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Efeito protetor da enzima PAF-acetilhidrolase (PAF-AH) na sepse: Efeitos 
sobre a eliminação bacteriana

2. RESUMO

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO

Mariana Gisely Amarante Teixeira da Cunha

A incidência de sepse nas Unidades de Terapia Intensiva é alta e representa 

uma das maiores causas de mortalidade. Foi demonstrado pelo nosso laboratório 

que a atividade da enzima PAF-AH está reduzida no curso da sepse e que animais 

submetidos  à  sepse  de  origem  polimicrobiana  (CLP)  e  tratados  com  rPAF-AH 

apresentavam uma maior taxa de sobrevida quando comparados com animais não 

tratados e  submetidos ao CLP.  O objetivo  desse estudo foi  analisar  o  efeito  do 

tratamento  com  a  rPAF-AH  sobre  a  eliminação  bacteriana  e  os  mediadores 

envolvidos nesse processo. Analisamos a eliminação de bactérias na cavidade de 

animais  submetidos  ao  CLP ou  a  injeção  intraperitoneal  da  bactéria  Salmonella  

enterica sorotipo Typhimurium  (S.  Typhimurium),  tratados  com  a  rPAF-AH. 

Analisamos  também  o  crescimento  de  bactérias  em  culturas  de  macrófagos 

peritoneais tratados com a rPAF-AH e estimulados com a bactéria Escherichia coli. 

Observamos  que  o  tratamento  com a  rPAF-AH reduziu  de  forma  significativa  o 

crescimento  bacteriano  em  animais  submetidos  ao  CLP  ou  desafiados  com  a 

bactéria  S.  Typhimurium  quando  comparados  aos  animais  sépticos.  A  rPAF-AH 

também  favorece  melhor  eliminação  de  bactérias  por  macrófagos  peritoneais 

estimulados  com  Escherichia  coli.  Nossos  resultados  sugerem  que  uma  maior 

produção de MCP-1 e IFN-γ pode estar relacionada a um aumento na síntese de 

óxido  nítrico,  o  qual  poderia  aumentar  a  eficiência  da  eliminação  bacteriana. 

Portanto, a rPAF-AH pode ser uma ferramenta terapêutica importante utilizada no 

tratamento  de  pacientes  sépticos,  pois  é  benéfica  tanto  durante  infecções 

polimicrobianas  (CLP),  bem  como  em  infecções  causadas  por  apenas  um 

microorganismo Gram negativo (como a Escherichia coli ou S. Typhimurium). 

3. ABSTRACT

xviii



The incidence of sepsis is high and represents the main cause of death in 

Intensive Care Units. Our laboratory has demonstrated that the rPAF-AH activity is 

reduced during sepsis and that animals subjected to polymicrobial sepsis (CLP) and 

treated with rPAF-AH showed a higher survival rate when compared with untreated 

animals. The purpose of this study was to analyze the effect of rPAF-AH treatment 

on  bacterial  clearance  and to  characterize  the mediators  involved  on  this 

process. We  analyzed  the bacterial  clearance  of  mice  submitted  to  CLP  or 

intraperitoneally  injected  with  Salmonella  enterica serovar Typhimurium  (S. 

Typhimurium) after  the  treatment  with  rPAF-AH. We  also  analyzed  the bacterial 

growth in peritoneal macrophage culture treated with rPAF-AH and stimulated with 

Escherichia  coli.  We  observed  that  rPAF-AH  administration  significantly  reduced 

the bacterial growth  in  animals  subjected  to CLP  or  challenged  with  the S. 

Typhimurium  when  compared  to  septic  animals. The  rPAF-AH  promotes  better 

bacterial clearance by peritoneal macrophages stimulated with Escherichia coli. Our 

results suggest that an increased production of MCP-1 and IFN-γ is related to high 

synthesis  of  nitric  oxide that  could  lead  to  a  more  efficient  bacterial  clearance. 

Therefore rPAF-AH may be an important therapeutic tool used in treatment of septic 

patients,  because  it  is  beneficial  either during  polymicrobial  infections  (CLP)  or 

in infections caused only by one Gram negative microorganism (such as Escherichia 

coli or S. Typhimurium). 
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4. INTRODUÇÃO

4.1 - Sepse

Hipócrates  foi  o  primeiro  a  descrever  as  manifestações  clínicas  da  sepse  e 

introduziu o termo putrefação da ferida (“wound putrefaction”). Ibn Sina observou a 

associação entre a putrefação do sangue com a febre e esse conceito foi utilizado 

até  o  século  XVIII,  quando  Louis  Pasteur  identificou  a  presença  de  bactérias  e 

microorganismos  responsáveis  pelo  processo  de  putrefação.  Em  1914,  Hugo 

Schottmüller lançou a base para a definição moderna da sepse e identificou que a 

presença de um processo infeccioso era fundamental para o desenvolvimento da 

doença.  Posteriormente  Lewis  Thomas  descreveu:  “é  a  nossa  resposta  ao 

microorganismo que causa a doença (sepse) e o nosso arsenal contra a bactéria é 

tão forte, que pode ser mais perigoso do que a própria bactéria” (Thomas, 1972). A 

partir  desse conceito, novos estudos foram realizados voltados para a análise da 

resposta do hospedeiro à infecção (Rittirsch e cols., 2008). Finalmente em 1992, a 

sepse foi definida como a resposta inflamatória sistêmica associada a um processo 

infeccioso,  envolvendo  diversos  microorganismos  como  bactérias,  fungos,  vírus, 

parasitas (Bone e cols., 1992). 

Nos Estados Unidos (EUA), o número de pacientes hospitalizados com sepse 

por ano aumentou de 164.072 no ano de 1979 para 659.935 casos no ano de 2000 e 

essa alta incidência reflete nos gastos com a internação dos pacientes. Estima-se 

que o gasto com cada paciente é de $50.000, resultando num custo anual de 17 

bilhões de dólares nos EUA (Angus e cols., 2001; Angus e Wax, 2001; Chalfin e 

cols., 1993).  Os dados epidemiológicos sobre a presença de sepse nas Unidades 

de Terapia Intensiva (UTIs) brasileiras ainda são escassos. Um estudo verificou no 

período  de  maio  de  2001  a  janeiro  de  2002,  a  incidência  de  sepse  nas  UTIs 

localizadas  no  estado  de  São  Paulo  e  Santa  Catarina.  Dos  1383  pacientes 

analisados, 61,4% foram diagnosticados com sepse e a taxa de mortalidade nesses 

pacientes  foi  de  34,7%  (Silva  e  cols.,  2004).  Em  um  estudo  mais  recente, 

envolvendo 3128 pacientes internados em 75 UTIs de diversos estados Brasileiros,  

a incidência de sepse foi de 19% e a taxa de mortalidade entre esses pacientes foi  

de aproximadamente 16%. E a mortalidade aumentou de acordo com a severidade 

da doença, uma vez que pacientes com sepse grave e choque séptico apresentaram 

taxa  de  mortalidade  de  34,4%  e  65,3%,  respectivamente  (Sales  Júnior  e  cols.,  

2006).
1



Na fase inicial da sepse ocorre a Síndrome da Resposta Inflamatória Sistêmica 

(SIRS), que pode ter como conseqüências: alterações nos sistemas de coagulação 

sagüínea,  na  micro-circulação,  no  sistema  cardiovascular  e  levar  a  disfunção 

orgânica  múltipla  (Figura  4.1).  Na sepse severa  há a  presença um estado pró-

coagulante exagerado, que pode afetar a perfusão sanguínea e a funcionalidade de 

órgãos (Cinel e Opal, 2009). Já o choque séptico ocorre quando as alterações da 

perfusão sanguínea não respondem a reposição volêmica e o paciente permanece 

no estado de hipotensão, acompanhada da disfunção orgânica múltipla, envolvendo 

três ou mais órgãos (Pinheiro da Silva e Nilzete, 2009). A Síndrome da Disfunção 

Orgânica  Múltipla  (SDOM)  é  um problema  de  grande  relevância  clínica  por  ser 

responsável por cerca de 80% dos óbitos em pacientes sépticos (Kanus e Wagner, 

1989). 

Figura  4.1  Curso  da  sepse.  A  sepse  possui  duas  fases,  um  estado  pró-inflamatório  e  outro 

antiinflamatório. Fonte: (Doi e cols., 2009).
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4.2- Modelos animais de sepse

Os modelos experimentais de sepse permitem um maior entendimento sobre 

a fisiopatologia e o tratamento da sepse. Dentre os modelos mais utilizados para o 

estudo  da  sepse  temos  o  modelo  de  injeção  de  toxinas  exógenas  (LPS- 

endotoxemia  letal),  modelo  de  alteração  da  barreira  protetora  endógena  (CLP, 

CASP) e o modelo de infusão ou instilação de bactérias exógenas (Doi  e  cols., 

2009). 

Na endotoxemia  letal  os  animais  são desafiados com o lipopolissacarídeo 

(LPS) (pelas vias: intraperitoneal, intratraqueal, intravenosa, entre outras), que leva 

ao aumento de mediadores pró-inflamatórios (TNF-α, IL-1, IL-6, KC e MIP-2) 4 horas 

após o desafio com LPS. Os níveis de citocinas e quimiocinas começam a reduzir no 

período de 8 horas (Remick e cols., 2000). O ponto negativo desse modelo é que 

não há o processo infeccioso acompanhado da replicação bacteriana, ele apenas 

mimetiza a síndrome da resposta inflamatória sistêmica ao ativar o receptor TLR-4. 

Além disso, na endotoxemia letal as citocinas são liberadas mais precocemente em 

relação aos animais submetidos ao modelo do CLP (Remick e cols., 2000). 

Em 1980, o CLP foi desenvolvido por Wichterman e cols. (1980) e até hoje é 

considerado o principal  modelo para o estudo da fisiopatologia da sepse por ser 

clinicamente relevante, pois simula a ruptura do apêndice cecal ou a diverticulite 

perfurada.  No  CLP  o  ceco  é  exposto,  amarrado  e  perfurado  abaixo  da  válvula 

ileocecal,  ocorrendo  o  extravazamento  de  conteúdo  fecal  para  a  cavidade 

abdominal,  causando  peritonite  polimicrobiana  (Wichterman  e  cols.,  1980).   A 

severidade do CLP pode ser  ajustada pelo  aumento  do tamanho (ajustado pela 

largura da agulha - gauge) ou do número de perfurações (Salgado Junior e cols.,  

2007; Wichterman e cols., 1980) e a partir da taxa de mortalidade o CLP pode ser  

classificado em letal (12 perfurações do ceco com agulha de 21 gauge) e sub-letal (2  

perfurações do ceco com agulha de 21 gauge), como descrito por Benjamim e cols. 

(2000).  O  CLP sub-letal  é  marcado  pelo  aumento  do  número  de  neutrófilos  na 

cavidade peritoneal, enquanto que no CLP-letal os neutrófilos migram menos para a 

cavidade, e essa redução do número de neutrófilos foi acompanhada pelo aumento 

da proliferação bacteriana tanto no peritoneo quanto no sangue (Benjamim e cols., 

2000). 

3



O modelo de CLP sub-letal  (1 perfuração cecal com agulha de 18 gauge) 

induz inicialmente a liberação de citocinas pró-inflamatórias como L-6 e MIF (Gomes 

e  cols.,  2006).  Já  no  CLP letal  podemos  estudar  a  sepse  severa  marcada  por 

resposta  pró-inflamatória  inicial  seguida  da  imunossupressão,  associada  com  a 

maior produção de citocinas antiinflamatórias como a IL-10, que levam a inativação 

e  apoptose  das  células  de  defesa  (Macrófagos,  neutrófilos,  Células  dendríticas, 

células T e células B), aumento do número de células T regulatórias CD4+CD25+ 

(Scumpia e cols., 2006) e esse conjunto de fatores predispõem a ocorrência de uma 

infecção secundária.

A injeção ou instilação de bactérias vivas permite o estudo do mecanismo de 

infecção de apenas bactérias do mesmo gênero e espécie ou de um conjunto de 

diferentes tipos de bactérias (co-infecção).  As bactérias podem ser  injetadas por 

diversas vias, como: intravenosa, intraperitoneal, intranasal e/ou intratraqueal (Buras 

e cols., 2005). 

4.3- Resposta Imune Inata durante a sepse

 As  barreiras  epiteliais  impedem  a  entrada  de  agentes  infecciosos  no 

organismo e dentre elas podemos destacar: 

- Barreiras Mecânicas: células epiteliais da pele, intestino, pulmões, olhos e nariz;  

fluxo longitudinal de ar e fluídos; movimento do muco pelos cílios.

-  Barreiras  Químicas:  ácidos  graxos  da  pele,  baixo  pH  e  enzimas  intestinais; 

enzimas salivares, além dos peptídeos antibacterianos presentes na pele, intestino e 

pulmões.

- Barreiras Microbiológicas: a flora normal da pele e intestinal. 

Quando essa linha de defesa é rompida, seja por ferimentos, queimaduras, 

entre  outros,  os  micróbios  invadem  o  organismo  do  hospedeiro,  sendo 

imediatamente  reconhecidos  pelas  células  do  sistema  imune  inato:  neutrófilos, 

macrófagos teciduais, monócitos e células dendríticas (Janeway,  2007; Rudiger e 

cols.,  2008).  Macrófagos  residentes  nos  tecidos,  ao  reconhecerem  um 

microorganismo,  secretam  mediadores  que  irão  atrair  fagócitos  para  o  local  da 

infecção (quimiocinas).  Os neutrófilos são as primeiras células recrutadas para o 
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local da infecção. Durante a sepse, podemos observar um aumento da migração de 

neutrófilos para o local da infecção durante a fase inicial  (Fialkow e cols.,  2006). 

Durante a sepse severa,  pode ocorrer  o processo de apoptose de neutrófilos,  a 

anergia  de  monócitos  e  macrófagos,  que  podem  levar  ao  processo  de 

imunossupressão, impedindo o combate da infecção e favorecendo o aparecimento 

de  infecções  oportunistas.  Como  demonstrado  por  Alves-Filho  e  cols.  (2005), 

animais submetidos ao modelo de CLP-letal apresentaram redução da migração de 

neutrófilos  para  a  cavidade  peritoneal,  associada  ao  aumento  do  número  de 

bactérias tanto no sangue quanto na cavidade peritoneal, reduzindo a chance de 

sobrevida dos animais. 

4.3.1- Receptores de reconhecimento de padrões

Os  macrófagos  e  os  neutrófilos  reconhecem  patógenos  através  de  seus 

receptores de superfície, como o receptor de manose de macrófagos, os receptores 

de varredura (que reconhecem o ácido lipoteicóico de bactérias gram positivas), o 

receptor CD14 presente em monócitos e macrófagos e os receptores da família toll. 

Quando  ativados,  esses  receptores  induzem  fagocitose  de  microorganismos  e 

liberação de citocinas, quimiocinas e espécies reativas do oxigênio que auxiliam na 

degradação dos agentes invasores (Janeway, 2007).  Durante  a  fagocitose  os 

microorganismos  são  internalizados  em  fagossomas.  Os  leucócitos  possuem  os 

lisossomas, que contém enzimas proteolíticas, proteínas e peptídeos que levam a 

degradação  de  bactérias.  O  fagossoma  fusiona  com  o  lisossoma,  gerando  o 

fagolisossoma,  onde  o  conteúdo  lisossomal  é  liberado  para  destruir  o  patógeno 

(Janeway, 2007). 

Os  receptores  de  reconhecimento  de  padrões  (PRRs)  reconhecem  os 

padrões  moleculares  presentes  nas  superfícies  de  patógenos  (PAMPs)  (Cohen, 

2002; Janeway,  2007).  Dentre os PAMPs podemos destacar o lipopolissacarídeo 

(LPS)  presente  em  bactérias  gram  negativas,  os  peptideoglicanos, 

lipoarabinomanano  de  micobactéria  (LAM),  zimozan  (levedura),  flagelina,  DNA 

bacteriano e RNA viral, entre outros (Cohen, 2002).  Existem três grandes famílias 

de PRRs: Os receptores Toll-like,  proteínas NOD ricas em repetições de leucina 

(NOD-LRR), receptores semelhantes ao RIG-1 (Gene 1 induzido por ácido retinóico - 

RLRs) (Cinel e Opal, 2009). 
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Os  receptores  da  família  NOD  possuem  uma  região  C-terminal  rica  em 

repetições de leucina e uma região N-terminal com função efetora, capaz de ativar a 

apoptose  ou  diversas  vias  de  sinalizações  intracelulares.  Durante  o  processo 

infeccioso  as  proteínas  NOD  são  recrutadas  do  citoplasma  para  a  membrana 

plasmática, onde reconhecem peptideoglicanos (Opitz e cols., 2009). O ligante para 

NOD1 é o diamino-pimelato de bactérias gram-negativas, enquanto que o NOD 2 

reconhece o muramil dipeptídeo do peptídeoglicano (Cinel e Opal, 2009). Quando 

ativados, esses receptores ativam a quinase Rip2 e o CARD9, que culmina com a 

ativação de NF-kB e da MAPK (Opitz e cols., 2009). 

A  família  de  Receptores  semelhantes  ao  RIG-1  (RLRs),  presentes 

principalmente  nas  células  endoteliais,  é  composta  pelo  Gene  indutor  de  ácido 

retinóico  1  (RIG-1)  (Andrejeva  e  cols.,  2004;  Yoneyama  e  Fujita,  2004),  que 

reconhece RNA de fita simples de vírus com região 5’ trifosfato (Hornung e cols.,  

2006;  Kato  e  cols.,  2006;  Pichlmair  e  cols.,  2006),  e  pelo  Gene  Associado  a 

Diferenciação de Melanoma- 5 (MAD-5) (Andrejeva e cols.,  2004; Yoneyama and 

Fujita, 2004), que é ativado por RNA de vírus e pelo DNA de fita dupla sintético poli  

I:C (Kato e cols.,  2006).  Ambos, RIG-1 e MDA-5 possuem o CARD associado à 

molécula adaptadora Fator Regulador de Interferon gama-1 (IPS-1) (Kawai e cols.,  

2005). O IPS-1 ativa a via de sinalização de IRF3/7 dependente da resposta do IFN-

1 (Kawai e cols., 2005) e a resposta inflamatória dependente de NF-kB (Kumar e 

cols., 2006). 

A  membrana  externa  de  bactérias  gram negativas  é  constituída  por  uma 

bicamada  lipídica,  separada  da  membrana  citoplasmática  interna  por 

peptideoglicanos.  A  molécula  do  LPS  está  presente  na  membrana  externa  da 

bactéria e é composta por uma cadeia lateral de polissacarídeo (Antígeno O), que 

varia entre as espécies de bactérias gram-negativas, tanto em composição quanto 

em  comprimento.  Além  disso,  o  LPS  possui  em  sua  estrutura  um  núcleo,  um 

oligossacarídeo (2-ceto-3-ácido deoxioctônico) e a porção lipídica A, que serve para 

ancorar o LPS à parede celular bacteriana e é o principal componente ativo e tóxico 

do LPS, relacionado com a habilidade da bactéria em ativar a célula do hospedeiro 

(Figura 4.2) (Cohen, 2002; Zivot e Hoffman, 1995). Já as bactérias gram-positivas 

produzem exotoxinas potentes relacionadas ao choque séptico. Um exemplo é a 

toxina da síndrome do choque tóxico (TSST-1) produzida por cepas de 
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Streptococcus piogênica. Essas exotoxinas exibem propriedades de superantígenos, 

que  tem  a  habilidade  de  se  ligar  promiscuamente  ao  Complexo  de 

Histocompatibilidade Principal  de classe II  (MCH-II)  e  ao receptor  de linfócitos T 

(TCR). Isso desencadeia a ativação maciça de células T e a liberação de citocinas 

pró-inflamatórias (Cohen, 2002). 

      

Figura 4.2- Estrutura do lipopolissacarídeo de bactérias gram negativas. KDO:  2-ceto-3-ácido deoxioctônico; 

LPS: Lipopolissacarídeo (Lolis e Bucala, 2003).

4.3.1.1- O complexo CD14-LBP

O CD14 é um co-receptor, capaz de mediar a ativação de monócitos e de 

macrófagos, quando se liga ao LPS conjugado ao LBP (proteína ligadora de LPS) 

(Cohen, 2002; Pugin e cols., 1993). Existem duas formas de CD14: o CD14 ligado à 

membrana  (mCD14),  que  é  uma  molécula  de  glicofosfatidilinositol  ancorada  na 

superfície celular, e o CD14 solúvel (sCD14), encontrado na circulação sangüínea 

(Wright e cols., 1990). O sCD14 se liga ao LPS conjugado ao LBP e pode transferir o 

LPS ligado a ele para o mCD14 ou para o complexo TLR-4/MID-2. Além disso, o 

sCD14 pode promover o efluxo de LPS da membrana do leucócito, removendo o 

LPS ligado ao mCD14 e favorecer a ligação desse LPS a lipoproteínas (Figura 4.3) 

(Kitchens e Thompson, 2005). O sCD14 é encontrado em indivíduos saudáveis, mas 

seus níveis aumentam precocemente no soro de pacientes sépticos e este aumento 

foi  diretamente  relacionado  com  a  taxa  de  mortalidade  de  pacientes  sépticos 

(Burgmann e cols., 1996; Cohen, 2002; Landmann e cols., 1995a; Landmann e cols., 

1995b). Em recém-nascidos com sepse causada por Streptococcus agalactiae, os 
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níveis  elevados  de  sCD14  no  plasma  foram  correlacionados  com  aumento  dos 

níveis de citocinas como IL-1β, IL-6 e IL-8 no plasma (Berner e cols., 2002).  

Figura 4.3-  Reconhecimento do LPS conjugado ao LBP por receptores CD14. O receptor CD14 solúvel pode 

levar a ativação celular, através da transferência do LPS para o CD14 presente na membrana ou diretamente ao 

complexo TLR-4/MD-2. Além disso, o sCD14 pode promover o efluxo de LPS da parece das células inflamatórias 

e facilitar a ligação desse LPS a lipoproteínas, reduzindo assim a ativação celular e a resposta inflamatória.LBP: 

Proteína ligadora de LPS; LPS: Lipopolissacarídeo; mCD14: CD14 de membrana; MD 2: Antígeno de linfócito 2; 

TLR-4: Receptor toll like 4; sCD14: CD14 solúvel (Kitchens e Thompson, 2005).(Kitchens and Thompson, 2005).

4.3.1.2- Receptores Toll-like 

Os receptores Toll foram inicialmente encontrados na Drosófila melanogaster 

por  Christiane Nüsslein-Volhard (1985) e estão envolvidos no reconhecimento de 

componentes microbianos (Cohen, 2002). Posteriormente, estudos identificaram, em 

mamíferos,  a  presença  de  receptores  homólogos  aos  receptores  da  família  toll  

encontrados nas  Drosófilas,  sendo denominados receptores Toll-like (TLRs).   Os 

receptores Toll-like são capazes de reconhecer os PAMPs e possuem um domínio 

intracelular  homólogo  ao  receptor  de  IL-1  (TIR).  Apesar  de  uma  especificidade 

limitada,  esses  receptores  reconhecem  diversos  organismos  patogênicos, 

desencadeando a ativação e indução de sinalização intracelular através de proteínas 

adaptadoras, como por exemplo, o MyD88, que está presente em quase todos os 

receptores  da família  Toll,  exceto  no TLR-3,  que possui  o  TRIF como molécula 

adaptadora.   Essa  via  de  sinalização  intracelular  culmina  com  a  ativação  e 
8
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translocação  do  fator  de  transcrição  NFkB para  o  núcleo,  ocorrendo  síntese  de 

citocinas e quimiocinas (Cohen, 2002; Janeway, 2007). 

Estima-se que os mamíferos possuam cerca de 10 a 15 tipos de receptores 

toll-like (Figura 4.4).  Dados na literatura demonstram que humanos possuem 10 

TLRs,  enquanto  que  em  camundongos  foram  identificados  13  receptores.  Os 

receptores TLR-1 a TLR-10 são homólogos em ambas espécies (Salomao e cols., 

2008). Os receptores TLR-1, TLR-2 e TLR-6 podem formar heterodímeros (Salomao 

e  cols.,  2008).  O  receptor  TLR-1,  presente  em  macrófagos,  monócitos,  células 

dendríticas e linfócitos B, reconhece triacil peptídeos (Akira e Hemmi, 2003). Já o 

TLR-2 expresso principalmente por monócitos, macrófagos e células dendríticas, se 

liga  a  glicolipídeos,  peptideoglicano  de  bactérias  gram  positivas  (Schwandner  e 

cols., 1999), lipoarabinomanana (LAM) de micobactérias, o glicofosfatidilinositol de 

T. cruzi, ácido lipoteicóico (Schwandner e cols., 1999) e ao zimozan de fungos (Sato 

e cols., 2003), o TLR-3 possui como ligante o DNA de fita dupla, o TLR-4 reconhece 

o lipopolissacarídeo, o TLR-5 a flagelina bacteriana (Hayashi e cols., 2001), o TLR-6 

diacil  lipopeptídeos de micobactérias,  o  TLR-7 e TLR-8 o RNA (Akira  e Hemmi, 

2003) e o TLR-9 o motivo CpG não metilado de bactérias (Bauer e cols.,  2009; 

Bauer e cols., 2008).

O TLR-4 expresso principalmente por neutrófilos e macrófagos, também está 

presente em plaquetas. Quando as plaquetas são ativadas pelo LPS, elas se ligam 

aos neutrófilos e induzem a formação NETs (Armadilha extracelular de neutrófilos), 

que auxiliam na captura dos microorganismos (Clark e cols., 2007).  Alguns estudos 

demonstraram  aumento  da  expressão  de  TLR-2  e  TLR-4  tanto  em  pacientes 

sépticos  quanto  em  animais  submetidos  a  modelos  experimentais  de  sepse, 

principalmente em macrófagos esplênicos, hepáticos, células endoteliais alveolares 

(Andonegui e cols., 2003; Harter e cols., 2004; Tsujimoto e cols., 2005; Williams e 

cols., 2003). Lissauer e cols. (2009) compararam a expressão do RNA mensageiro 

de receptores da família toll entre pacientes sépticos e pacientes com SIRS 24 horas 

após o diagnóstico e observaram aumento significativo do mRNA nos leucócitos de 

pacientes  sépticos,  quando  comparados  aos  pacientes  com  SIRS,  para  os 

receptores  TLR-1,  TLR-4,  TLR-5,  TLR-8.  Apenas  o  mRNA  do  TLR-7  estava 

reduzido.  Esses  resultados  demonstram  que  o  aumento  da  expressão  dos 

receptores TLR é decorrente resposta inflamatória associada ao processo infeccioso 
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e que a resposta inflamatória em si não é capaz de induzir aumento da expressão 

dos  TLRs.   Tsujimoto  e  cols.  (2005),  não  observaram  uma  correlação  entre  a 

expressão de TLR-2 e TLR-4 com a severidade da sepse e relatam que existem 

poucos dados na literatura sobre essa correlação.

             
Figura 4.4- Receptores da família toll (TLR) e suas vias de sinalização (West e cols., 2006).

Alguns  receptores  ainda  não  foram  totalmente  caracterizados,  como  os 

receptores TLR-10, TLR-12, TLR-13 e TLR-15. O TLR-10 é altamente N-glicosilado 

e seu gene está localizado num lócus que contêm TLR-1 e TLR-6. O TLR-11 é 

expresso apenas em camundongos e reconhece a E. coli uropatogênica e a profilina 

do Toxoplasma gondii  (Doi e cols., 2009; Hasan e cols., 2005; Lauw e cols., 2005; 

Mishra e cols., 2008; Zhang e cols., 2004). Posteriormente foi identificado o TLR-15 

em estudo  desenvolvido  por  Higgs  e  cols.  (2006),  que  demonstraram que  esse 

receptor  é  responsável  pela  reconhecimento  da  bactéria  Salmonella  entérica  do 

sorotipo Typhimurium ( S. Typhimurium). 

Além de identificarem os PAMPs, alguns receptores da família toll podem se 

ligar a proteínas endógenas (alarminas). O TLR-4 reconhece a fibronectina contendo 

o  domínio-A  (Okamura  e  cols.,  2001),  fibrinogênio  (Smiley  e  cols.,  2001),  ácido 

hialurônico de oligossacarídeos, “heat shock protein”- HSP (Ohashi e cols.,  2000; 

Vabulas e cols., 2001), HMGB-1 (Proteína de alta mobilidade do grupo box 1) (van 
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Zoelen  e  cols.,  2009),  oligossacarídeos  (Termeer  e  cols.,  2002),  entre  outros; 

enquanto que o TLR-2 reconhece HSP-60 e fatores liberados durante a necrose 

(Vabulas e cols.,  2001).  A ligação desses receptores a alarminas propaga ainda 

mais o processo inflamatório, por induzir maior produção de citocinas e quimiocinas. 

O HMGB aumenta a síntese de IL-6, TNF-α, MCP-1/CCL2, do complexo trombina-

antitrombina e induz um maior recrutamento de neutrófilos via TLR-4 (van Zoelen e 

cols., 2009). Macrófagos expostos ao fibrinogênio, possuem aumento da expressão 

de mRNA (RNA mensageiro) de  MIP-1α, MIP-2 e MCP-1/CCL2 (Smiley e cols., 

2001).

4.3.2- Citocinas e Quimiocinas liberadas durante a sepse

Durante a sepse, ocorre a liberação de diversas citocinas como a interleucina-

1β (IL-1), interleucina-6 (IL-6), interferon-gama (IFN-γ), fator inibidor da migração de 

macrófagos (MIF), interleucina-12 (IL-12), interleucina-17 (IL-17), fator de necrose 

tumoral-alfa  (TNF-α),  entre  outras.  Os  mediadores  antiinflamatórios  liberados 

durante a sepse são a IL-10 (interleucina 10), IL-4 (interleucina 4), antagonista do 

receptor de IL-1 (IL-1ra), IL-13, entre outros. Em termos funcionais, a IL-10 possui 

atividade  supressora  para  macrófagos,  inibindo  a  síntese  de  mediadores  pró-

inflamatórios. Já a IL-13 é capaz de inibir a produção de IL-8 (Interleucina 8) por 

polimorfonucleares estimulados com LPS (Marie e cols., 1996). 

A IL-1 e o TNF-α induzem a síntese de outras citocinas, como IL-6 e IL-8 

(Lobo e Lobo, 2007). O TNF-α é um dos mediadores responsáveis pela disfunção 

orgânica e aumento da letalidade durante a sepse (Gaur e Aggarwal, 2003; Gordon 

e  cols.,  2004;  Leon  e  cols.,  1998).  Essa  citocina  é  liberada  principalmente  por 

macrófagos  e  células  endoteliais  ativadas  durante  a  infecção  e  possui  efeitos 

sistêmicos (Janeway, 2007; Old, 1985): induzindo a liberação de proteínas de fase 

aguda por hepatócitos; promovendo a ativação de neutrófilos, macrófagos e células; 

estimula a produção de citocinas  (Gaur e Aggarwal, 2003) e a expressão de ICAM-

1,  E-selectina  e  VCAM-1  (envolvidas  com  a  adesão  de  leucócitos)  em  células 

endoteliais via ativação de NFkB e MAPK (Mackay e cols., 1993); induz o processo 

de apoptose através da sinalização do receptor TNFR-1 (Micheau e Tschopp, 2003; 

Wajant e cols.,  2003). Durante a fase de imunossupressão associada à sepse o 

TNF-α possui efeito protetor, uma vez que o tratamento com TNF-α recombinante 
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aumenta  a  sobrevida  de  animais  submetidos  ao  CLP  e  co-infectados  com  S. 

typhimurium ou Listeria monocytogenes (Echtenacher e cols., 2003). 

A IL-6 é considerada como biomarcador de severidade da sepse, onde seus 

níveis estavam elevados em cerca de 60 a 100% dos pacientes com sepse (Gogos e 

cols., 2000; Kox e cols., 2000). O aumento persistente de IL-6 foi associado com a 

disfunção orgânica múltipla (Pinsky e cols., 1993) e morte  (Tanaka e cols.,  1996) 

Essa citocina aumenta a expressão de C5a-R (Receptor do complemento C5a) no 

fígado, rim, coração e pulmão. O C5a por sua vez, induz a síntese de mediadores 

pró-inflamatórios e a liberação de espécies reativas do oxigênio, que pode levar a 

disfunção orgânica (Ramnath e cols., 2008; Riedemann e cols., 2003a; Riedemann e 

cols., 2003b). Além disso, a IL-6 pode agir em sinergismo com o IL-1 e com o TNF-α, 

induzindo a síntese de proteínas de fase aguda, particularmente a proteína C reativa 

e a pró-calcitonina por hepatócitos (Bozza e cols., 2005; Hengst, 2003; Janeway, 

2007). 

Outra citocina pró-inflamatória liberada durante a sepse é o MIF, capaz de 

regular positivamente a expressão de TLR-4 e a produção de TNF por macrófagos 

estimulados com LPS (Roger e cols., 2001a; Roger e cols., 2001b). O MIF é uma 

proteína pré-formada presente na glândula pituitária, em células T e em macrófagos 

e foi  detectado aumentado no plasma de pacientes com sepse e choque séptico 

(Bacher e cols., 1996; Bernhagen e cols., 1993; Calandra e cols., 1994). A injeção 

de MIF recombinante em animais submetidos aos modelos de endotoxemia letal por 

LPS,  aumenta  a  taxa  de  mortalidade  dos  animais  (Bacher  e  cols.,  1997)  e  a 

neutralização dessa citocina, aumenta a taxa de sobrevida de animais sumetidos 

aos modelos de endotoxemia letal (Bozza e cols., 1999), CLP e nas infecções por 

Escherichia coli (E.coli) (Calandra e cols., 2000) e Pseudomonas aeruginosa (Bozza 

e cols., 1999). Um estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa demonstrou que o 

MIF pode ser considerado um biomarcador da sepse, uma vez que a partir dos seus 

níveis foi possível discriminar pacientes sépticos sobreviventes e não sobreviventes. 

Pacientes sépticos não sobreviventes possuem níveis mais elevados dessa citocina 

(cerca  de  1710  pg/ml)  quando  comparado  aos  pacientes  sobreviventes 

(aproximadamente 965 pg/ml) (Bozza e cols., 2004).
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O IFN-γ é importante para a montagem da resposta imune inata (Qiu e cols., 

2001),  ativando  mecanismos  anti-bactericidas  (aumentando  a  apresentação  de 

antígenos, fagocitose e a liberação de citocinas TH1) (Seki, 2000). Inicialmente os 

interferons  foram designados  como moléculas  que  interferem na  replicação  viral 

(Isaacs e  Lindenmann,  1957;  Isaacs e cols.,  1957),  liberadas principalmente por 

células TCD4+, células T CD8+ e células Natural Killer (Bach e cols., 1997; Young, 

1996). Atualmente foi descrito que essa citocina também é sintetizada e liberada por 

células apresentadoras de antígeno (monócitos, macrófagos e células dendríticas), 

podendo ativar a célula que a produziu ou células vizinhas  (Frucht e cols., 2001; 

Gessani e Belardelli, 1998).

O  HMGB  1  é  uma  proteína  citosólica  e  nuclear  com  30kDa  liberada 

principalmente  por  macrófagos.  Tem sido  descrita  como um marcador  tardio  da 

inflamação e sepse (Lobo e Lobo, 2007; Wang e cols., 2004) e está envolvido com o 

desenvolvimento  de  falência  orgânica  múltipla  (Ueno  e  cols.,  2009).  O  HMGB 

pertence ao grupo dos padrões moleculares associados ao perigo (DAMPs), levando 

ao  aumento  da  expressão  de  TLRs,  o  que  amplifica  a  resposta  inflamatória.  O 

HMGB-1 atua também como alarmina, aumentando a síntese de IL-6, TNF-α, MCP-

1/CCL2 e induz um maior recrutamento de neutrófilos via TLR-4 (van Zoelen e cols., 

2009).

A  IL-12  é  uma  citocina  heterodimérica.  A  IL-12  aumenta  a  proteção  de 

animais submetidos ao CLP (Moreno e cols.,  2006) e de animais infectados com 

Staphyloccocus aureus (S. aureus)  (Hultgren e cols., 2001) ou com Pseudomonas 

aeruginosa (Yamaguchi e cols., 2000), por elevar os níveis de IFN-γ, que aumenta a 

produção de óxido nítrico e conseqüentemente,  favorece uma melhor eliminação 

bacteriana,  que  confere  maior  sobrevida  aos  animais  (Moreno  e  cols.,  2006; 

Yamaguchi e cols., 2000).  

Dentre as quimiocinas liberadas durante a sepse podemos destacar o MCP-

1/CCL2,  IL-8/KC,  MIP-1α.  As  quimiocinas  são  classificadas  de  acordo  com  o 

posicionamento dos resíduos de cisteína próximas a região aminoterminal em: CC 

quimiocinas,  com  resíduos  de  cisteínas  adjacentes;  CXC  quimiocinas,  com  um 

aminoácido entre as cisteínas; as CX3C quimiocinas, com três aminoácidos entre as 
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cisteínas e C quimiocinas, com apenas uma cisteína (Janeway,  2007; Vermont e 

cols., 2006).

A IL-8 (ou KC em murinos) promove o recrutamento de neutrófilos para o sítio 

da infecção, enquanto que o MCP-1/CCL2 e o MIP-1α atraem monócitos, linfócitos, 

basófilos,  eosinófilos  e  células  Natural  Killer  (Vermont  e  cols.,  2006).  O  MCP-

1/CCL2,  pertence  a  família  das  CC  quimiocinas  e  é  sintetizado  por  células 

endoteliais,  fibroblatos,  células  epiteliais,  músculo  liso,  astrócitos,  monócitos  e 

células  da  micróglia,  constitutivamente  ou  após  estímulos,  como  o  estresse 

oxidativo, citocinas, fatores de crescimento e durante o processo infeccioso. Essa 

quimiocina exerce sua atividade biológica ao se ligar ao CCR2. Existem dois tipos de 

CCR2: O CCR2A, expresso por células mononucleares e células da musculatura lisa 

dos  vasos  e  o  CCR2B,  expresso  por  monócitos  e  células  NK  -  Natural  killer 

(Deshmane  e  cols.,  2009).  Um  estudo  realizado  por  (Speyer  e  cols.,  2004) 

demonstrou  que  polimorfonucleares  de  camundongos  sépticos  (CLP)  expressam 

CCR2, o que torna o MCP-1/CCL2 quimiotático também para neutrófilos. O MCP-

1/CCL2 pode induzir a quimiotaxia direta ou indiretamente, através da produção de 

leucotrieno B4  (Matsukawa e cols.,  1999). Em animais sépticos o MCP-1/CCL2 é 

capaz de modular a resposta inflamatória, relacionada com redução dos níveis de 

mediadores pró-inflamatórios, como KC e IL-6 (24 horas após o CLP) e de MIF (6 e 

24 horas após o CLP), bem como aumento dos níveis de IL-10 (24 horas após o 

CLP) (Gomes e cols., 2006b; Matsukawa e cols., 1999). 

A IL-8 é produzida por macrófagos e células endoteliais e é armazenada nas 

vesículas weibel-palade (Janeway, 2007; Utgaard e cols., 1998). O recrutamento de 

neutrófilos é mediado pela quimiocina IL-8 na superfície endotelial  ligada ao seu 

receptor em neutrófilos, que age em cooperação com a E-selectina ligada a porção 

sialil-lewis  sulfatado  (glicoproteínas  de  neutrófilos)  e  com  ICAM-1  ligada  ao 

CD11a/CD18  ou  ao  CD11b/CD18  (MAC-1)  (Baggiolini  e  Clark-Lewis,  1992; 

Janeway, 2007; Utgaard e cols., 1998). Recentemente foi atribuído a IL-8 aumento 

da produção de espécies reativas do oxigênio e do nitrogênio em células endoteliais  

via ativação de NADPH oxidase, o que pode contribuir para a progressão da sepse 

severa,  uma vez que o  NO promove  a  vasodilatação,  aumentando o  estado de 

hipotensão do paciente (Miyoshi e cols.,2010). 
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4.3.3- Espécies reativas 

Macrófagos e neutrófilos ativados durante a sepse produzem uma variedade 

de moléculas tóxicas, que auxiliam na degradação de patógenos. Podemos destacar 

o óxido nítrico, o ânion superóxido e o peróxido de hidrogênio. Durante a respiração 

oxidativa,  o  superóxido  formado  a  partir  da  NADPH  oxidase  é  convertido  em 

peróxido  de  hidrogênio  pela  superóxido  dismutase.  A  peroxidase  converte  o 

peróxido  de  hidrogênio  em radical  hidroxila  e  em íons  hipoclorito  e  hipobromito 

(Janeway, 2007).

4.3.3.1- Óxido nítrico

O óxido nítrico (NO) é um mediador produzido por uma família de enzimas 

denominadas óxido nítrico sintases (NOS). Duas enzimas são bem conhecidas, a 

isoforma  constitutiva  cálcio-dependente,  chamada  cNOS  e  a  isoforma  induzida 

cálcio-independente, a óxido nítrico sintase induzível, iNOS (NOS-2) (McCall e cols., 

1989), expressa nos leucócitos, eritrócitos, e alguns órgãos como rim (Kan e cols., 

2004; Liu e cols., 1993; Mundel e cols., 1992; Tojo e cols., 1994), fígado (Geller e 

cols., 1990), pâncreas (Kan e cols., 2004) e pulmão (Kan e cols., 2004; Knowles e 

cols., 1990). As cNOS são  subdivididas em: nNOS ou NOS-1, de origem neuronal 

(Bredt e cols., 1991; Hope e cols., 1991) e eNOS ou NOS-3, de origem endotelial,  

que foi descrita por Palmer e cols. em 1989) Recentemente, uma terceira isoforma 

tem sido descrita,  a  mtNOS, localizada na mitocôndria  de diferentes organismos 

(Ghafourifar e Richter, 1997; Richter  e cols., 1997) que é uma variação da nNOS 

(Elfering e cols., 2002). 

A iNOS precisa formar homodímeros para exercer sua atividade biológica, a 

conversão  da  L-arginina  em  L-citrulina  e  óxido  nítrico  (Janeway  e  cols.,  2007). 

Existem diversas moléculas responsáveis pelo aumento da expressão da enzima 

iNOS,  onde  podemos  destacar  os  componentes  bacterianos  (DNA,  LPS,  ácido 

lipoteicóico, RNA) e citocinas, como por exemplo o IFN-γ, o IFN-α/β, o TNF-α e a IL-

1β (Korhonen e cols., 2005). 

Os dados na literatura sobre o papel do NO são controversos. Alguns autores 

demonstram que o NO aumenta  a síntese de citocinas,  o  dano tecidual  renal  e 

hepático (Eum e cols., 2007; Heemskerk e cols., 2006; Hickey e cols., 2002), leva a 

disfunção miocárdica e a está relacionado com o aumento da mortalidade durante a 
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sepse (Hauser e cols., 2005; Hauser e cols., 2008). De forma contrária, no modelo 

de infecção pulmonar crônica por Pseudomonas aeruginosa, o óxido nítrico tem um 

papel  importante  na  prevenção  do  dano  pulmonar,  bem  como  na  redução  de 

mediadores pró-inflamatórios, como a IL-6 (Hopkins e cols., 2006). Esse mediador é 

importante  também para  a  proteção  de  animais  durante  a  sepse,  onde  animais 

geneticamente deficientes para a iNOS submetidos ao CLP possuem uma taxa de 

mortalidade superior aos animais que expressam a enzima (Cobb e cols., 1999). No 

modelo  do  CLP-letal,  o  NO  reduz  a  migração  de  neutrófilos  para  a  cavidade 

peritoneal o que não é observado no CLP sub-letal (Benjamim e cols., 2000). O NO 

reduz a adesão de leucócitos a parede endotelial,  via modulação de CD11/CD18 

(Yang e cols., 1997), um efeito divergente ao PAF, que aumenta a expressão dessa 

β2 integrina (Prescott e cols., 2000). 

O peroxinitrito que é produto da reação do peróxido de hidrogênio com o NO 

e pode ter efeitos tanto de oxidação quanto de nitração. Os efeitos de oxidação irão 

levar  a  degradação  do  DNA,  a  peroxidação  de  lipídeos,  o  que  altera  a 

permeabilidade  de  agentes  invasores,  que  culmina  com  a  morte  da  bactéria. 

Entretanto,  o processo de nitração é responsável  pela redução de protaglandina 

sintase I2, inibição da superóxido dismutase (SOD), das cicloxigenases 1 e 2, e da 

ribonucleotídeo redutase (Korhonen e cols., 2005).

4.3.4- Mediadores lipídicos na sepse

O ácido  araquidônico  é  formado  a  partir  da  clivagem de  fosfolipídeos  de 

membrana por enzimas, como as fosfolipases C e A. Após esse processo, o ácido 

araquidônico pode ser degradado pela vias: da cicloxigenase (onde são formados 

leucotrienos e prostaglandinas) e da lipoxigenase, no qual a 15-lipoxigenase catalisa 

a formação de lipoxinas e, a 5-lipoxigenase,  participa da síntese de leucotrienos 

(Miller, 1983). Neutrófilos produzem principalmente prostaglandina E2, enquanto que 

macrófagos  e  monócitos  liberam  leucotrienos  (que  são  quimioatraentes  para 

diversos tipos celulares, como neutrófilos), tromboxano A2  que induz a agregação 

plaquetária e a constricção de vasos e brônquios (Rang e cols., 2007). Já o PAF é 

formado a partir de duas vias, a via de remodelamento, que inicia com a hidrólise do 

alquil fosfolipídeo (1-O-alkyl-2-araquidonoil-sn-glicero-3-fosfocolina para 1-O-alquill-
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sn-glicero-3-fosfocolina) por fosfolipases A2 e a via de novo, onde o PAF é formado 

pela enzima acetil:CoA: Liso-PAF (Castro Faria Neto e cols., 2005).

4.3.4.1- Fator de ativação plaquetária (PAF)

Dentre os mediadores lipídicos liberados durante a sepse, o PAF (1-o-alquil-2-

acetil-sn-glicero-3-fosfocolina) tem um papel central.  O PAF é uma molécula pró-

inflamatório  gerada  por  leucócitos,  células  mielóides,  plaquetas,  mastócitos,  e 

células  endoteliais,  em reposta  aos estímulos  inflamatórios  (Castro  Faria  Neto  e 

cols., 2005). 

Depois de formado, o PAF, ao se ligar ao seu receptor (PAF-R) induz uma 

sinalização intracelular  via  proteína G, que amplifica a resposta inflamatória.  Em 

macrófagos esse fosfolipídeo induz a atividade pró-coagulante proteíno-quinase C 

(Kucey e cols.,  1992). Em neutrófilos pode atuar de forma cooperativa com a P-

selectina participando do processo de adesão de neutrófilos às células endoteliais 

(Lorant  e  cols.,  1995;  Zimmerman,  1992),  além  de  induzir  a  desgranulação  de 

neutrófilos,  e  a  geração  de  radicais  livres  do  oxigênio  (Kuijpers  e  cols.,  2001; 

Prescott e cols., 2000; Zimmerman, 1992). 

Níveis elevados de PAF têm sido encontrados no lavado broncoalveolar de 

pacientes  com  síndrome  do  desconforto  respiratório  agudo  e  no  plasma  de 

pacientes  com sepse (Matsumoto e cols.,  1992;  Opal  e cols.,  2004;  Sorensen e 

cols., 1994). A instilação intratraqueal de PAF induziu, de forma dose-dependente: 

acúmulo  de  macrófagos  no  espaço  alveolar;  degeneração  e  necrose  do  epitélio 

alveolar;  acúmulo  de  neutrófilos  e  plaquetas  no  lúmem do  capilar  alveolar  com 

alterações nas células  endoteliais  (Camussi  e  cols.,  1983)  e,  está  associado ao 

aumento da permeabilidade vascular pulmonar (Kroegel, 1988; Nakos e cols., 1998;  

Opal e cols., 2004; Prescott e cols., 2000). A inibição do PAF durante a bacteremia 

por E.coli preveniu o desenvolvimento da hipertensão e do edema pulmonar (Clavijo 

e cols., 2000). Foi observado que esse fosfolipídeo está associado com aumento 

taxa  de  mortalidade  de  animais  com  pneumonia  induzida  através  da  instilação 

intratraqueal de  Klebisiella pneumoniae,  bem como durante a infecção por  E. coli  

(Makristathis e cols., 1993). 
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Diversas estratégias terapêuticas estão sendo desenvolvidas na tentativa de 

reduzir  os  efeitos  deletérios  decorrentes  do  aumento  dos  níveis  de  PAF,  onde 

podemos ressaltar a utilização de antagonistas do receptor do PAF, que competem 

pelo sítio de ligação do PAF, assim como pela administração da enzima responsável 

por  sua  degradação,  a  PAF-AH.  Entretanto,  os  resultados  obtidos  utilizando 

antagonistas  do  receptor  PAF  não  foram  muito  significativos.  Por  isso,  novos 

ensaios têm sido realizados utilizando a PAF-acetilhidrolase recombinante (Gomes e 

cols., 2006a).

4.3.4.2- PAF-acetilhidrolase (PAF-AH)

A PAF-AH pertence ao grupo das fosfolipases A2 cálcio independentes, com 

atividades acetilhidrolase e transacetilase (Lio  e Dennis,  1998),  responsável  pela 

hidrólise do éster acetil  na posição Sn-2 do PAF. Atualmente são descritas duas 

isoformas dessa enzima, intracelular (Ib e II) e plasmática (Karasawa, 2006). 

A  forma  intracelular  Ib,  expressa  principalmente  no  cérebro  bovino,  possui 

subunidades:  alfa  1/2 (45kDa) com atividade catalítica (Ho e cols.,  1997)  e beta 

(30kDa), semelhante a proteína humana lisencefália-1 (LIS-1), que atua no controle 

do processo de formação do córtex. Já a PAF-AH II apresenta peso molecular de 40 

kDa e é encontrada principalmente no rim e fígado (Arai e cols., 2002; Samanta e 

Bahnson, 2008).

A PAF-AH plasmática (pPAF-AH) é um polipeptídeo monomérico de 45kDa 

extensamente N-glicosilado (nos aminoácidos Asn-423 e Asn 433),  composto por 

441 resíduos de aminoácidos e possui a seqüência Gly-Xaa-Ser-Xaa-Gly (GXSXG), 

geralmente  encontrada  em  lípases  e  esterases  (Samanta  e  Bahnson,  2008).  A 

enzima encontra-se associada com as lipoproteínas de alta e de baixa densidade 

(LDL e HDL), o que modula a sua atividade. Geralmente associação com o LDL 

facilita  a  degradação  de  fosfolipídeos  pró-inflamatórios  produzidos  durante  o 

estresse oxidativo em partículas de LDL (Castro Faria Neto e cols., 2005). Já o HDL 

funcionaria  como reservatório  de pPAF-AH, que pode ser  utilizada em situações 

onde há excesso de PAF ou de fosfolipídeos “PAF-like”. A enzima é expressa por 

diversos tipos celulares, desde células hematopoiéticas a hepatócitos. Macrófagos e 

mastócitos sintetizam pPAF-AH em resposta a um estímulo inflamatório, como por 

18



exemplo ao LPS, após a ativação do receptor do PAF e durante a diferenciação de 

monócitos para macrófagos (Karasawa, 2006).

Cada  subtipo  da  enzima  possui  afinidade  a  um  determinado  grupo  de 

fosfolipídeos “PAF-like”. A PAF-AH Ib tem grande afinidade a fosfoglicerídeos com 

grupo acetil na posição sn-2, enquanto que a PAF-AH II e a pPAF-AH, são mais 

específicas para análogos de PAF contendo propionil  e  butiroil  na posição sn-2. 

Existem enzimas do soro que também são capazes de hidrolisar o PAF, como por 

exemplo, a lecitina:colesterol acetiltransferase e a paraoxonase I. Isso é importante, 

pois  elas  podem  compensar  parcialmente  as  alterações  que  podem  ocorrer  na 

atividade das PAF-AHs, tanto em decorrência de mutações quanto pela inativação 

por inibidores de serino-proteases, como o Diisopropil fluorofosfatos (DFP) (Castro 

Faria Neto e cols., 2005; Karasawa, 2006).  

A atividade da enzima pPAF-AH encontra-se alterada na asma (Henderson e 

cols.,  2000;  Henig  e  cols.,  2000),  na  sepse  (Gomes  e  cols.,  2006a),  no  lúpus 

eritematoso  sistêmico  (Cederholm  e  cols.,  2004),  na  artrite  reumatóide  juvenil 

(Tselepis e cols., 1999), na doença de Crohn (Oshimoto e cols., 2005), em distúrbios 

envolvendo o sistema nervoso (onde sua atividade encontra-se reduzida) (Seet e 

cols.,  2010),  e  em doenças  cardiovasculares  (Karasawa,  2006).  Alguns  estudos 

sugerem que a pPAF-AH pode ser inibida por inibidores de serino proteases, como o 

Diisopropil  fluorofosfatos,  indicando  que  sua  atividade  hidrolase  é  serino-

dependente. 

O PAF tem um papel importante na fisiopatologia da asma, onde a expressão 

desse fosfolipídeo encontra-se aumentada no pulmão de pacientes asmáticos. Além 

disto, a instilação intra-traqueal desse fosfolipídeo, induziu a broncoconstricção, o 

aumento  da  secreção  de  muco  e  aumento  da  permeabilidade,  que  são 

características observadas na asma (Henderson e cols., 2000). Então, estratégias 

para bloquear a ação biológica desse fosfolipídio têm sido utilizadas. Henderson e 

cols. (2000) demonstraram, que animais submetidos ao modelo de indução de asma 

e tratados com a enzima PAF-AH recombinante (rPAF-AH), possuem redução da 

resposta  inflamatória,  caracterizada  por  diminuição  da  migração  de  células,  da 

secreção de muco e da hiperreatividade brônquica. Entretanto, num estudo de fase 
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IIa com indivíduos asmáticos tratados com a enzima na dose de 1 mg/kg, esse efeito 

protetor não foi observado (Henig e cols., 2000). 

Foram  detectados  níveis  elevados  de  PAF  no  lavado  broncoalveolar  de 

pacientes com Síndrome do Desconforto Respiratório Agudo (SDRA), associados 

tanto  com  mutações  do  gene  da  enzima  PAF-AH  (Arg92His,  Ile198Thr,  e 

Ala379Val), quanto com a redução da sua atividade enzimática e com a taxa de 

mortalidade. A SDRA possui uma alta taxa de mortalidade e é caracterizada pela 

presença  de  infiltrados  pulmonares  bilaterais,  hipoxemia  refratária,  relação 

PaO2/FiO2  inferior  a  200,  edema  pulmonar  não  cardiogênico.  Como  fatores 

etiológicos,  podemos destacar  as causas pulmonares (como aspiração,  inalação, 

infecção pulmonar) e os eventos extrapulmonares (como a sepse e trauma) (Li e 

cols., 2009).

4.3.4.3- A PAF-AH na sepse

Gomes e cols. (2006a) demonstraram que a atividade de PAF-AH reduz de 

forma tempo dependente em animais submetidos ao modelo de meningococcemia 

(pela injecção da bactéria N. meningitidis) e de endotoxemia letal, através da injeção 

intraperitoneal  de  LPS  e  no  CLP.  A  diminuição  dos  níveis  de  PAF-AH  está 

relacionada  diretamente  com  o  aumento  da  incidência  da  falência  múltipla  dos 

órgãos e a morte (Schuster e cols., 2003). 

Em  1995,  a  PAF-AH  foi  clonada  e,  a  partir  daí,  diversos  estudos  foram 

desenvolvidos  para  analisar  seu  papel  terapêutico  (Tjoelker  e  cols.,  1995).  Em 

animais submetidos a modelos experimentais de sepse, o tratamento com a PAF-AH 

promoveu um balanço da resposta inflamatória e conseqüentemente, um aumento 

na taxa de sobrevida (Gomes e cols., 2006a). Entretanto antes da realização dos 

ensaios pré-clínicos, foi publicado um estudo clínico de fase II, envolvendo pacientes 

com  pneumonia,  demonstrando  que  o  tratamento  com  a  PAF-AH,  na  dose  de 

1mg/Kg, foi associado com o aumento da sobrevida e com a redução da incidência 

de Síndrome do desconforto Respiratório Agudo (Schuster e cols.,  2003).  Já um 

estudo de fase III, que compreendeu um largo espectro de pacientes, com sepse de 

diversas origens, o efeito protetor da PAF-AH não foi observado (Opal e cols., 2004).
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Como houve uma divergência de resultados nos estudos de fase IIb e III,  

nosso grupo resolveu investigar os mecanismos de ação da rPAF-AH. Inicialmente 

foi  caracterizado o efeito protetor dessa enzima em animais submetidos ao CLP, 

onde a rPAF-AH possui um papel importante na modulação da resposta inflamatória 

e  confere  uma maior  sobrevida  desses  animais.  Como essa  enzima aumenta  a 

sobrevida desses animais, resolvemos investigar o efeito do tratamento com a rPAF-

AH sobre a eliminação bacteriana. Os modelos de escolha foram o CLP (ligadura e 

perfuração cecal) e a injeção intraperitoneal da bactéria S. Typhimurium, bem como 

analisamos  o  efeito  do  tratamento  com  a  rPAF-AH em  culturas  de  macrófagos 

peritoneais estimulados com a bactéria  Escherichia coli.  Em seguida, resolvemos 

caracterizar  os  mecanismos  envolvidos  com essa  melhor  eliminação  bacteriana. 

Inicialmente averiguamos se a enzima possuía efeito sobre a parede bacteriana. 

Posteriormente, identificamos a participação de mediadores, como o MCP-1/CCL-2, 

IFN-γ e o óxido nítrico na degradação de bactérias e as possíveis vias de sinalização 

envolvidas.  
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5. OBJETIVOS

5.1 - OBJETIVO GERAL

O presente estudo tem como objetivo investigar o efeito do tratamento com a 
enzima rPAF-AH sobre  a  eliminação  de  bactérias,  analisando a  participação  de 
mediadores como o óxido nítrico, IFN-γ e MCP-1/CCL2.  

5.2 - OBJETIVOS ESPECÍFICOS

- Investigar o efeito do tratamento com a rPAF-AH sobre a eliminação bacteriana, 
através dos modelos de peritonite polimicrobiana (CLP) e injeção intraperitoneal de 
bactéria S. Thyphimurium;

-  Verificar  se  a  enzima  rPAF-AH  favorece  melhor  eliminação  bacteriana  por 
macrófagos peritoneais estimulados com a bactéria E. coli;

- Analisar se a enzima rPAF-AH possui efeito direto, na ausência de células, sobre o 
crescimento de bactérias gram negativas, como a  S.  Typhimurium e  E. coli, e da 
bactéria gram positiva S. aureus;

-  Caracterizar  os  mecanismos  e  os  mediadores  envolvidos  com  a  eliminação 
bacteriana  mediada  pelo  tratamento  com  a  enzima  rPAF-AH,  analisando  a 
participação do MCP-1/CCL2, óxido nítrico e do IFN-γ.  
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6. MATERIAIS E MÉTODOS

Animais

Foram utilizados nesse estudo Camundongos Swiss e C57Bl6 machos, bem 

como animais geneticamente deficientes para o receptor do MCP-1/CCL-2 (CCR2-/-) 

e animais geneticamente deficientes para a enzima iNOS (iNOS-/-), provenientes da 

Fundação Oswaldo Cruz, pesando de 20 a 25 gramas. 

Ligadura e perfuração cecal (CLP)

 Camundongos foram anestesiados com ketamina (80 mg / Kg) e tiopental (40 

mg  /  Kg)  diluídos  em  salina  estéril,  administrados  por  via  intraperitoneal. 

Posteriormente, foi realizada a abertura da cavidade abdominal até a exposição do 

ceco.  Em  seguida,  o  ceco  foi  ligado  na  região  abaixo  da  válvula  íleo-cecal  e 

perfurado 1 vez, com uma agulha de 18 gauge. Após esse procedimento, o ceco foi 

reposicionado na cavidade abdominal e, o peritônio e a pele suturados em planos 

com linha de sutura de nylon de 3-0. Em seguida, realizamos reposição volêmica de 

0,5  ml  de  salina  estéril.  Os  animais  controle  (conhecidos  também  como  falso 

operados  ou  “sham”)  são  submetidos  a  um  procedimento  similar,  porém não  é 

realizada  a  perfuração  e  ligadura  cecal.  Após  o  CLP,  os  camundongos  foram 

tratados com uma dose intraperitoneal de rPAF-AH (1 mg / Kg) 15 minutos após 

CLP. A taxa de sobrevida foi analisada por 144 horas. Entretanto, alguns animais 

foram sacrificados em tempos determinados para a coleta do lavado peritoneal e do 

sangue  por  punção  cardíaca,  para  a  contagem  total  e  diferencial  de  células 

inflamatórias,  análises  da  proliferação  bacteriana  (contagem  das  unidades 

formadoras de colônias –UFC), dosagem de mediadores (óxido nítrico, quimiocinas 

e citocinas).

Desafio com a bactéria Salmonella Typhimurim

A  bactéria  Salmonella  entérica  sorotipo  Thyphimurium  (S.  Typhimurium)  ( 

5x105 bactérias  -  IOC 5302/04)  foi  injetada  por  via  intraperitoneal  e  15  minutos 

depois os animais foram tratados com a rPAF-AH (1 mg / kg, i.p). Após 6 horas, os  

animais foram sacrificados, o lavado peritoneal recolhido para contagem do número 

de unidades formadoras de colônia (UFC).
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Tratamento 

Os animais submetidos ao CLP ou a injeção intra-peritoneal da bactéria  S. 

Typhimurium foram tratados com rPAF-AH por via intraperitoneal (ICOS corporation) 

15 minutos após o CLP ou ao desafio com a S. Typhimurium na dose de 1 mg / Kg, 

L-NAME por via intraperitoneal (SIGMA) na dose 10 mg / kg 2 horas após o CLP, 

PAF (SIGMA) por via intraperitoneal na dose de 20 ug / kg 15 min após o CLP, 

SR27417 (SIGMA) por via intraperitoneal na dose de 1 mg / Kg, anti-MCP-1/CCL2 

(PeProtech) na dose de 10 ng / kg.

Análise do número de unidades formadoras de colônia (UFC)

O sangue, lavado peritoneal ou o sobrenadante das culturas de células foram 

semeados em placas contendo TSA. As placas foram colocadas na estufa a 37°C e 

24 horas após as UFCs foram contadas. 

Cultura de macrófagos peritoneais 

 Os  animais  Swiss,  C57Bl6,  CCR2-/-,  iNOS-/-  receberam  uma  dose 

intraperitoneal de 3ml tioglicolato a 3% (SIGMA). Três dias após foram sacrificados, 

o lavado peritoneal recolhido e os macrófagos peritoneais foram plaqueados (1X10 6 

células por poço) em placas de 24 poços. A placa foi colocada por 2 horas na estufa  

de CO2 a 37ºC para a adesão de macrófagos na superfície  da placa.  Todas as 

células  não  aderentes  foram  removidas  através  de  3  lavagens  com  PBS.  Os 

macrófagos foram tratados com rPAF-AH (20 ug / ml), MCP-1/CCL2 recombinante 

(100 ng / ml, da Peprotech), PAF(500 ng / ml), LPS de E. coli 0111:B4 (300 ug / ml, 

da Sigma), anticorpo anti-MCP-1/CCL2 (10 ng / ml) e uma hora após, estimulados 

com as bactérias S. Thyphimurium (IOC 5302/04) ou  Escherichia coli  (E.coli) (105 

bactérias / ml) por meia hora.  Em seguida, o sobrenadante da cultura foi recolhido 

para a contagem do número de UFC e dosagem dos níveis de nitrito. 

Cultura de neutrófilos peritoneais 

Os animais receberam injeção de 3ml de tioglicolato a 3% (Sigma Aldrich) por 

via  intraperitoneal.  Dois  dias  após  foram  sacrificados,  tiveram  suas  cavidades 

peritoneais lavadas com PBS 1X estéril. Os neutrófilos foram separados através do 

gradiente de Percoll (GE Healthcare).  Foram plaqueados 106 neutrófilos por poço, 
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em placa de 24 poços, e em seguida estimulados com a bactéria E.coli  (105  bact. / 

ml) por meia hora. O sobrenadante foi recolhido para a contagem de UFC.

Efeito direto sobre a eliminação bacteriana

As  bactérias  E.  coli,  S.  Typhimurium  ou  S.  aureus, foram  colocadas  em 

contato direto com a enzima rPAF-AH (20 ug / ml) (ICOS corporation), PAF(500 ng / 

ml)  (SIGMA)  ou  Liso-PAF  (485  ug  /  ml)  (CAYMAN),  suspensa  em  meio  de 

crescimento bacteriano, o LB( Luria Broth da BD– Tryptone, Yeast extract, Sodium 

Chloride), e duas horas após a solução foi alíquotada em placas contendo TSA, para 

a contagem do número de UFC.

Dosagem dos níveis de Nitrito

O nitrito é um dos produtos do óxido nítrico. Os níveis de nitrito, no lavado 

peritoenal dos animais ou no sobrenadante das culturas de neutrófilos e macrófagos, 

foram determinados a partir do ensaio de Griess utilizando o kit da  SIGMA, que é 

baseado  na  reação  química  da  Sulfanilamida  e  Dihidrocloreto  de  N-1-

naptiletilenodiamina (NED) em condições ácidas (ácido fosfórico).  

Figura  6.1. Reação  química  da  Sulfanilamida  e  Dihidrocloreto  de  N-1-

naptiletilenodiamina (NED) em condições ácidas (ácido fosfórico). 

Dosagem dos níveis de INF-γ

Os  níveis  de  IFN-γ  presentes  no  lavado  peritoneal  dos  animais  foram 

quantificados utilizando o kit de ELISA sanduíche da R&D systems. 

Foi aplicado 50ul do anticorpo de captura do IFN-γ por poço em placa de 96 

poços,  responsável  pelo  reconhecimento da citocina  e 24 horas  após,  os  poços 

foram  lavados  com  PBS  tween  a  0,05%,  para  remoção  dos  anticorpos  não 

aderentes à superfície da placa. Esse procedimento foi  seguido do bloqueio com 
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PBS com 2% Soro de Albumina Bovina (BSA) por cerca de uma hora. O bloqueio foi 

realizado para evitar que ocorram ligações inespecíficas. Após o bloqueio a placa foi 

lavada novamente por três vezes com PBS tween a 0,05% e então foram aplicadas 

as amostras a serem analisadas e o anticorpo recombinante do IFN-γ, diluído de 

forma seriada em cada poço da placa de 96 poços. No dia seguinte, a placa foi 

lavada por quatro vezes com PBS tween a 0,05% e, posteriormente, foi aliquotado o 

anticorpo de detecção biotinilado do IFN-γ (BD pharmingen). Após 1 hora a placa foi 

lavada seis vezes com PBS tween a 0,05%, e aplicamos a estreptavidina conjugada 

a peroxidase, que se liga a biotina. Meia hora após a placa foi lavada 8 vezes com 

PBS  tween  a  0,05%,  e  foi  adicionada  a  solução  de  TMB  (3,3′,5,5′-

Tetrametilbenzidina da sigma), que é o substrato da peroxidase. Em seguida, nós 

utilizamos  uma  solução  de  parada  com ácido  sulfúrico  a  12  N,  que  foi  lida  no 

comprimento  de  onda  de  450  nm em leitora  de  microplacas  e  os  dados  foram 

analisados utilizando o programa Softmax Pro 5.

Análise estatística

Os  resultados  foram  representados  como  média  e  erro  padrão  da  média 

(EPM) e avaliados estatisticamente através do teste T-Student  para comparação 

entre dois grupos, considerando significativos os valores de P≤0,05.
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7. RESULTADOS

7.1 - Aumento da eliminação bacteriana de animais submetidos ao CLP ou ao 
modelo  de  injeção  intraperitoneal  da  bactéria  S.  Typhimurium  após  o 
tratamento com a rPAF-AH

A PAF-AH é responsável  pela hidrólise e consequente inativação do PAF, 

levando  a  formação  do  liso-PAF.  Gomes  e  cols.  (2006a),  demonstraram  que  o 

tratamento com a rPAF-AH aumenta a sobrevida de animais submetidos ao CLP ou 

ao modelo endotoxemia letal.

Para  avaliar  se  o  tratamento  com  a  rPAF-AH  interfere  na  eliminação 

bacteriana,  animais  submetidos ao CLP e  tratados com a rPAF-AH (15 minutos 

depois)  tiveram  suas  cavidades  peritoneais  lavadas  após  6  horas.  O  lavado 

peritoneal  foi  recolhido  e  alíquotas  deste  lavado  foram  plaqueadas  em  placas 

contendo meio de cultura para crescimento bacteriano (TSA) e 24 horas após o 

plaqueamento,  o  número de unidades formadoras de colônia  (UFC) foi  contado. 

Como podemos observar na  figura 7.1,  o tratamento com a rPAF-AH diminuiu o 

número de UFC no lavado peritoneal dos animais submetidos ao CLP. 

Com a finalidade de investigar  o  número de UFC,  no sangue de animais 

tratados com a rPAF-AH, 24 horas após o CLP foi feita punção cardíaca nesses 

animais e o plasma foi plaqueado para determinação do número de UFC. Na figura 
7.2, observamos uma redução no número de UFC no grupo tratado com a rPAF-AH 

quando comparamos com o grupo controle. Esses resultados sugerem que a rPAF-

AH, aumenta a eliminação bacteriana tanto no foco da infecção quanto no sangue 

de animais submetidos ao CLP.    
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Figura 7.1- A rPAF-AH aumenta a eliminação bacteriana na cavidade peritoneal 
de  animais  6  horas  após  o  CLP.  Os  grupos  experimentais  consistem  de  13 

animais,  sendo representado um experimento  de três  realizados com resultados 

similares. O gráfico representa o número de unidades formadoras de colônia (UFC) 

na cavidade peritoneal de animais submetidos ao CLP, tratados ou não com a rPAF-

AH (1  mg /  kg,  i.p).  A  análise  foi  feita  6  horas  após o  CLP.  A linha  horizontal  

representa a média do grupo analisado (A). Figura ilustrativa do gráfico exposto (B). 

O  asterisco  (*)  representa  diferença  estatisticamente  significativa  quando 

comparamos o grupo CLP+rPAF-AH ao grupo CLP + Veículo, com um P≤0,05 (teste 

T-Student).

28

CLP + Veículo 

CLP + rPAF - AH

0

250

500

*U
F
C 
(x
10
3
/

ml
)

750 B
BA

CLP + rPAF-AH

CLP U
FC

 (x
10

3 /m
l)



Figura 7.2- A rPAF-AH aumenta a eliminação bacteriana no sangue de animais 
24 horas após o CLP. Os grupos experimentais consistem de 10 animais, sendo 

representado um experimento de três realizados com resultados similares. O gráfico 

representa  o  número  de  unidades  formadoras  de  colônia  (UFC)  no  plasma  de 

animais submetidos ao CLP, tratados ou não com a rPAF-AH (1 mg / kg, i.p). A 

análise foi feita 24 horas após o CLP. A linha horizontal representa a média do grupo 

analisado  (A).  O  asterisco  (*)  representa  diferença  estatisticamente  significativa 

quando  comparamos o  grupo  CLP+rPAF-AH ao  grupo  CLP +  Veículo,  com um 

P≤0,05 (teste T-Student). Figura ilustrativa do gráfico exposto (B). 
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Como o CLP é um modelo de sepse polimicrobiana, decidimos investigar o 

efeito do tratamento com a rPAF-AH na eliminação bacteriana no modelo de injeção 

de bactérias gram-negativas vivas, onde a bactéria de escolha foi a S. Typhimurium. 

Os animais foram estimulados intraperitonealmente com a bactéria S. Typhimurium 

(5x105 bactérias /  cav.) e tratados com a rPAF-AH (15 minutos depois).  Após 6 

horas, os animais tiveram suas cavidades peritoneais lavadas, o lavado peritoneal  

recolhido e alíquotas deste lavado foram plaqueadas em placas contendo TSA para 

contagem de UFC. Como podemos observar  na  figura 7.3,  o  tratamento com a 

rPAF-AH diminuiu o número UFC no lavado peritoneal dos animais estimulados com 

S. Typhimurium. Esse resultado sugere que a rPAF-AH favorece melhor eliminação 

de bactérias  tanto na sepse polimicrobiana causada pelo  prodecimento  do CLP, 

quanto durante a infecção por apenas um tipo de bactéria, como a S. Typhimurium.

7.2- O aumento da eliminação de bactérias é decorrente da inativação da via de 
sinalização PAF

Para analisar se a melhor eliminação bacteriana era dependente da inativação 

do PAF, fizemos um pré-tratamento com SR27417 (1 mg / Kg), que é antagonista do 

receptor do PAF. Uma hora após submetemos os animais ao CLP. Seis horas após 

os animais tiveram suas cavidades peritoneais lavadas e realizamos a contagem de 

UFC na cavidade peritoneal desses animais. O grupo de animais pré-tratados com o 

SR27417  apresentou  redução  do  número  de  UFC  (Figura  7.4). Esse  resultado 

sugere que a inibição da via de sinalização do PAF pelo antagonista do receptor do 

PAF, favorece melhor eliminação de bactérias. 

7.3-  Aumento da eliminação bacteriana em macrófagos peritoneais tratados 
com a rPAF-AH e estimulados com a bactéria Escherichia coli

Analisamos também o efeito  do tratamento com a rPAF-AH na eliminação 

bacterianade  macrófagos  peritoneais  estimulados  com  E.coli.  Macrófagos 

peritoneais foram pré-tratados com a rPAF-AH (20 ug / ml) por 1 hora e em seguida 

estimulados com a bactéria E. coli por 30 minutos. Posteriormente, o sobrenadante 

da cultura foi alíquotado em placas contendo TSA, para a contagem de UFC. Como 

podemos observar na figura 7.5, o tratamento com a rPAF-AH reduz o número de 

UFC. Esse resultado sugere que a rPAF-AH aumenta a eliminação bacteriana de 

macrófagos peritoneais estimulados com a E. coli. 
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Figura 7.3- A rPAF-AH aumenta a eliminação bacteriana na cavidade peritoneal 
de animais estimulados com S. Typhimurium. Os animais foram estimulados com 

a bactéria S. Typhimurium (5x105 bactérias / cav.) e 15 minutos depois tratados com a 

rPAF-AH (1 mg / kg, i.p). Após 6 horas, os animais foram sacrificados, e o lavado 

peritoneal foi recolhido para contagem do número de unidades formadoras de colônia 

(UFC).  Os grupos experimentais consistem de 6 animais,  sendo representado um 

experimento de dois realizados com resultados similares. O asterisco (*) representa 

diferença  estatisticamente  significativa  quando  comparamos  o  grupo  S. 

Typhimurium+rPAF-AH com o grupo S. Typhimurium+veículo, com um P≤0,05 (teste 

T-Student).
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Figura 7.4- A inibição da via de sinalização do PAF favorece melhor eliminação 
de bactérias. Animais pré-tratados com SR27417 (1 mg / Kg) e submetidos ao CLP 

tiveram suas cavidades peritonais lavadas. A solução foi  aliquotada em placas de 

TSA para a contagem do UFC. O gráfico representa três experimentos diferentes, e 

as linhas horizontais  representam a média da contagem de UFC.  O asterisco  (*) 

representa diferença estatisticamente  significativa  entre o grupo CLP+SR,  quando 

comparado com o grupo de animais não tratados e submetidos ao CLP, com um 

P≤0,05 (teste T-Student).
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Figura  7.5-  A  rPAF-AH  favorece  uma  melhor  eliminação  de  bactérias  por 
macrófagos peritoneais estimulados com a bactéria E. coli. Os macrófagos foram 

pré-tratados com a rPAF-AH (20 ug/ml) e 1 hora após estimulados com a bactéria E. 

coli. Meia hora após, o sobrenadante foi alíquotado com placas contendo TSA para 

contagem  do  número  de  unidades  formadoras  de  colônia  (UFC).  Os  grupos 

experimentais consistem de 6 animais, sendo representado um experimento de dois 

realizados  com  resultados  similares.  O  asterisco  (*)  representa  diferença 

estatisticamente significativa quando comparamos o grupo  E.coli  +rPAF-AH  com o 

grupo E.coli, com um P≤0,05 (teste T-Student).
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7.4- Efeito direto da rPAF-AH sobre o crescimento bacteriano

Para  investigar  se  a  melhor  eliminação  bacteriana  era  um  mecanismo 

dependente da ação direta da rPAF-AH sobre o crescimento bacteriano, resolvemos 

colocar  as  bactérias  E.coli,  S.Typhimurium  e  S.  aures em  contato  direto  com  a 

enzima, em meio LB e na ausência de células. Os resultados demonstram que a 

enzima não possui  efeito  direto sobre o crescimento de bactérias gram positivas, 

quanto  gram negativas,  uma vez  que as  bactérias  (E.  coli,  S.  Typhimurium e  S. 

aureus) em contato com a rPAF-AH possuem o mesmo número de UFC que o grupo 

de bactérias não estimulado com a enzima (Figura 7.6). 

7.5- Efeito direto do PAF e do liso-PAF sobre o crescimento bacteriano

Durante a reação de hidrólise da PAF-AH sobre a cadeia do glicerol do PAF, 

ocorre liberação da forma biologicamente inativa, o liso-PAF. Por isso, investigamos o 

efeito  da ação direta do PAF ou liso-PAF sobre o crescimento bacteriano.  Como 

podemos observar na  figura 7.7, não houve diferença na contagem de UFC após 

incubação da S. Typhimurium com PAF ou liso-PAF, o que sugere que tanto o PAF 

quanto o liso-PAF influenciam de forma direta o crescimento bacteriano.
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Figura  7.6-  A  rPAF-AH  não  influencia  de  forma  direta  o  crescimento  das 
bactérias gram negativas S. Typhimurium e E.coli e da bactéria gram positiva S. 

aureus. Triplicatas  das soluções contendo  bactérias  foram colocadas  em contato 

direto com a enzima, suspensas em meio de crescimento bacteriano (Luria Broth-LB) 

e duas horas após as soluções foram aliquotadas em placas contendo TSA, para a 

contagem de UFC. (A) representa a solução de 105 S. Typhimurium / ml, com e sem 

rPAF-AH (20 ug / ml). (B) representa a solução de 105  Escherichia coli  / ml, com e 

sem rPAF-AH (20 ug / ml). (C) representa a solução de 105 S. aureus / ml, com e sem 

rPAF-AH (20 ug / ml). Os gráficos representam três experimentos diferentes, e as 

linhas horizontais representam a média da contagem de UFC. 
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Figura 7.7- O PAF e o liso-PAF não possuem efeito direto sobre o crescimento 
bacteriano. Triplicatas  das  soluções  contendo  105 bactérias  S.Typhimurim  foram 

colocadas  em  contato  direto  com  o  PAF  (500ng/ml)  ou  liso-PAF  (485ug/ml), 

suspensas em meio de crescimento bacteriano (LB) e duas horas após as soluções 

foram aliquotadas em placas contendo TSA, para a contagem de UFC.  O gráfico 

representa três experimentos diferentes, e as linhas horizontais representam a média 

da contagem de UFC.
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7.6-  O  MCP-1/CCL2  tem  um  papel  importante  na  melhor  eliminação  de 
bactérias conferida aos animais tratados com a rPAF-AH

Nosso grupo  demonstrou  que  o  tratamento  com a rPAF-AH aumentou os 

níveis da quimiocina MCP-1/CCL2 (Gomes e cols., 2006a). Em outro estudo nosso 

grupo mostrou que a quimiocina  MCP-1/CCL2 tem um papel  protetor  na  sepse, 

aumentando  a  sobrevida  dos  animais  e  favorecendo  um balanço  dos  níveis  de 

citocinas pró e antiinflamatórias (Gomes e cols., 2006a; Gomes e cols., 2006b). Uma 

vez  que o  MCP-1/CCL2 aumenta  a  sobrevida  dos animais  submetidos ao  CLP, 

resolvemos  analisar  a  participação  do  MCP-1/CCL2  na  melhor  eliminação  de 

bactérias. Para isso, animais foram pré-tratados com anticorpo anti-MCP-1/CCL2 (10 

ug / ml) e 1 hora após submetidos ao CLP e podemos observar aumento do número 

de UFC quando comparamos ao grupo de animais não tratados (Figura 7.8). Uma 

vez  que  a  ação  biológica  do  MCP-1/CCL2  é  importante  para  o  processo  de 

eliminação bacteriana,  resolvemos verificar  se  o  tratamento  com o MCP-1/CCL2 

recombinante (rMCP-1/CCL2) aumentaria a eliminação bacteriana por macrófagos 

peritoneais. Fizemos uma cultura de macrófagos peritoneais tratados com anticorpo 

anti-MCP-1/CCL2 (10 ug /  ml)  (Figura 7.9)  ou com rMCP-1/CCL2 (100 ng /  ml) 

(Figura  7.10)  ou  e  uma  hora  após  estimulados  com  a  bactéria  E.coli.  O 

sobrenadante da cultura foi alíquotado em placas contendo TSA para contagem de 

UFC. Como podemos observar o tratamento com rMCP-1/CCL2 reduz o número de 

UFC no sobrenadante da cultura de macrófagos estimulados com as bactérias E.coli  

(Figura 7.10) e esse aumento da eliminação bacteriana não é observado após o 

tratamento  com  o  anticorpo  anti-MCP-1/CCL2  no  sobrenadante  da  cultura  de 

macrófagos estimulados com  E. coli,  que possuem aumento do número de UFC 

quando comparamos com o grupo estimulado com a E.coli  não tratado com o anti-

MCP-1/CCL2 (Figuras 7.9).

Com  base  nesses  dados,  avaliamos  o  papel  do  MCP-1/CCL2  na  maior 

eliminação  bacteriana  observada  após  o  tratamento  com a  rPAF-AH.  Para  isso, 

submetemos  ao  CLP  animais  geneticamente  deficientes  do  receptor  do  MCP-

1/CCL2 (CCR2-/-),  tratamos com a rPAF-AH e fizemos a  contagem de UFC na 

cavidade peritoneal (Figura 7.11). O grupo de animais CCR2-/- submetidos ao CLP 

possui aumento do número de UFC e quando esses animais foram tratados com a 

rPAF-AH não observamos redução do número de UFC. Esse resultado sugere a 
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participação do  MCP-1/CCL2  na melhor eliminação bacteriana observada após o 

tratamento com a rPAF-AH. 
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Figura 7.8- A neutralização do MCP-1/CCL2 reduz a eliminação de bactérias na 
cavidade peritoneal de animais submetidos ao CLP. Os animais foram tratados 

com anti-MCP-1/CCL2 (10 ng /  Kg) e uma hora após, submetidos ao CLP. Seis 

horas após, os animais tiveram suas cavidades peritoneais lavadas para a contagem 

de UFC.   Os grupos experimentais  consistem de 5 animais no grupo CLP e  5 

animais no grupo CLP+anti-MCP-1/CCL2, sendo representado um experimento de 

três  realizados  com  resultados  similares.  O  asterisco  (*)  representa  diferença 

estatisticamente  significativa  entre  o  grupo  CLP+anti-MCP-1/CCL2  quando 

comparado com o grupo CLP, com um P≤0,05 (teste T-Student).
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Figura  7.9-  A  neutralização  do  MCP-1/CCL2  reduz  a  eliminação  da  bactéria 
E.coli por macrófagos peritoneais.  Macrófagos peritoneais de animais Swiss foram 

tratados com anti-MCP-1/CCL2 (10 ng / ml) e uma hora após estimulados com E.coli  

(105 bact. / ml).  Meia hora após o sobrenadante foi aliquotado em placas contendo 

TSA, para a contagem de UFC. O gráfico representa três experimentos diferentes, e 

as linhas horizontais  representam a média da contagem de UFC.  O asterisco  (*) 

representa diferença estatisticamente significativa no grupo E.coli+anti-MCP-1/CCL2 

quando comparado com o grupo E.coli, com um P≤0,05 (teste T-Student).
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Figura  7.10-  O  MCP-1/CCL2  aumenta  a  eliminação  da  bactéria  E.  coli  por 
macrófagos peritoneais. Os macrófagos peritoneais provenientes de animais Swiss 

foram plaqueados em placa de 24 poços (106  Céls.  /  poço),  tratados com rMCP-

1/CCL2 (100 ng / ml) e uma hora após estimulados com E.coli (105 bact. / ml) por 30 

minutos. Em seguida, o sobrenadante foi aliquotado em placas contendo TSA, para a 

contagem do UFC. O asterisco (*) representa diferença estatisticamente significativa 

do grupo E.coli+MCP-1/CCL2 quando comparado com o grupo E.coli, com um P≤0,05 

(teste T-Student).
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Figura 7.11- O tratamento com a rPAF-AH não foi capaz aumentar a eliminação 
bacteriana de animais geneticamente deficientes para o MCP-1/CCL2 (CCR2-/-) 
submetidos ao CLP.  Animais C57Bl6 (“background genético”)  e animais CCR2-/- 

foram submetidos ao CLP e 15 minutos depois tratados com a rPAF-AH (1 mg / kg, 

i.p). Após 6 horas, os animais foram sacrificados, o lavado peritoneal recolhido para 

contagem  do  número  de  unidades  formadoras  de  colônia  (UFC).  Os  grupos 

experimentais consistem de 6 animais, sendo representado um experimento de três 

realizados  com  resultados  similares.  O  asterisco  (*)  representa  diferença 

estatisticamente significativa quando do grupo C57Bl6+rPAF-AH comparado com o 

grupo  C57Bl6,  com  um  P≤0,05  (teste  T-Student).  O  (+)  representa  diferença 

estatisticamente significativa quando do grupo CCR2 -/- +rPAF-AH comparado com o 

grupo C57Bl6+rPAF-AH, com um P≤0,05 (teste T-Student).
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Um  estudo  realizado  por  Speyer  e  cols.  (2004)  demonstrou  que 

polimorfonucleares de camundongos sépticos (CLP) expressam CCR2, o que torna 

o  MCP-1/CCL2  quimiotático  para  neutrófilos.  Para  averiguar  se  o  MCP-1/CCL2 

também  influencia  a  eliminação  bacteriana  mediada  por  neutrófilos,  fizemos  a 

contagem  do  UFC  do  sobrenadante  de  neutrófilos  provenientes  de  animais 

geneticamente  deficientes  para  o  CCR2  (CCR2-/-)  estimulados  com  E.coli.  Os 

neutrófilos peritoneais de animais geneticamente deficientes para o CCR2 possuem 

aumento do número de UFC quando comparamos com o grupo de animais C67bl6. 

(Figura  7.12),  o  que  indica  que  o  MCP-1/CCL2  pode  ter  papel  importante  no 

aumento da eliminação de bactérias via neutrófilos.  No entanto, são necessários 

mais ensaios para confirmar essa hipótese.
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Figura 7.12- Aumento do número de UFC na cultura de neutrófilos provenientes 
de  animais  geneticamente  deficientes  para  o  CCR2  quando  comparados 
neutrófilos de animais C57Bl6. Neutrófilos peritoneais de animais C57Bl6 e CCR2-/- 

foram isolados através de gradiente de percoll, plaqueados em placas de 24 poços 

(106 céls. / poço) e estimulados com a bactéria E. coli (105  bact. / ml). Meia hora após 

o sobrenadante foi aliquotado em placas contendo TSA, para a contagem do UFC. As 

linhas horizontais representam a média da contagem de UFC.
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7.7-  O  tratamento  com  a  enzima  rPAF-AH  aumenta  os  níveis  de  nitrito  na 
cavidade peritoneal de animais submetidos ao CLP e o óxido nítrico tem um 
papel importante na eliminação de bactérias

O óxido nítrico é um mediador importante envolvido na eliminação bacteriana. 

O  peroxidonitrito,  produto  da  reação  do  NO  com  o  ânion  superóxido,  promove 

peroxidação dos lipídios  de membrana de agentes invasores (alterando assim a 

permeabilidade  das  membranas  celulares),  inibição  de  funções  mitocondriais  no 

microorganismo, bem como a fragmentação do DNA bacteriano, que culmina com a 

morte celular (Hauser e cols., 2005). Para analisar a participação do óxido nítrico na 

melhor  eliminação  bacteriana,  submetemos  animais  ao  CLP e  tratamos  com  L-

NAME 2 horas após. O L- NAME é um análogo da arginina que inibe a síntese de 

NO e como podemos visualizar na figura 7.13, o tratamento aumentou o número de 

UFC na cavidade peritoneal  dos animais submetidos ao CLP,  o que confirma a 

importância  do  NO  na  degradação  de  bactérias,  que  já  está  bem  descrita  na 

literatura. 

Sabendo que o tratamento com a enzima rPAF-AH aumenta a eliminação 

bacteriana, resolvemos então dosar os níveis de nitrito na cavidade peritoneal de 

animais submetidos ao CLP e tratados com a rPAF-AH. Como podemos observar na 

figura 7.14, o tratamento com a rPAF-AH induz um aumento nos níveis de nitrito no 

lavado peritoneal de animais submetidos ao CLP. 
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Figura 7.13- A inibição da síntese de óxido nítrico aumenta a proliferação de 
bactérias na cavidade peritoneal  de animais submetidos ao CLP.  Os animais 

Swiss foram submetidos ao CLP e 2 horas após tratados com L-NAME (10 mg / kg-  

i.p.). Após 6 horas, os animais foram sacrificados, o lavado peritoneal recolhido para 

contagem  do  número  de  unidades  formadoras  de  colônia  (UFC).  Os  grupos 

experimentais consistem de 5 animais para o grupo CLP e 10 para o grupo CLP+L-

NAME,  sendo  representado  um  experimento  de  dois  realizados  com  resultados 

similares. A linha horizontal corresponde a média da contagem do UFC. O asterisco 

(*)  representa  diferença estatisticamente  significativa  entre  o  grupo CLP+L-NAME 

quando comparado com o grupo CLP+veículo, com um P≤0,05 (teste T-Student).
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Figura 7.14- O tratamento com a rPAF-AH aumenta os níveis de nitrito na 
cavidade peritoneal de animais 6 horas após o CLP.  Os animais foram 

submetidos ao CLP e 15 minutos depois tratados com a rPAF-AH (1 mg / kg- 

i.p.).  Após  6  horas,  os  animais  foram  sacrificados,  o  lavado  peritoneal 

recolhido  para  dosagem  de  nitrito,  pelo  método  de  Griess.  Os  grupos 

experimentais consistem de 6 animais, sendo representado um experimento 

de  três  realizados  com  resultados  similares.  O  asterisco  (*)  representa 

diferença estatisticamente significativa entre o grupo CLP+rPAF-AH quando 

comparado com o grupo CLP+Veículo, com um P≤0,05 (teste T-Student).
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Além disso, submetemos animais geneticamente deficientes para a enzima 

iNOS (animais iNOS-/-) ao CLP e tratamos os animais com a enzima rPAF-AH. Os 

animais iNOS-/- possuem aumento do número de UFC e a rPAF-AH não reduzir o 

número de UFC nesses animais (iNOS-/-)  (Figura 7.15).  Sugerindo então que a 

rPAF-AH,  através da maior  produção de NO na cavidade peritoneal,  aumenta  a 

eliminação de bactérias.

7.8- O tratamento com a rPAF-AH aumenta a síntese de interferon-gama (IFN-γ) 
na cavidade peritoneal dos animais seis horas após o CLP 

Como a rPAF-AH aumenta a eliminação de bactérias via produção de óxido 

nítrico,  resolvemos dosar  os  níveis  de  IFN-γ  na  cavidade  peritoneal  de  animais 

tratados com a rPAF-AH, uma vez que o IFN-γ aumenta a expressão da iNOS, que é 

a enzima responsável pela síntese do óxido nítrico (Sheffler e cols., 1995). Para isso 

animais submetidos ao CLP e tratados com a rPAF-AH, tiveram suas cavidades 

peritoneais lavadas e os níveis de IFN-γ foram dosados através de método ELISA. 

Como podemos observar, o tratamento com a rPAF-AH aumenta os níveis de IFN-γ 

seis horas após o CLP (Figura 7.16). 

46



C57BL-6
C57BL-6 + PAF-AH
iNOS -/-
iNOS -/- + PAF-AH

0

50

100

150

200

CFU (10
3 /ml)

*

+

Figura  7.15-  Aumento  do  número  de  UFC  na  cavidade  peritoneal  de 
animais  geneticamente  deficientes  para  iNOS (iNOS-/-)  mesmo  após  o 
tratamento  com rPAF-AH. Os  animais  selvagens  (C57BL6)  e  animais  iNOS-/- 

foram submetidos ao CLP e 15 minutos depois tratados com a rPAF-AH (1 mg / kg- 

i.p.). Após 6 horas, os animais foram sacrificados, o lavado peritoneal recolhido para 

contagem  do  número  de  unidades  formadoras  de  colônia  (UFC).  Os  grupos 

experimentais consistem de 6 animais, sendo representado um experimento de dois 

realizados  com resultados  similares.  A  linha  horizontal  corresponde  a  média  da 

contagem do UFC. O asterisco (*) representa diferença estatisticamente significativa 

do grupo C57BL-6+rPAF-AH quando comparado com o grupo controle não-tratado 

(C57Bl6),  com  um  P≤0,05  (teste  T-Student).  O  (+)  representa  diferença 

estatisticamente significativa  do grupo iNOS+rPAF-AH quando comparado com o 

grupo C57Bl6+PAF-AH, com um P≤0,05  (teste T-Student). 
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Figura  7.16-  O  tratamento  com  a  rPAF-AH  aumenta  os  níveis  de  IFN-γ  na 
cavidade  peritoneal  de  animais  6  horas  após  o  CLP.  Os  animais  foram 

submetidos ao CLP e 15 minutos depois tratados com a rPAF-AH (1 mg / kg, i.p).  

Após 6 horas, os animais foram sacrificados e o lavado peritoneal foi recolhido para 

a  dosagem  de  IFN-γ  através  do  método  ELISA.  Os  dados  representam  três 

experimentos  diferentes.  O  asterístico  (*)  representa  diferença  estatisticamente 

significativa  do  grupo  CLP+rPAF-AH  quando  comparamos  com  o  grupo  CLP 

(P≤0,05).
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7.9- O MCP-1/CCL2 aumenta a síntese de Óxido Nítrico

Dados  do  nosso  laboratório  demonstram  que  em  cultura  de  macrófagos 

peritoneais o MCP-1/CCL2 age em sinergismo com IFN-γ (Dado não mostrado). 

Além disso, macrófagos de animais genéticamente deficientes para o MCP-1/CCL2 

estimulados  com  LPS,  IFN-γ  e  LPS+  IFN-γ,  produzem  menos  NO,  quando 

comparamos macrófagos provenientes  de animais  C57Bl6  (Dado não mostrado). 

Como o NO e o MCP-1/CCL2 são importantes para a eliminação bacteriana e estão 

aumentados após o tratamento com a enzima rPAF-AH, resolvemos verificar se há 

uma correlação entre esses dois mediadores. Para isso, analisamos os níveis de 

nitrito  no sobrenadante  da cultura de macrófagos peritoneais estimulados com o 

rMCP-1/CCL2 e com a rPAF-AH. Observamos que macrófagos peritoneais tratados 

com rMCP-1/CCL2 e rPAF-AH simultaneamente produzem níveis elevados de óxido 

nítrico, após o estímulo com a bactéria E.coli (Figura 7.17). 
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Figura  7.17-  O  MCP-1/CCL2  atua  de  forma  cooperativa  com  a  rPAF-AH, 
aumentando significativamente os níveis de nitrito liberados por macrófagos 
peritoneais após o estímulo com a bactéria E. coli. Macrófagos peritoneais foram 

incubados com rMCP-1/CCL2 (100 ng / ml) e rPAF-AH (0,025 mg / poço) ou ambos 

e estimulados com E. coli (105 bact./poço). Após 24 horas, o sobrenadante da cultura 

foi obtido para determinação dos níveis de nitrito através do ensaio de Griess. Os 

dados representam três experimentos diferentes (média  + EPM). O asterístico (*) 

representa diferença estatísticamente significativa do grupo E.coli+rPAF-AH+rMCP-

1/CCL2 quando comparamos com o grupo E.coli (P≤0,05).
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8. DISCUSSÃO

Dentre os mediadores lipídicos liberados durante a sepse,  o PAF tem um 

papel central na interação entre as células do sistema imune, aumentando a adesão 

de  leucócitos  às  células  endoteliais,  agindo  em  sinergia  com  P-selectinas  ou 

induzindo  a  expressão  de  β2  integrinas  (CD11/CD18),  além  de  aumentar  a 

polarização, a liberação de enzimas granulares e a redistribuição dos ligantes de 

superfície  em  leucócitos.  Adicionalmente  o  PAF  pode  propagar  a  resposta 

inflamatória,  decorrente  da  maior  expressão  de  TLR-4  e  NF-kB  em macrófagos 

(Kuijpers e cols.,  2001;  Lorant  e cols.,  1995;  Prescott  e cols.,  2000).  Estratégias 

terapêuticas estão sendo desenvolvidas na tentativa de antagonizar ou inativar esse 

fosfolipídeo  e  conseqüentemente  reduzir  seus  efeitos  biológicos,  onde  podemos 

ressaltar a utilização de antagonistas do receptor do PAF, que competem com o 

PAF pelo sítio de ligação do seu receptor, assim como a administração da enzima 

rPAF-AH, que hidrolisa e inativa o PAF. O estudo clínico de fase II,  envolvendo 

pacientes com sepse severa com foco pulmonar principalmente, demonstrou que o 

tratamento com a rPAF-AH (1mg/Kg) foi associado com a redução da incidência de 

disfunção orgânica múltipla,  com conseqüente aumento da sobrevida (Schuster e 

cols.,  2003).  Já  em  um  estudo  de  fase  III,  que  compreendeu  2522  pacientes 

internados em 146 Unidades de Terapia Intensiva de 9 países da América do Norte, 

Europa,  Israel  e  África  do  Sul,  com sepse  severa  de  diversas  origens,  o  efeito 

protetor da rPAF-AH não foi observado (Opal e cols., 2004). O ponto negativo desse 

estudo foi  que os pesquisadores não verificaram a atividade da rPAF-AH nesses 

pacientes, análise que foi realizada durante o estudo de fase IIb. Esse conhecimento 

é importante,  pois  seriam selecionados os pacientes com a atividade da enzima 

reduzida, que poderiam ser favorecidos pelo tratamento. Outro fator que explicaria o 

motivo pelo qual esse estudo não obteve resultados positivos seria que os ensaios 

clínicos foram realizados antes dos experimentos na bancada, que são necessários 

para caracterização do mecanismo de ação da droga, se a mesma possui efeitos 

colaterais,  para quais tipos de bactérias ela se mostra mais eficaz e a partir  daí 

direcionar o tratamento àqueles pacientes em que a administração da enzima rPAF-

AH seria benéfica.
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Em 2006, o nosso grupo de pesquisa publicou o primeiro artigo envolvendo 

experimentos de bancada, onde tratamento com a rPAF-AH aumentou a sobrevida 

dos animais com peritonite polimicrobiana gerada pelo CLP e esse efeito protetor 

está relacionado com o balanço da resposta inflamatória, marcado pela redução dos 

níveis de IL-6 e MIF e aumento de MCP-1/CCL2 e IL-10 (Gomes e cols., 2006a). 

Como a rPAF-AH aumenta a sobrevida dos animais submetidos ao CLP e já foi 

descrito que ela promove um balanço da resposta inflamatória resolvemos analisar  

se a rPAF-AH aumenta também a eliminação bacteriana. O CLP foi o modelo de 

escolha para este estudo, pois é clinicamente relevante por simular a diverticulite  

perfurada e a ruptura de apêndice cecal (Buras e cols., 2005). Nesse modelo ocorre 

o  desenvolvimento  de  peritonite  polimicrobiana  associado  à  translocação  de 

bactérias da flora intestinal para o sangue (Wichterman e cols., 1980). O tratamento 

com a rPAF-AH aumenta a eliminação de bactérias tanto na cavidade peritoneal 6 

horas após o CLP (Figura 7.1), quanto no sangue 24 horas após o CLP (Figura 
7.2). Esses resultados sugerem que a rPAF-AH pode ser uma estratégia terapêutica 

importante,  pois  aumenta  a  eliminação  de  bactérias  tanto  no  foco  da  infecção 

(cavidade peritoneal), quanto atua de forma sistêmica reduzindo o número de UFC 

no  sangue  dos  animais  submetidos  ao  CLP  e  esse  aumento  da  eliminação 

bacteriana também foi observado na cavidade peritoneal de animais 6 horas após o 

desafio com a bactéria S. Typhimurium (Figura 7.3). 

Nós demonstramos que a melhor eliminação de bactérias foi decorrente da 

inibição da atividade biológica do PAF, uma vez que animais pré-tratados com o 

SR27417 (antagonista do receptor do PAF) submetidos ao CLP possuem aumento 

da eliminação de bactérias (Figura 7.4). O SR27417 se mostrou eficaz durante o 

pré-tratamento, mas novos estudos são necessários para confirmar se ele é eficaz 

também  durante  o  pós-tratamento.  Dados  na  literatura  sobre  a  utilização  de 

antagonistas  do  PAF  são  controversos.  Alguns  estudos  demonstram  que  os 

antagonistas do PAF podem atuar como agonistas parciais (como o  SRI 63-441, 

CV 3988,  WEB 2170,  WEB 2086,  entre outros),  induzindo efeitos decorrentes da 

ativação do receptor  do  PAF (Chen e  cols.,  1992;  Hu e  cols.,  1993),  como por 

exemplo, a indução da vasoconstricção (Chen e cols., 1992; Hu e cols., 1993). Por 

isso, os ensaios atuais têm focado na utilização da enzima rPAF-AH. Nosso grupo 

demonstrou que a rPAF-AH possuiu eficácia tanto 15 minutos quanto 6 horas após o 
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CLP (Gomes e cols.,  2006a),  o que a torna clinicamente viável,  por  permitir  um 

tratamento pós-diagnóstico de sepse. 

A  rPAF-AH  reduz  a  migração  de  neutrófilos  para  a  cavidade  peritoneal 

(Gomes e cols., 2006a), mas não altera o número de mononucleares na cavidade 

(Gomes, 2006), que pode ser explicado pelo aumento dos níveis de MCP-1/CCL2 

(Gomes e cols., 2006a). Como o perfil celular na cavidade peritoneal dos animais 

submetidos ao CLP após o tratamento com a rPAF-AH é composto principalmente 

por  células  mononucleares,  resolvemos  investigar  o  papel  dos  macrófagos  no 

processo  de  eliminação  bacteriana.  O  tratamento  com  a  rPAF-AH  aumenta  a 

eliminação  bacteriana  na  cultura  de  macrófagos  peritoneais  estimulados  com  a 

E.coli (Figura 7.5). 

A redução do crescimento bacteriano observada após o tratamento com a 

rPAF-AH pode ser decorrente da inativação do PAF, uma vez que nosso grupo de 

pesquisa  observou que macrófagos peritoneais tratados com PAF e estimulados 

com E. coli possuem redução da eliminação bacteriana (dado não mostrado). E esse 

dado já foi descrito na literatura, onde Zaitseva e cols. (1998), observaram que o 

PAF reduziu a atividade fagocítica de macrófagos obtidos de animais desafiados 

com  LPS  (proveniente  de  Pseudomonas  aeruginosa).  Então  quando  a  célula  é 

ativada  pelo  LPS,  ela  produz  diversos  mediadores,  dentre  eles  o  PAF.  Quando 

essas células entram em contato novamente com o PAF, elas se tornam anérgicas. 

Esta hipótese foi confirmada nesse mesmo estudo, onde macrófagos provenientes 

de animais tratados com PAF reestimulados com o PAF in vitro possuem redução da 

atividade  fagocítica.  A  redução  da  atividade  fagocítica  pode  ocorrer  devido  à 

redução da expressão do receptor do PAF, bem como pela redução da afinidade 

deste fosfolipídeo ao seu receptor. O processo de anergia também ocorre devido à 

dessensibilização heteróloga, onde fator de transferência liberado por um tipo de 

macrófago tornaria macrófagos residentes em outros tecidos hiporresponsivos ao 

PAF, com redução da fagocitose. Isso também foi observado por Zaitseva e cols. 

(1998), no qual macrófagos peritoneais expostos a fatores de transferência liberados 

por macrófagos esplênicos e tratados com o PAF possuem redução da atividade 

fagocítica.  Esses  fatores  de  transferências  se  ligam  aos  antígenos  de  maneira 

específica (memória imunológica) e transmitem a informação imunológica de uma 

célula  ativada  a  uma  célula  naive (Rosenfeld  e  Dressler,  1974),  aumentando  a 

síntese de citocinas (Kirkpatrick, 1993). 
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A rPAF-AH aumenta a eliminação de bactérias tanto na cavidade peritoneal e 

no  sangue  de  animais  submetidos  ao  CLP  quanto  na  cultura  de  macrófagos 

peritoneais estimulados com a  E.coli. Nossos resultados sugerem que essa maior 

eliminação de bactérias não é decorrente da ação direta da rPAF-AH (figura 7.6), do 

PAF ou do liso-PAF sobre o crescimento bacteriano (Figura 7.7). Não está descrito 

na literatura se a rPAF-AH influencia de forma direta o crescimento bacteriano, no 

entanto um estudo realizado por Seo e cols.  (2006) demonstrou que a rPAF-AH 

hidrolisa e inativa fosfolipídeos “PAF-like” como o ácido lipoteicoico (LTA) ancorado 

à  parede  de  bactérias  gram  positivas,  uma  vez  que  bactérias  gram-positivas 

Streptococcus mutans e Streptococus do grupo B colocadas em contato direto com 

a rPAF-AH não foram hábeis em ativar macrófagos, tanto de camundongos quanto 

de humanos. 

O MCP-1/CCL2 possui um papel importante no processo de eliminação de 

bactérias  mediado  pela  rPAF-AH,  onde animais  pré-tratados  com anticorpo  anti-

MCP-1/CCL2 e submetidos CLP,  possuem aumento do número de UFC (Figura 
7.8).  Quando  os  macrófagos  peritoneais  foram  tratados  com  MCP-1/CCL2  e 

estimulados com E.coli (Figura 7.10) observamos melhor eliminação bacteriana, que 

foi inibida quando macrófagos estimulados com a  E.coli foram pré-tratados com o 

anti-MCP-1/CCL2  (Figura  7.9).  Analisamos  a  participação  do  MCP-1/CCL2  na 

elminação de bactérias, uma vez que nós anteriormente demonstramos que o MCP-

1/CCL2 está aumentado após o tratamento com a enzima rPAF-AH (Gomes e cols., 

2006a). Em animais geneticamente deficientes para o CCR2 e submetidos ao CLP, 

a rPAF-AH não foi  capaz de aumentar  a  eliminação de bactérias (Figura  7.11). 

Adicionalmente.  Em outro  estudo  demonstramos  que  o  papel  protetor  do  MCP-

1/CCL2, que foi capaz de modular a resposta inflamatória de animais submetidos ao 

CLP, reduzindo os níveis de MIF, IL-6 e KC, e aumentando os níveis da citocina 

antiinflamatória,  a  IL-10  (Gomes  e  cols.,  2006b).  Feterowski  e  cols.  (2004) 

demonstraram que  na  sepse  severa,  induzida  por  CASP,  a  ativação  da  via  de 

sinalização do CCR2 inibe a síntese de IL-10, reduzindo assim a imunossupressão 

mediada por esta citocina,  favorecendo a morte de bactérias.  Nossos resultados 

também demonstraram o efeito desta quimiocina sobre a degradação bacteriana, no 

entanto  observamos  que  o  MCP-1/CCL2  aumenta  os  níveis  de  IL-10.  O  MCP-

1/CCL2 também tem um papel importante na regulação da eliminação de bactérias 
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por  neutrófilos,  como  demonstrado  na  figura  7.12. Neutrófilos  provenientes  de 

animais geneticamente deficientes para o CCR2 estimulados com E.coli,  possuem 

aumento  do  número  de  UFC.  No  entanto,  novos  ensaios  são  necessários  para 

comprovar essa hipótese. Dados da literatura descrevem a ação direta do MCP-

1/CCL2  sobre  neutrófilos,  aumentando  a  atividade  da  mieloperoxidase  e  o 

recrutamento de neutrófilos (Ramnath e cols.,  2008),  de forma direta ou indireta, 

através da produção de leucotrieno B4  (Matsukawa e cols., 1999). O leucotrieno B4 

aumenta o número de neutrófilos no sítio de infecção e a eliminação bacterianade 

microorganismos (Rios-Santos  e  cols.,  2003).  No entanto,  Winter  e  cols.  (2009), 

associam o  efeito  protetor  do  MCP-1/CCL2  com o  recrutamento  preferencial  de 

macrófagos e células dendríticas para o local da infecção. Gomes e cols. (2006a) 

também sugerem que o MCP-1/CCL2 regula o perfil celular na cavidade peritoneal 

de animais com sepse, ao observarem uma redução no número de mononucleares 

na  cavidade  abdominal  associado  ao  aumento  da  migração  de  neutrófilos  em 

animais genéticamente deficientes para o CCR2.

Como a rPAF-AH não possui efeito direto sobre o crescimento bacteriano, a 

melhor eliminação de bactérias envolve a produção de mediadores pelos leucócitos. 

Nós  demonstramos  que  o  NO  tem  participação  na  redução  do  crescimento 

bacteriano,  uma vez que o tratamento com L-NAME (inibidor  da síntese de NO) 

reduziu a eliminação de bactérias (Figura 7.13). Adicionalmente nós demonstramos 

que o tratamento com a rPAF-AH aumenta os níveis de nitrito na cavidade peritoneal 

de animais submetidos ao CLP (Figura 7.14). Corroborando a participação do NO 

na  melhor  eliminação  de  bactérias  nós  demonstramos  que  em  animais 

geneticamente deficientes para iNOS, o tratamento com a rPAF-AH não foi capaz de 

reduzir o número de UFC na cavidade peritoneal  (Figura 7.15),  indicando que a 

melhor  eliminação de bactérias  observada após o tratamento  com a rPAF-AH é 

dependente da produção de NO. O efeito microbicida do NO já está bem descrito na 

literatura. O NO atua: na redução da replicação do DNA bacteriano; no aumento da 

síntese  espécies  oxidantes  reativas  como  o  peroxidonitrito;  em  sinergismo  com 

radical  hidroxila  levando  a  degradação  da  fita  dupla  de  DNA;  inibindo  de 

metaloenzimas antioxidantes, como a catalase, a qual eleva os níveis de peróxido 

de  hidrogênio  e  do  radical  hidroxila  (De  Groote  e  cols.,  1995).  Quando  o  NO 

encontra-se em níveis exacerbados no curso da sepse, ele pode ter efeitos 
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sistêmicos  e  está  envolvido  com  a  disfunção  da  microcirculação  hepática, 

vasodilatação sistêmica e a depressão miocárdica, que leva o indivíduo ao choque 

(Duke e cols., 1997; Eum e cols., 2007). No entanto, em nosso estudo observamos 

um aumento de nitrito apenas na cavidade abdominal dos animais tratados com a 

rPAF-AH e esse aumento de nitrito no local da infecção parece favorecer a melhor 

eliminação de bactérias.

Nós  sugerimos  também que  a  maior  produção  de  NO observada  após  o 

tratamento com a rPAF-AH 6 horas após o CLP pode ser decorrente do aumento 

dos  níveis  de  IFN-γ  na  cavidade  peritoneal  dos  animais  (Figura  7.16)  e  essa 

hipótese está de acordo com dados descritos na literatura, que demonstram que o 

IFN-γ aumenta a expressão da iNOS, e consequentemente a produção de óxido 

nítrico (MacMicking e cols., 1997). Adicionalmente o IFN-γ induz a maior expressão 

da argininosuccinato sintase, que leva a formação da L-arginina (substrato da iNOS) 

(Nussler  e  cols.,  1994).  O  IFN-γ  também  tem  um  papel  é  importante  para  a 

montagem  da  resposta  imune  inata  (Qiu  e  cols.,  2001),  ativando  mecanismos 

bactericidas (aumentando a apresentação de antígenos e a fagocitose) (Seki, 2000) 

e mecanismos tumoricidas (Douvas e cols., 1985; Young, 1996). 

Algumas evidências sugerem que o MCP-1/CCL2 aumenta a  síntese de NO. 

Dados do nosso laboratório demonstraram que macrófagos peritoneais estimulados 

com rMCP-1/CCL2 concomitantemente com o INF-γ produzem níveis mais elevados 

de NO (dado não mostrado). Além disso, nosso grupo observou que os macrófagos 

peritoneais provenientes de animais geneticamente deficientes para a quimiocina 

MCP-1/CCL2  (MCP-1/CCL2-/-),  produzem  níveis  significativamente  reduzidos  de 

nitrito quando estimulados com LPS, IFN-γ ou ambos (dado não mostrado). O MCP-

1/CCL2 pode agir em cooperação com a rPAF-AH, aumentando a síntese de NO 

(Figura 7.17). A participação do MCP-1/CCL2 na indução da síntese de NO já foi 

sugerida por alguns autores. Okuma e cols. (2006) descreveram que o MCP-1/CCL2 

reduz a injúria pulmonar aguda induzida pela hiperóxia via produção de óxido nítrico. 

Biswas  e  cols.  (2001)  observaram  que  a  via  de  sinalização  do  MCP-1/CCL2 

envolvida com a produção de NO por macrófagos peritoneais, envolve a quinase 

fosfatidilinositol-3 (PI3K),  a  proteína quinase C,  e  as MAPK p42/44,  além de ser 

regulada pela via cálcio/calmodulina. A ativação da via da PI3 quinase/AKT confere 

proteção durante a sepse, com redução dos níveis de IL-6, TNF-α, e IL-10 seis horas 
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após o CLP e aumento da atividade oxidativa e a fagocitose de neutrófilos via C5a 

(Wrann e cols.,  2007).  A ativação desta via  poderia explicar  o efeito  protetor  do 

MCP-1/CCL2. Adicionalmente, alguns autores relatam que o óxido nítrico também 

tem um papel  importante  na modulação da expressão de MCP-1/CCL2 (Tsao e 

cols.,  1997;  Zeiher  e  cols.,  1995)  e  essa regulação pode ocorrer  em virtude da 

regulação do NFkB (Korhonen e cols., 2005).  

Durante  a  sepse  os  níveis  de  PAF  encontram-se  aumentados,  devido  à 

redução da atividade da enzima PAF-AH e isso parece impactar no desfecho de 

animais com sepse (Gomes e cols., 2006a). A PAF-AH leva a inativação do PAF, 

modulando a resposta inflamatória durante o processo infeccioso, aumentando os 

níveis  de  mediadores  antiinflamatórios  como  a  IL-10  e  o  MCP-1/CCL2/CCL-2  e 

reduzindo as citocinas pró-inflamatórias  KC, IL-6,  TNF-α e  MIF.  A rPAF-AH não 

possui efeito direto sobre a proliferação bacteriana e essa modulação da resposta 

inflamatória é importante para o processo o controle da infecção, via produção de 

IFN-γ  e  MCP-1/CCL2,  que  aumentam  a  síntese  de  NO.  São  necessárias  mais 

investigações  para  esclarecer  a  via  de  sinalização  pelo  qual  o  MCP-1/CCL2 

aumenta a síntese de óxido nítrico e se há um sinergismo entre MCP-1/CCL2 e IFN-

γ durante o tratamento com a rPAF-AH. Com uma melhor eliminação bacteriana 

ocorre uma maior sobrevida dos animais tratados com a rPAF-AH. A rPAF-AH pode 

ser uma ferramenta importante utilizada no tratamento de pacientes sépticos, no 

entanto novos estudos são necessários para confirmar essa hipótese. 
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9. CONCLUSÃO

O tratamento com a rPAF-AH aumenta a eliminação bacteriana em animais 

submetidos ao modelo de sepse polimicrobiana. Essa melhor eliminação bacteriana 

também  é  observada  durante  a  infecção  pela  bactéria  gram  negativa  S. 

Typhimurium, bem como em macrófagos pré-tratados com a rPAF-AH e estimulados 

com a E. coli.

Quando colocamos a enzima rPAF-AH em contato direto com a bactéria, na 

ausência de células, observamos que essa enzima não possui efeito direto sobre o 

crescimento bacteriano. Uma vez que a rPAF-AH não possui efeito bactericida, essa 

melhor eliminação bacteriana é decorrente da produção de mediadores, como o IFN-

γ e o MCP-1/CCL2, que aumentam a síntese de óxido nítrico. 

A  rPAF-AH  pode  ser  uma  ferramenta  terapêutica  importante  utilizada  no 

tratamento  de  pacientes  sépticos,  pois  é  benéfica  tanto  durante  infecções 

polimicrobianas (CLP), bem como em infecções causadas por apenas um agente 

gram negativo (como a  E.coli e S.  Typhimurium). No entanto, novos estudos são 

necessários para definir as condições ideais onde este tratamento poderia beneficiar 

pacientes sépticos. 
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