) TNF-α e (B) IL-6 pelo método de ELISA. Os resultados 
são expressos em pg de citocina / ml de plasma. A análise foi realizada por ANOVA, seguida pelo 
teste de Bonferroni (*p<0,05). 
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3.6. Animais deficientes para caspase-1 apresentam maior controle do 

crescimento bacteriano durante a sepse letal  

 Aliado à redução da intensidade da inflamação sistêmica, o controle do 

crescimento bacteriano é um fator crucial na resolução da sepse. Visto que 

observamos redução nas concentrações sistêmicas das citocinas importantes nessa 

patologia, TNF-α e IL-6, nos animais deficientes para caspase-1 em comparação aos 

selvagens, nossa próxima investigação foi avaliar o número de bactérias em 

crescimento no organismo durante a sepse. Surpreendentemente, os animais 

deficientes para caspase-1 apresentaram uma redução acentuada no crescimento 

bacteriano local quando comparados aos animais selvagens submetidos à sepse 

letal. De acordo com o esperado, o controle eficiente do crescimento bacteriano local 

evita a proliferação sistêmica de bactérias, o que, de fato, é observado nos animais 

deficientes para caspase submetidos à sepse letal (figuras 8A e B, respectivamente). 

O número de bactérias encontradas no local da infecção e na circulação de animais 

deficientes para caspase-1 é menor que aquele apresentado por animais selvagens 

submetidos à sepse letal, aproximando-se do observado nos animais selvagens 

submetidos à sepse sub-letal. Juntos, estes resultados explicam o aumento da 

resistência à sepse letal observado nos animais deficientes para caspase-1, uma 

vez que o controle da infecção reduz o desencadeamento da infecção por reduzir a 

quantidade do agente etiológico, e com isso, reduz a inflamação sistêmica, também 

responsável por complicações durante a sepse letal. 
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Figura 8: Avaliação do crescimento bacteriano no lavado peritoneal e no sangue durante a sepse. 
Animais selvagens C57Bl/6 (n=5) foram submetidos à sepse letal induzida por CLP e 6 horas após 
(A) o lavado e (B) o sangue dos animais foram coletados. O número total de bactérias foi estimado 
pelo cultivo das amostras em placas contendo meio Mueller-Hinton durante 12horas. Os resultados 
são expressos como Log do número de unidades formadoras de colônia (UFC) por ml de amostra e 
foram analisados por Mann-Whitney U test (*p<0,05). 
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3.7. Animais deficientes para caspase-1 apresentam maior migração de 

neutrófilos para a cavidade peritoneal e igual capacidade microbicida em 

relação aos animais selvagens durante a sepse letal 

 Sabemos que o controle no crescimento bacteriano durante a infecção é 

dependente do número de neutrófilos que migram para o foco da infecção e também 

da capacidade microbicida dos neutrófilos emigrados. De acordo com o apresentado 

no item anterior, animais deficientes para caspase-1 apresentaram um controle do 

crescimento bacteriano mais eficiente que os animais selvagens. Devido a isso, 

consideramos importante a avaliação da migração de neutrófilos para a cavidade 

peritoneal. Interessantemente, o número de neutrófilos migrados apresentado pelos 

animais deficientes para caspase-1 submetidos à sepse letal foi marcadamente 

maior que a observada nos animais selvagens submetidos à sepse de mesma 

gravidade (figura 9). Tais valores assemelham-se aos de neutrófilos encontrados em 

animais submetidos à sepse sub-letal, o qual é considerado eficiente por controlar a 

infecção e ser associado a 100% de sobrevivência. De fato, este resultado corrobora 

o controle do crescimento bacteriano mais eficiente observado nos animais 

deficientes para caspase-1. No entanto, a capacidade microbicida dos neutrófilos 

deficientes para caspase-1 não apresenta diferença daquela encontrada nos 

neutrófilos selvagens (figura 10A), uma vez que o número de bactérias mortas pela 

incubação com neutrófilos selvagens foi semelhante àquele com neutrófilos 

deficientes para caspase-1. Ainda, a produção de superóxidos por neutrófilos 

circulantes não difere entre animais deficientes para caspase-1 e selvagens (figura 

10B). Desta forma, o controle do crescimento bacteriano nos animais deficientes 

para caspase-1 ocorre pelo maior número de neutrófilos que migram para a 
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cavidade peritoneal, e não por diferenças entre os dois grupos na capacidade de 

matar as bactérias. 

 

 

Figura 9: Avaliação da migração de neutrófilos para o foco infeccioso durante a sepse. Animais 
selvagens C57Bl/6 e deficientes para caspase-1 (n=5) foram submetidos à cirurgia de CLP para 
indução de sepse sub-letal ou letal. Após 6h, a cavidade peritoneal foi lavada e o número de 
neutrófilos foi registrado. Os resultados são expressos como número de neutrófilos x 106 / cavidade 
peritoneal e foram analisados por ANOVA, seguida pelo teste de Bonferroni, considerando diferença 
significativa (*) quando P<0,05.  
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Figura 10: Avaliação da capacidade microbicida dos neutrófilos selvagens e deficientes para caspase-
1. (A) Neutrófilos de animais selvagens C57Bl/6 (n=5) foram coletados após 6h de estímulo com 
tioglicolato 3%. Bactérias da flora intestinal opsonizadas foram incubadas ou não por 1,5h com os 
neutrófilos das duas fontes citadas. Em seguida, a suspensão foi semeada em placas contendo 
Mueller-Hunton e cultivadas por 18h. O número total de bactérias foi estimado e está expresso como 
Log do número de Unidades formadoras de colônia (UFC). (B) O sangue de animais foi coletado 6 
horas após a indução de sepse sub-letal e letal e adicionado a NBT. A quantidade de células 
redutoras foi estimada pela contagem de 100 células em microscópio óptico. Os resultados são 
expressos em porcentagem do número de células redutoras. Foram consideradas diferentes 
significativamente as análises com P< 0,05 (Mann-Whitney U test). 
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3.8. Neutrófilos deficientes para caspase-1 não apresentam diferença na 

viabilidade celular durante a sepse letal 

 Visto o aumento no número de neutrófilos na cavidade peritoneal nos animais 

deficientes para caspase-1, nos questionamos se a viabilidade celular dos 

neutrófilos circulantes poderia estar aumentada e com isso, aumentaria a habilidade 

para migrar para o foco infeccioso. Para isso, realizamos o ensaio de apoptose e 

necrose por citometria de fluxo. Para apotose, usamos Anexina V que é uma 

proteína com propriedades de ligação aos fosfolipideos como a fosfatidilserina.Em 

em células em estágio inicial de apoptose, a fosfatidilserina é translocada para a 

região externa da membrana, possibilitando a marcação pela anexina V. Para 

diferenciar células necróticas, que também expressam fosfatidilserina, das células 

apoptóticas, usamos o iodeto de propídeo (PI), que é um corante vital, empregado 

para marcação de células necróticas, que perdem a integridade da membrana 

(Vermes, Haanen et al., 1995). Interessantemente, 6 horas após a indução da 

sepse, as porcentagens de apoptose e necrose dos neutrófilos circulantes, foi 

semelhante entre as células derivadas de animais deficientes ou não para caspase-1 

submetidos à sepse sub-letal e letal (figura 11A). Consequentemente, a viabilidade 

celular entre os neutrófilos dos animais testados não foi diferente (figura 11B). 

Assim, podemos excluir a hipótese de que a ausência de caspase-1 possa alterar a 

viabilidade dos neutrófilos durante a sepse letal, favorencendo a migração para o 

foco infeccioso durante esta patologia. 
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Figura 11: Avaliação da apoptose e necrose após indução de sepse  em neutrófilos de animais 
selvagens e deficientes para caspase-1. Animais selvagens C57Bl/6 e deficientes para caspase-1 
(n=5) foram submetidos à cirurgia de CLP para indução de sepse sub-letal e letal. Após 6h, o sangue 
foi coletado e incubado com Anexina V e Iodeto de propídeo e a porcentagem de (A) células 
apoptóticas e necróticas ou (B) células viáveis foi analisada por citometria de fluxo, na gate de 
neutrófilos. Os resultados são expressos como porcentagem de neutrófilos marcados com (A) 
Anexina V e Iodeto de propídeo ou (B) de células viáveis. ANOVA foi utilizada para analisar os 
resultados e foi seguida por Bonferroni’s test. 
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3.9. Animais deficientes para caspase-1 apresentam aumento no número de 

rolamento e adesão de leucócitos em relação aos animais selvagens 

 Animais deficientes para caspase-1 apresentam maior controle do 

crescimento bacteriano em decorrência do maior número de neutrófilos que migram 

para a cavidade peritoneal. Para que a migração possa ocorrer, os leucócitos devem 

rolar e aderir ao endotélio vascular, permitindo a transmigração para o foco da lesão 

(Benjamim, Silva et al., 2002). Portanto, avaliamos se estas etapas importantes 

estavam ocorrendo nos animais deficientes para caspase-1 e se estavam presentes 

em maiores proporções que nos animais selvagens. De fato, o número de leucócitos 

que rolam por minuto nos endotélio vascular é elevado nos animais deficientes em 

comparação aos selvagens submetidos à sepse letal (figura 12A). No entanto, o 

número de rolamentos nos animais deficientes aproxima-se do número de 

rolamentos nos animais selvagens submetidos à sepse sub-letal. O número de 

leucócitos aderidos por μm2 nos animais deficientes para caspase-1 também foi 

maior que nos animais selvagens submetidos à sepse letal. No entanto, o número de 

adesões foi menor que aquele nos animais selvagens submetidos à sepse sub-letal 

(figura 12B). Este resultado está de acordo com o aumento no número de neutrófilos 

que migram para a cavidade peritoneal após o estímulo de indução da sepse. 
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Figura 12: Avaliação do rolamento e adesão de leucócitos durante a sepse. Animais selvagens 
C57Bl/6 e deficientes para caspase-1 (n=5) foram submetidos à cirurgia de CLP para indução de 
sepse sub-letal e letal. Após 6h, o mesentério foi exposto e analisado por microscopia intravital. Os 
resultados são expressos como (A) número de células que rolaram/ minuto ou número de células 
aderidas em 100 μm2 (B). A análise estatística foi realizada por ANOVA seguida por Bonferroni’s test 
(*P<0,05).
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 Neste trabalho demonstramos que animais deficientes para caspase-1 

apresentam aumento na resistência à sepse letal. Reforçando nossos achados, 

existem dados na literatura demonstrando que animais deficientes para caspase-1 

apresentam aumento de sobrevida após sepse induzida por administração ip de 

E.coli e choque endotóxico por LPS (Li, Allen et al., 1995; Sarkar, Hall et al., 2006). 

Ainda, a administração de um inibidor de caspase-1 resultou em redução na 

mortalidade de animais submetidos à sepse induzida por CLP (Kalechman, Gafter et 

al., 2002; Brodsky, Yosef et al., 2007). Por outro lado, contrariamente aos nossos 

resultados, existem também demonstração na literatura que animais deficientes para 

caspase-1 apresentaram redução na resistência à infecção por Salmonella 

Thyphimurium (Raupach, Peuschel et al., 2006) e por E.coli (Joshi, Kalvakolanu et 

al., 2002). Joshi e colaboradores induziram sepse por E.coli com gravidade menor 

que a que induzimos por CLP. Por ser menos intensa e por utilizar apenas uma 

bactéria como agente etiológico, a resposta imune ativada durante a sepse induzida 

por eles pode não ter ativado as mesmas vias ativadas nos animais de nosso 

estudo. Além disso, o background dos animais do estudo de Raupach e 

colaboradores foi diferente do que usamos, podendo causar diferenças na análise 

de resultados. 

Relatos da literatura mostram inequivocamente que caspase-1 é responsável 

pela ativação das citocinas IL-1β, IL-18 e IL-33 (Dinarello, 2005). Ao contrário do 

esperado, a redução nas concentrações das citocinas IL-1β, IL-18 e IL-33 parece 

não ser a responsável pela redução na taxa de mortalidade nos animais deficientes 

para caspase-1 submetidos à sepse letal. Isto é suportado no fato que o tratamento 

com antagonista do receptor da IL-1 não reduziu a mortalidade nos animais tratados. 

Ainda, animais deficientes para IL-18 e ST2, receptor de IL-33, submetidos à sepse, 
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também não apresentaram diferença na curva de mortalidade. Reforçando a 

hipótese de que a redução nas concentrações de IL-33 não seja responsável pelo 

aumento da resistência dos animais deficientes para caspase-1, observamos que a 

administração desta citocina antes da indução de sepse por CLP conferiu aos 

animais aumento na resistência a esta síndrome. 

Intrigantemente, a determinação da concentração de IL-1β no lavado 

peritoneal de animais deficientes para caspase-1 resultou em valores positivos, 

embora a concentração nestes animais seja a metade daquela encontrada em 

animais selvagens submetidos às mesmas condições. Por outro lado, esta detecção 

de IL-1β no lavado peritoneal de animais deficientes para caspase-1 pode ser 

decorrente de reação cruzada no ensaio de ELISA, uma vez que o anticorpo 

utilizado interage com a pró-IL-1β além da IL-1β ativa. Ainda, estudo recente sugeriu 

que a ativação de IL-1β em neutrófilos seja independente de caspase-1 e 

dependente de serino-proteases (Greten, Arkan et al., 2007). De fato, animais 

submetidos à sepse letal apresentam neutrófilos na cavidade peritoneal e, portanto, 

a produção de IL-1β nos animais deficientes para caspase-1 pode ocorrer nos 

neutrófilos, justificando assim, a presença de IL-1β no lavado peritoneal destes 

animais.  

Por outro lado, a produção local de citocinas como TNF-α e IL-6 e das 

quimiocinas MIP-2 e KC não foi alterada durante a sepse letal, indicando a 

capacidade inalterada em estabelecer a resposta inflamatória local em animais 

deficientes para caspase-1 na sepse letal. No entanto, a concentração sistêmica de 

TNF-α e IL-6 encontrada em animais deficientes para caspase-1 foi menor que a 

encontrada em animais selvagens submetidos à mesma gravidade de sepse. Estes 

resultados corroboram resultados anteriores de nosso laboratório, em que a redução 
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de níveis sistêmicos de TNF-α foi associado à redução na mortalidade de animais 

submetidos à sepse letal (Alves-Filho, De Freitas et al., 2006). 

Interessantemente, a redução na mortalidade observada nos animais 

deficientes para caspase-1 submetidos à sepse letal pode ser associada à 

prevenção da falência de migração de neutrófilos ao foco infeccioso, observada nos 

animais selvagens submetidos à mesma intensidade de sepse. De fato, o aumento 

na migração de neutrófilos ao foco infeccioso foi marcante nos animais deficientes 

para caspase-1 em relação aos animais selvagens submetidos à sepse letal, e pode 

ser comparada à migração neutrofílica em animais selvagens submetidos à sepse 

sub-letal, os quais não sucumbem à sepse. Estes dados corroboram observações 

anteriores de nosso laboratório, que são inequívocos em associar o aumento da 

migração de neutrófilos ao foco infeccioso à redução na mortalidade durante a sepse 

grave (Benjamim, Ferreira et al., 2000; Alves-Filho, De Freitas et al., 2006).  

Como conseqüência do aumento da migração de neutrófilos para a cavidade 

peritoneal, a carga bacteriana encontrada na cavidade peritoneal e na circulação de 

animais deficientes para caspase-1 foi consideravelmente reduzida em comparação 

aos animais selvagens também submetidos à sepse letal e atingiu quantidades 

próximas daquelas dos animais selvagens submetidos à sepse de gravidade menos 

intensa.  

Além da quantidade de neutrófilos que migram para a cavidade peritoneal, o 

controle do crescimento bacteriano em animais submetidos à sepse também 

depende da capacidade microbicida destes neutrófilos que migraram (Soehnlein, 

Kenne et al., 2008). Esta afirmação é também embasada em dados de nosso 

laboratório que indicam que o tratamento de animais selvagens com inibidor da 

iNOS ou utilização de animais deficientes para esta isoforma da NOS, quando 
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submetidos à sepse, não apresentam falência da migração de neutrófilos ao foco 

infeccioso. No entanto, estes animais apresentam aumento na mortalidade após a 

indução de sepse, pois não são capazes de matar o agente infeccioso (Benjamim, 

Silva et al., 2002). É importante ressaltar que o restabelecimento na migração de 

neutrófilos nestes animais tratados ou deficientes para iNOS ocorre devido à 

redução na concentração de óxido nítrico, importante neste processo de falência da 

migração de neutrófilos ao foco infeccioso (Benjamim, Ferreira et al., 2000; Rios-

Santos, Alves-Filho et al., 2007) (Dal Secco, Moreira et al., 2006). Neste trabalho, a 

análise da capacidade microbicida dos neutrófilos deficientes para caspase-1 não 

diferiu daquela apresentada pelos neutrófilos de animais selvagens. De maneira a 

reforçar este resultado, a avaliação da produção de superóxido, importante para a 

morte bacteriana, não resultou em diferença entre os animais deficientes para 

caspase-1 e selvagens submetidos à sepse grave. Assim, o aumento no controle 

bacteriano observado no presente trabalho pode ser atribuído unicamente ao maior 

número de neutrófilos que migraram para a cavidade peritoneal de animais 

deficientes para caspase-1 em detrimento do aumento da capacidade microbicida 

dos neutrófilos destes animais. 

Embora a literatura vigente apresente relatos controversos sobre a 

participação ou não da caspase-1 na indução de apoptose (Mcintire, Yeretssian et 

al., 2009), nossos dados são claros em demonstrar que caspase-1 não interfere na 

viabilidade de neutrófilos circulantes após indução de sepse letal, visto que 

neutrófilos circulantes isolados de animais deficientes para caspase-1 apresentaram 

porcentagem de células inviáveis semelhante à de neutrófilos de animais selvagens. 

Assim, é possível sugerir que o aumento da migração de neutrófilos ao foco 

infeccioso não ocorra por prevenção da perda de viabilidade dos neutrófilos 
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circulantes, e sim por mecanismos que favoreçam a migração dos neutrófilos 

durante a sepse. De fato, o número de rolamentos e de adesão de leucócitos ao 

endotélio foi maior em animais deficientes para caspase-1 do que em animais 

selvagens. Trabalhos anteriores do nosso laboratório demonstraram que animais 

selvagens submetidos à sepse letal apresentam número menor de leucócitos que 

rolam e aderem ao endotélio e que tratamentos que induzem aumento nesses 

parâmetros apresentam aumento na resistência à sepse letal (Benjamim, Silva et al., 

2002).  

A análise conjunta destes dados levanta o questionamento sobre o 

mecanismo pelo qual a ausência da caspase-1 culmine no aumento da migração de 

neutrófilos para a cavidade peritoneal em animais submetidos à sepse e 

consequentemente no aumento na resistência desta patologia. Almejando esclarecer 

o(s) mecanismo(s) pelo(s) qual(is) a caspase-1 possa interferir para aumentar a 

resistência à sepse grave, investigaremos a participação da citocina MIF, já que a 

secreção desta pode depender de caspase-1. Ainda, avaliaremos a possível 

interação entre caspase-1 e a via de sinalização dos TLRs durante a sepse grave. 
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 Neste trabalho demonstramos que animais deficientes para caspase-1 

apresentam maior resistência à sepse grave por um mecanismo associado ao 

aumento da migração de neutrófilos ao foco infeccioso. Isto nos permite sugerir que 

inibidores de caspase-1 possam ser importantes ferramentas farmacológicas para o 

tratamento da sepse grave. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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