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Resumo



TREVELIN, S.C. Papel do receptor toll-like 9 na faléncia de migragédo dos
neutrofilos na sepse. Dissertacdo de mestrado- Departamento de Farmacologia da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto- Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto,

SP.

O recrutamento de neutrofilos para o sitio da infeccdo € um evento crucial para o
combate aos microrganismos e sobrevivéncia na sepse. A migracdo destes
polimorfonucleares é dirigida através de um gradiente quimiotatico por meio do
reconhecimento de quimiocinas por receptores acoplados a proteina G (GPCRs), 0s
quais sao regulados por quinases especificas (GRKSs). Estudos prévios demonstraram
gue na sepse ocorre uma faléncia na migracédo de neutréfilos para o foco infeccioso em
funcdo da dessensibilizacdo de receptores quimiotaticos via GRKs induzida pela
ativacdo de receptores “toll-like” (TLRs), TLR2 e TLR4. Apesar de a auséncia de
TLR9 em ceélulas dendriticas ter sido relacionada a maior sobrevivéncia de
camundongos sépticos, o papel de TLR9 atuando diretamente em neutrofilos nao foi
avaliado. Objetivando preencher esta lacuna, prop6s-se avaliar o papel direto de TLR9
na faléncia de migracdo de neutréfilos na sepse. Os camundongos TLR9”" apresentaram
maior sobrevivéncia a sepse polimicrobiana avaliada por meio do modelo de ligadura e
perfuracdo do ceco (CLP). A deficiéncia de TLR9 também acarretou em aumento na
migracdo de neutrofilos para o foco da infeccdo, menor sequestro de neutréfilos no
pulmdo, bem como, menor numero de bactérias no lavado peritoneal e sangue. A
ativacdo de TLR9 por oligodeoxinucleotideo contendo o dinucleotideo CpG néo
metilado (ODN CpG) nos neutréfilos reduziu a quimiotaxia destes em direcdo a
guimiocina CXCL2 e expressdo do receptor quimiotadtico CXCR2. Além disso,

neutrofilos estimulados com ODN CpG apresentaram aumento na expressdo da quinase



tipo 2 relacionada a receptores acoplados a proteina G (GRK2). Dessa forma, a ativagao
de TLR9 em neutrdfilos circulantes no sangue é prejudicial na sepse por reduzir a
quimiotaxia destes para o foco da infeccéo ao induzir a dessensibilizagdo de CXCR2 via

GRK2.

Palavras chave: Ligadura e perfuracdo do ceco (CLP), polimorfonucleares, CXCR2,

GRKZ2, dessensibilizacdo, quimiotaxia, migracdo de neutrdfilos, receptor toll-like 9.



Abstract



TREVELIN, S.C. The role of toll-like receptor 9 on failure of neutrophil migration
during sepsis. Thesis (Master) — Department of Pharmacology of School of Medicine

of Ribeirdo Preto — University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, SP.

The recruitment of neutrophils to the site of infection is a crucial event for combating
the microorganisms and survival on sepsis. The neutrophil migration is directed by a
chemotactic gradient through the recognition of chemokines by G protein-coupled
receptors (GPCRs), which are regulated by specific kinases (GRKSs). Previous studies
have shown a failure of neutrophil migration into infectious focus on sepsis due to
chemotactic receptor desensitization via GRKs induced by activation of toll- like
receptors (TLRs), TLR2 and TLR4. Despite the absence of activation of TLR9 in
dendritic cells have been related to increase survival of septic mice, the role of TLR9
acting directly on neutrophils was not evaluated. We proposed to verify the direct role
of TLR9 in the failure of neutrophil migration on sepsis. The TLR9 knockout mice
(TLR9"') showed high survival to polymicrobial sepsis using cecal ligation and
puncture model (CLP). TLR9” mice had high neutrophil migration to the focus of
infection, low neutrophil sequestration in the lung, as well as, few bacteria in the
peritoneal exudates and blood. The activation of TLR9 by oligodeoxinucleotide
containing unmethylated dinucleotide CpG (CpG ODN) in neutrophils also reduced
chemotaxis toward CXCL2 and the expression of chemokine receptor CXCR2. In
addition, neutrophils stimulated with CpG ODN showed increased expression of kinase-
related G protein-coupled receptor type 2 (GRK2). Thus, the activation of TLR9 in
blood circulating neutrophils is harmful on sepsis by reducing their chemotaxis into the

site of the infection by inducing CXCR2 desensitization via GRK2.



Key words: Cecal ligation and puncture (CLP), polimorphonuclear, CXCR2, GRK2,

dessensitization, chemotaxis, neutrophil migration, toll-like-receptor 9.
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1.1 Importancia dos neutréfilos no combate a infecgao

~

Os neutrofilos sdo leucdcitos  polimorfonucleados — essenciais  no
funcionamento do sistema imunoldgico. Sob estimulo, expressam receptores de
membrana responsaveis pela aderéncia e migracdo através do endotélio vascular,
se dirigindo por quimiotaxia ao sitio da infeccdo. Apds o neutrdfilo realizar a
fagocitose, no interior do endolisossomo hé a morte do agente infeccioso por meio
de enzimas e agentes oxidantes (Janeway et al., 2007). Por serem a primeira linha
de defesa contra os microrganismos, qualquer falha no recrutamento dos
neutrdfilos esta associada a permanéncia da infeccgdo, invasdo do agente a corrente
circulatoria e reagdo inflamatoria sistémica culminando com a morte do individuo
(Brown et al.,, 2006). O entendimento das vias de ativagdo, sinalizagéo e
mobilizacdo dos neutrdfilos auxiliam identificar alvos terapéuticos para
seletivamente inibir ou ativar determinadas funcées (Zarbock e Ley, 2008).

Durante uma infeccdo ha liberacdo local e sistémica de mediadores
inflamatorios, tais como éxido nitrico, histamina e prostaglandinas (Rang et al.,
2007). Tais mediadores promovem vasodilatacdo e consequente redugdo na
velocidade do fluxo sanguineo que resulta no deslocamento dos neutréfilos para a
periferia dos vasos, fendmeno denominado marginacdo. Apds a marginacdo, ha o
rolamento dos neutrofilos, por meio da expressdo de receptores na membrana das
células endoteliais denominados selectinas, que interagem com grupos de
carboidratos especificos na superficie dos leucocitos (Alves-Filho et al., 2010Db).
Existem basicamente trés tipos de selectinas: endotelial (E), plaquetaria (P) e

leucocitaria (L). A P-selectina é sintetizada continuamente pelas células e
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secretada em granulos citoplasmaticos, enquanto a E-selectina é produzida
somente quando da inducgdo por citocinas tais como IL-1beta e TNF-alfa (Chandra
et al., 2006). Posterior ao rolamento da-se a adesdo firme entre o endotélio e 0s
leucdcitos mediada por integrinas. Este ultimo evento decorre da maior afinidade
entre o heterodimero constituido por alfa e B-integrinas dos leucdcitos com seus
respectivos ligantes no endotélio, tais como LFA-1, e VLA-4 pelos neutrofilos,
que interagem com ICAM e VCAM das células endoteliais (Abbas e Lichtman,

2005).

Apo0s a saida dos neutrdfilos dos vasos sanguineos, os mesmos se dirigem
para o foco da infec¢do guiados por um gradiente quimiotatico, o qual pode ser
formado por quimiocinas, leucotrieno B4 (LTB4), Cba (anafilatoxina) e
componentes bacterianos, como peptideos formilados (Janetopoulos e Firtel,
2008). Segundo Alves-Filho et al. (2009), os receptores para quimiocinas exercem
grande importancia no recrutamento de neutréfilos para o foco da infeccdo por
atuarem aumentando a afinidade entre integrinas do endotélio e leucocitarias,

além de apropriamente guiarem os leucdcitos para o local da inflamacao.

Os receptores quimiotaticos sdo constituidos por sete dominios
transmembranicos acoplados a proteina Gi (inibe a adenilato ciclase) e sdo
regulados por proteinas quinases associadas (GRKs). Segundo Janetopoulos e
Firtel (2008), a interacdo do agonista com o receptor quimiotatico, e resultante
ativacdo da proteina G acoplada, acarreta no recrutamento da fosfatidilinositol 3-
kinase (PI3K) e na producdo de PIP3 (fosfatidil-inositol-trifosfato), o qual
governa a polimerizacdo de actina no pélo frontal da célula para a formagdo do

lamelipddio, enquanto a fosfatase PTEN dirige a contragdo da célula no pélo
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caudal, uropodio. Dessa forma, o processo de polimerizacdo de actina no
lamelipodio frontal e despolimerizacdo caudal, bem como atuacdo da miosina Il
no polo caudal permite a movimentacdo amebdide do neutrofilo do vaso

sanguineo até o local da inflamacao.

Ja no sitio da infeccdo, os formilpeptideos derivados de bactérias, Cba,
LTB4 e citocinas liberadas localmente estimulam os neutrofilos a sofrerem uma
“explosdo respiratoria”, na qual uma grande quantidade de oxigénio molecular ¢
consumida para geracdo de superdxido por meio do complexo NADP oxidase. A
partir do superoxido sdo geradas outras espécies reativas, tais como peroxido de
hidrogénio (H20,), radicais hidroxila (OH) e compostos halogenados (Babior et
al., 2004; Sheppard et al. 2005). Os compostos derivados do oxigénio (ROS) séo
espécies consideradas altamente reativas liberadas primariamente no interior dos
fagolisossomos, onde se combinam rapidamente com proteinas microbianas e
lipideos, resultando na oxidacdo dos mesmos (Ritter et al., 2003). Eles também
sdo liberados no citosol, onde alteram o estado “redox” da célula e oxidam
componentes celulares, alterando sua funcdo (Macdonald et al., 2003). Sob
condicdes patoldgicas, tais radicais sao liberados no meio extracelular, onde séo
responsaveis pelo dano tecidual durante uma resposta inflamatéria ndo controlada
(Novelli, 1998).

Além dos ROS, os neutrofilos produzem compostos derivados de nitrogénio
(RNS), como o 6xido nitrico (NO) e peroxinitrito, que também participam dos
mecanismos microbicidas (Tsukahara et al., 2001). O NO é produzido pela
enzima oxido nitrico sintase (NOS) a partir da L-arginina e do NADPH. Existem

trés isoformas de NOS: neuronal (nNOS), endotelial (eNOS) e induzida (iNOS),

Dissertacdo de mestrado Silvia Cellone Trevelin



Introducdo

30

sendo a ultima expressa nos fagocitos sobre estimulo de citocinas, tais como IL-
lbeta e IFN-gama, além de outros mediadores pro-inflamatorios (Rang et al.,

2007).

1.2 Receptores que sinalizam a presenca de patdgenos

Embora o sistema imune inato ndo possua a especificidade fina do sistema
imune adaptativo necessaria para produzir a memdria imunoldgica, ele é capaz de
distinguir o proprio do ndo proprio (Janeway et al, 2007). Sua ativacdo ocorre
qguando as ceélulas sdo expostas a padrGes moleculares associados a patdgenos
(PAMPs) expressos por diversos grupos de microrganismos infecciosos (Kono e

Rock., 2008).

Receptores “toll-like” (TLRs) sdo proteinas transmembranas evolutivamente
conservadas em insetos e vertebrados, sendo essenciais para o reconhecimento de
PAMPs (Abbas e Lichtman, 2005). Eles sdo estruturalmente definidos por repeti¢des
ricas em leucina em seu dominio extracelular, e um dominio de sinalizacdo
citoplasmatico homologo ao receptor de IL-1beta, denominado dominio TIR (toll-like
and IL-1 receptor) (Akira e Takeda, 2004). Foram identificados ao menos treze tipos
de TLRs, cuja sinalizacdo é critica para o desenvolvimento da resposta imune inata e
adaptativa. TLR1, 2, 4, 5, 6, 10 e 11 sdo expressos na superficie dos fagdcitos e
reconhecem lipoproteinas, peptidoglicano, zimosan (TLR2 quando associado a TLR1
e 6), lipopolissacarideo (TLR4) e flagelina (TLR5). Os TLR3, 7, 8 e 9 estdo

localizados em compartimentos intracelulares e reconhecem RNA (&cido
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ribonucléico) de fita dupla, RNA de fita simples, DNA (acido desoxirribonucléico)

ndo metilado, respectivamente (El Kebir et al., 2008).

Mycoplasma

Peptidoglycan,  |inoprotein  Enterobacteria
Llpoprotem, Zymaosan, LAM l'hﬂ('t(‘rla, LPS (bacterla’ :|agcll|n
unconventional (bacteria, fungi) ; [bacteria)  profilin
LPS (bacteria) J TLR& : (protcl)zoa)
TR 77 IS | | B TLREHIN  TLRS
TLRI-IE Loseerere et ER R I e .
m TLRI!
—SSRNA
dsRNA (virus) CpG DNA
virus) VAN AN (bacteria)
N N
TLR7
TLR3 = TLRS TLR9
y. &' M ]
y ! [ ) L
U |

O TLR9 esta localizado no reticulo endoplasméatico rugoso, sendo seu
deslocamento para o vactolo endossomal finamente regulado anterior a sua interacao
com CpG ndo metilado (Latz et al., 2004; EI Kebir et al, 2008). Em estudo genético
envolvendo N-ethyl-N-nitrosurea, Tabeta et al. (2006) identificaram uma mutagéo na
proteina  UNC93B1 em camundongos denominados “triplo D”, os quais
apresentavam defeito na sinalizagdo de TLR3, 7 e 9. Posteriormente, Brinkmann et al
(2007) e Kim et al. (2008) observaram que a interacdo entre UNC93B1 e TLR9 é
essencial para o deslocamento de TLR9 do reticulo endoplasmatico rugoso para o
endossomo. Segundo Jong et al (2010), a habilidade de reconhecimento do receptor

TLR9 se deve a sua co-localizacdo com sequéncias de DNA com repeticdes do
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dinucleotideo CpG ndo-metilado no compartimento endolisossomal, e tal evento é

dependente da ativacao de proteinas da familia Src.

O DNA bacteriano (procariotico) possui diferengas em relagdo ao DNA dos
mamiferos (eucariéticos) quanto a maior frequéncia do dinucleotideo CpG, que
aparece na forma ndo metilada. Tal caracteristica permite o DNA bacteriano co-
localizar com TLR9 no endossomo e lhe atribui a caracteristica de PAMP
reconhecido via TLR. Segundo Krieg (2007), o DNA de seres eucarioticos possui
esqueleto de fosfodiéster sendo rapidamente degradado in vivo por nucleases
presentes no soro, impedindo-o de ser reconhecido por TLR9. A localizagdo
intracelular deste receptor também atua como protecdo para evitar o reconhecimento

do DNA proprio (Stadlbauer et al., 2008).

O DNA com seqiiéncias CpG, onde as citosinas aparecem na forma néo
metilada, reconhecido por TLR9, ndo é observado unicamente em células
procarioticas. Bartholomeu et al (2008) demonstraram que o parasita T. cruzi possui
em seu genoma seqléncias ricas em motivos CpG as quais exercem papel
imunoestimulatério em macrofagos e células dendriticas, ao potencializar a sintese
de IL-12 e TNF-alfa. Ainda, de acordo com Zhang et al. (2010), as mitocdndrias sdo
organelas evolutivamente endossimbiontes apresentando DNA com ilhas CpG néo
metiladas, sendo que, na ocorréncia de um trauma, a lesdo tecidual acarreta na
liberacdo de tais sequiéncias, que ativam TLR9 e promovem a liberacdo de MMP-8 e

IL-8 por neutréfilos via p38 MAPK.

ODNs (oligodeoxinucleotideos) contendo motivos CpG ndo metilados séo

rapidamente internalizados por células do sistema imune, provavelmente envolvendo
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a ativacdo de PI3K, e interagem com TLR9 presente nas vesiculas endociticas
(Takeshita et al., 2004; Duramad et al., 2005). Esta interacdo ocorre na dependéncia
do baixo pH presente no endossomo e resulta no inicio da cascata de sinalizacédo
envolvendo MyD88 (myeloid differentiation primary response gene 88), IRAK
(interleukine-1 receptor activated kinase) e TRAF6 (tumour-necrosis factor receptor
associated factor 6), que culminard com ativacdo do fator de transcricdo NFkappa-B

(Akira e Takeda, 2004).

Foram descritas ao menos trés classes estruturalmente distintas de

oligodeoxinucleotideos CpG capazes de estimular células humanas e murinas: tipos
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A (denominado também tipo D em humanos), B (K em humanos) e C. Os
pertencentes ao primeiro tipo possuem esqueleto de fosfodiéster ou fosforotioato
além de um dnico motivo hexamérico purina-pirimidina-CG-purina-pirimidina na
por¢do 5°. O tipo B e tipo C possuem multiplos motivos CpG em esqueleto de
fosforotioato, sendo que o ultimo apresenta a seqiiéncia TCGTCG na por¢ao 5°. Em
relacdo a funcionalidade, ODNs tipo A atuam principalmente na maturacdo de
células dendriticas plasmocitoides (pDCs) e secrecdo de IFN tipo | (IFNalfa e beta),
enguanto os ODNs tipo B agem sobre a proliferacéo e diferenciacdo de células B, e
0s ODNs tipo C estimulam a secrecdo de IL-6 por células B e IFN-alfa por pDCs
(Klinman, 2004). Segundo Yabuki et al (2009), o ODN CpG tipo B é uma ferramenta
atil em pacientes queimados com alto risco de desenvolver infeccdes por
potencializar a resposta inflamatdria e o0 combate dos microrganismos, porém deve
ser utilizado com cautela, pois o excesso de mediadores podem provocar choque e

faléncia organica.

Células B e células pDCs sdo os principais tipos celulares humanos que
expressam TLR9 constitutivamente e respondem diretamente a estimulacdo com
CpG (Rothenfusser et al., 2002). A ativacdo de TLR9 nestas células resulta em
maturacdo, diferenciacdo e proliferacdo de células NK (natural killer), células T e
mondcitos/macréfagos, que juntas secretam citocinas e quimiocinas, entre elas IL-

1beta, IL-6, TNF-alfa, IFN-gama e IL-12 (Klinman, 2004).

A funcdo do TLR9 em células apresentadoras de antigeno ja foi extensamente
estudada, porem estas ndo constituem os unicos tipos celulares a expressarem o
receptor (Kebir et al., 2009). Células T CD4", células B, T reguladoras, neutrofilos,

monocitos e células endoteliais tambem podem expressa-lo (Hayashi et al., 2003;
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Elmaagacli et al., 2009). Alguns estudos sugerem ainda que TLR9 tenha papel
importante na proliferagdo e ativacio de células T CD4", bem como atue sobre

células T reguladoras modulando sua fungéo supressora (Chiffoleau et al., 2007).

Receptores TLR9 expressos por diferentes espécies de mamiferos também
diferem quanto ao reconhecimento da seqiiéncia dos motivos CpG. O TLR9 presente
em ceélulas de camundongo difere do humano em 24% da seqiiéncia de aminoacidos
e responde melhor a ODNs CpG contendo GACGTT na sequéncia, enquanto o de
humano reconhece preferencialmente motivos CpG contendo GTCGTT e mais de

um dinucleotideo CG na seqliéncia (Rutz et al., 2004).

1.3 Faléncia da migracéo dos neutréfilos na sepse

A sepse pode ser definida como resposta inflamatdria sistémica frente a
infeccdo, denotando um processo progressivo de lesdo tecidual, onde a disfuncéo
organica mdltipla representa sua expressdo mais grave (Victor et al., 2004). Esta
enfermidade e suas sequelas continuam sendo as principais causas de morbidade e
mortalidade nas unidades de terapia intensiva. Estima-se que 400.000 a 500.000
pacientes desenvolvam sepse a cada ano na Europa e Estados Unidos (Macdonald et
al., 2003). No Brasil, apesar de ndo existirem ainda estimativas precisas, a elevada
incidéncia de sepse pdde ser observada no estudo epidemioldgico BASES (Brazilian
Sepsis Epidemiological Study), realizado entre 2000 e 2002, onde as incidéncias de
sepse, sepse grave e choque séptico nos centros considerados foram de 46,9%, 27,3%

e 23%, respectivamente (Silva et al., 2004). Segundo o Instituto Latino Americano
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de Sepse (2008), os gastos anuais com pacientes sépticos no Brasil situam-se em
R$17,34 bilhdes, sendo que destes, R$9,88 bilhdes séo despendidos com pacientes
que ndo sobrevivem a afeccdo. Portanto, a sepse possui grande significancia clinica e

implicaces financeiras, o que atrai grande interesse cientifico.

A sobrevida na sepse depende de um rapido recrutamento de neutrofilos para
0 local primério da infeccdo bem como atividade microbicida destes fagocitos
(Feterowski et al., 2001). A faléncia na migracdo dos neutréfilos para a cavidade
peritoneal na sepse Gram-positiva e Gram-negativa resulta em permanéncia da
infeccdo, bacteremia e morte (Crossara-Alberto et al., 2002; Alves- Filho et al.,

2005).

O mecanismo envolvido no prejuizo da migracdo dos neutréfilos ndo foi
totalmente desvendado, porém acredita-se ocorrer em funcdo da grande liberacéo de
citocinas pré-inflamatdrias concomitante ao aumento do éxido nitrico (NO) derivado
da isoforma induzida da enzima 6xido nitrico sintase (Tavares- Murta et al.,1998).
Benjamim et al., (2002) referem um duplo papel do NO na sepse, pois apesar de
essencial como microbicida e vasodilatador, acarreta em prejuizo no recrutamento
neutrofilico para o foco primério da infeccdo/inflamacdo. A falha na migracédo
induzida pelo NO foi atribuida a reducdo na expressdo de ICAM-1 por uma via
dependente de GMPc (“guanosine 3°5°-cycle monophosphate), internalizacdo do
receptor quimiotatico CXCR2 e menor formagdo de microparticulas contendo o
ligante de P-selectina, PSGL-1 (Dal Secco et al. 2006; Rio-Santos et al., 2007; Nolan
et al., 2008; Paula-Neto et al, 2010). Tendo em vista que a internalizacdo de CXCR2

observada durante a sepse possivelmente se relaciona a maior expressdo de GRK2
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(“G protein- coupled receptor kinase”) ¢ GRKS5 nos neutrofilos de pacientes sépticos

(Arraes et al., 2006).

A importancia dos TLRs na sepse foi demonstrada em humanos que exibiam
polimorfismos nos genes que codificavam para tais receptores, bem como uso de
linhagens de camundongos geneticamente modificadas (Weighardt e Holzmann,
2007). Camundongos C3H/HelJ possuem falha na habilidade de responder ao
lipopolissacarideo (LPS) devido a uma mutacdo no gene que codifica para TLR4 e
altera o dominio TIR. Segundo Alves-Filho et al. (2006), estes animais nao
apresentam faléncia de migracao de neutrdfilos para cavidade peritoneal em modelo
de CLP (ligadura e perfuracdo do ceco), havendo menor bacteremia, menores niveis
séricos de TNF-alfa, sequestro de leucocitos no pulméo e maior sobrevida a sepse

severa (S-CLP) quando comparados aos animais controles (HePas).

Alves-Filho et al. (2009) verificaram que camundongos deficientes de TLR2
apresentavam resposta semelhante aos C3H/HeJ a sepse severa (S-CLP), atribuindo o

processo a prevencao na reducao da expressao de CXCR2 e aumento de GRK2.

Adicionalmente, TLR3, cuja expressdo ndo foi verificada em neutréfilos de
humanos saudaveis por Hayashi et al. (2003), foi implicado na sepse, quando o
receptor passa a ser expresso. Cavassani et al. (2008) observaram que camundongos
deficientes de TLR3 apresentavam maior sobrevivéncia apos CLP, a qual foi
relacionada ao aumento de migracdo de neutrofilos para cavidade peritoneal, menor

apoptose de neutrofilos, menor lesdo organica e isquemia intestinal.

O TLR9 também foi implicado na evolugdo da sepse. Segundo Duramad et

al. (2005), a sepse pode ser agravada pela ativacdo de TLR9, haja vista que
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camundongos pré- tratados com D-Gal apresentaram resposta inflamatdria sistémica
potencializada com a adicdo de ODN CpG, acarretando a morte de 90% dos animais
tratados com o ultimo. Ainda, Plitas et al. (2008) observaram que camundongos
deficientes de TLR9 (TLR9”) ou pré-tratados com inibidor de TLR9 ndo
apresentavam faléncia na migracdo de neutrofilos para a cavidade peritoneal apés
CLP, havendo menor bacteremia, niveis séricos de TNF-alfa, MCP-1, IL-10, IL-6 e
conseqilente maior sobrevida quando comparados aos animais selvagens.
Semelhantemente, Yasuda et al. (2008) verificaram que a administracdo de
cloroquina, inibidora da acidificacdo lisossomal e consequientemente da sinalizacdo
de TLR9, atenuou a mortalidade, declinio da funcdo renal, apoptose esplénica e
TNF-alfa sérico em camundongos submetidos a CLP. Todavia, Sjélinder et al
(2008), usando modelo de sepse meningocécica, observaram que animais TLR9™
apresentavam menor sobrevida e maior bacteremia quando comparados aos
camundongos selvagens, associando o fato a menor atividade bactericida pela menor
sintese de NO in vitro pelos macrofagos peritoneais e células esplénicas, alem da
maior producdo de citocinas como TNF-alfa e IL-6 apds 24horas da inoculacdo intra-
peritoneal das bactérias. Adicionalmente, Bhan et al. (2007) também conferiram
importancia a ativacdo de TLR9 para o controle da pneumonia induzida por K.
pneumoniae, pois camundongos deficientes do receptor apresentaram maior nimero
de bactérias no pulmdo, sangue e baco, além de menor ativacdo de células
dendriticas, macrofagos, células Natural Killer (NK) e linfécitos T em relacdo aos

selvagens.
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2.1 Objetivo Geral

Avaliar o papel do receptor toll-like 9 na faléncia da migracdo dos neutréfilos
para o foco infeccioso que ocorre na sepse, bem como verificar os mecanismos pelos

quais o receptor influencia o recrutamento destes leucdcitos.
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2.2. Objetivos Especificos

2.2.1 Avaliar se o padrdo de migracao de neutrdfilos para o foco infeccioso
primério, e consequente evolucdo da sepse, depende da expressdo de TLR9. Para
isso, camundongos deficientes para TLR9 (TLR9”) e C57BL/6 (selvagens) foram
submetidos a ligadura e perfuragdo do ceco (CLP) em diferentes graus de severidade:
sepse severa (S-CLP) e sepse nédo severa (NS-CLP), sendo os seguintes parametros

avaliados:

a) sobrevida dos animais; b) recrutamento de neutréfilos para o foco primario
da infeccéo; ¢) contagem de bactérias no local primario da infeccdo e no sangue; e)
sequestro de neutrofilos no pulmao; f) quimiotaxia de neutréfilos do sangue em
direcdo a CXCL2; g) expressdo de CXCR2 e inducdo de GRK2 em neutréfilos do

sangue.

2.2.2 Verificar a expressdo de TLR9 por neutrdfilos circulantes de
camundongo. Para isso, neutréfilos do sangue de camundongos selvagens naives e
submetidos a sepse severa (S-CLP) e sepse ndo severa (NS-CLP) foram avaliados

por meio de ensaio de citometria de fluxo para observar a presenca de TLR9.

2.2.3 Verificar se a ativacdo sistémica de TLR9 interfere na migracdo de
neutrofilos para o sitio da inflamacéo e sequestro destes polimorfonucleares no
pulmdo. Com essa finalidade, camundongos selvagens, deficientes da proteina

adaptadora MyD88 (MyD88™) e deficientes de TLR9 (TLR9™) foram tratados i.v.
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com ODN CpG e em seguida injetados i.p. com tioglicolato, sendo posteriormente

avaliados:

a) migracdo de neutrdfilos para o foco da inflamagdo; b) infiltracdo de
neutréfilos no pulmao; ¢) quimiotaxia de neutréfilos do sangue em direcdo a CXCL2

(MIP-2); d) expressdo de CXCR2 e indugdo de GRK2 em neutrofilos do sangue.

2.2.4 Verificar se a ativacdo de TLR9 em neutréfilos circulantes interfere
diretamente na migracdo destes fagdcitos para o foco da inflamagdo. Com essa
finalidade foi realizado ensaio de transferéncia adotiva com neutréfilos provindos de
camundongos selvagens marcados com CFSE e injetados em camundongos
selvagens e deficientes da proteina adaptadora MyD88 (MyD88™). Em seguida, 0s
animais foram tratados i.v. com ODN CpG e injetados i.p. com tioglicolato. Apos
quatro horas, foi verificado o nimero de neutréfilos marcados que migraram para

cavidade peritoneal utilizando ensaio de citometria de fluxo.

2.2.5 Avaliar se a ativacdo de TLR9 em neutrdfilos interfere com a
quimiotaxia destes polimorfonucleares. Para isso, neutréfilos isolados da medula

6ssea de camundongos selvagens foram incubados com ODN CpG e submetidos a:

a) quimiotaxia em direcdo a CXCL2; b) polimerizacdo de actina na presenca

de CXCLZ2; c) expressdo de CXCR2; e) inducdo de GRK2.

2.2.6 Verificar se a ativacdo de TLR9 em neutrofilos interfere na fungéo
fagocitaria e microbicida destes fagocitos. Para isso, neutréfilos isolados da medula

6ssea de camundongos selvagens foram incubados com ODN CpG e submetidos a:
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a) ensaio de fagocitose e polimerizacdo de actina com zimosan opsonizado; b)
teste de habilidade microbicida com bactérias obtidas do conteudo cecal; c¢) producao
de espécies reativas derivadas do oxigénio por quimioluminescéncia e H2DCF-DA,;

d) producéo de dxido nitrico utilizando DAF.
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3.1 Preparo de solucées

Meio de cultura Hank’s com ou sem fenol red (ph 7,4)

HBSS sem CAICIO € MAgNESIO.......ccoiuiiiiriiieirieieee s 9,8¢
AGUA MITIEQ.oe et 1L

Meio de cultura RPMI (ph 7,4)

RPMI LB40......coeieie ettt 1,04q

H OB, . ns 0,238¢
Bicarbonato de SOAI0...........ccevveiiiiiciiccr e 0,220g
AQUE MILI-Q....oec et 100mL

Solugdo Tamponada fosfatada (PBS)- solu¢do mée 10X (ph 7,4)

ClOreto de SOAI0..........coieiiieieceee e 80g
ClOreto de POLASSIO.....e.eeueiieieeieieeie et 29
Fosfato de potassio MONODASICO. .........ccueveuiririeieiecrie e 29
Fosfato de sodio dibasico heptahidratado.............ccccceevviiiiiciicciccece 16,869
AQUE MIlI-Q....oec s 1L

Dissertacdo de mestrado Silvia Cellone Trevelin



Material e métodos 46

Solugéo mée de Percoll (100%)

Hank’s concentrado 10X ...........ooooiiiiiiiiiiiii e 5mL
PEICOI PUIO.....ie i 45mL
Solucgéo de Percoll 65%

HanK’s 12X .. et e e 35mL
= ol | I 001 SRS 65mL
Solucgéo de Percoll 72%

HanK’s 12X .. ittt e e 28mL
= ol | I 001 SRR 72mL
Tampéo de Lise a base de Cloreto de aménio (ph 7,4)

Cloreto de amMONI0........c.ecieieie e 4,019
Bicarbonato de SOUI0.........cccuviieieeceee e 0,429
EDTA diSSOUICO......cciieieiieiie ettt sttt e st e e e aee e sareas 0,189

Dissertacdo de mestrado

Silvia Cellone Trevelin



Material e métodos 47

Anestésico a base de quetamina e xilazina

QUELAMING 10%0......ecviiiriecie ettt e ere e st e e sre e s be e sbe e re e sraeenes 6mL
XHAzZINA (2,3MG.ML) i e 3,6mL
SOIUGAD A8 NACL 0,9%0.....cciuieieeiieeiieiie et s 50,4mL
Tampéao de FACS

GlICOSE (D-GIUCOSE)......ciueeniiiiiieiisieeieeee et 3,969
Albumina SErica DOVING..........ccooiiiiiiiie 59
PBS L X ittt 1L
Tampéo de permeabilizacdo (ph7,4)

SAPONING. ...ttt 0,59
AlbUMING SEFCA DOVING........ccvieiiieiicc et 0,5¢
S T 1 TP 100mL
Tampéo de fixacéo

FOrMAaldeito 3790.....c.ueveieiiiieee e s 10mL
a3 T 1 PR 90mL
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Meio de cultivo para bactérias Agar Miiller Hilton
AGAr MUHET HIION. ..ot 30,49
AGUA MITIEQ.ooe e 800mL

Meio de cultivo para bactérias BHI (Brain Heart Infusion)

3.2 Oligodeoxinucleotideos e anticorpos

O ODN CpG 297 de T.cruzi tipo B (5’- TCCTCGTTTTGACGTG- 3°) foi
gentilmente cedido pelo Prof. Ricardo T. Gazzinelli (Universidade Federal Minas
Gerais — Brasil). O ODN controle (5'-GGGGTCAAGCTTGAGGGGGG-3') foi
sintetizado em esqueleto de fosforotioato pela Alpha DNA (Montreal, Canada). O
anticorpo monoclonal GRK2 foi adquirido da Santa Cruz Biotecnology (Santa Cruz,
USA) e seu respectivo secundario conjugado a Alexa Fuor 594 da Invitrogen
(Oregon, USA). O anticorpo anti-mouse CXCR2 mAb PE proveio da R&D Systems
(USA), o anti TLR9 mADb FITC da eBiosiences (USA), o anti-Grl mAb PercP e anti-

F4/80 PE mAb da BD Biosciences (Franklin Lakes, USA).
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3.3 Animais

Utilizaram-se camundongos C57BL/6 (selvagens) provenientes do Biotério
Central da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP-USP). Os camundongos
geneticamente deficientes da proteina adaptadora MyD88 (MyD887/") e deficientes
para o receptor Toll-Like 9 (TLR97/) provieram do Biotério de Criacdo do
Departamento de Genética da FMRP-USP. Os camundongos utilizados possuiam
entre seis e 10 semanas de idade, pesavam aproximadamente 25g, e foram mantidos
no biotério de criacdo do Departamento de Farmacologia da FMRP-USP, sob
condigdes de temperatura (23-25 °C) e ciclo claro/escuro (12 horas) controlados,

com agua e racao ad libitum.

Todos os protocolos experimentais realizados neste trabalho foram
conduzidos de acordo com os Principios Eticos de Experimentacdo Animal, adotado
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), e avaliado pela
Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da FMRP-USP (protocolo

n°150/2009).

3.4 Modelo de sepse - Ligadura e perfuracéo do ceco (CLP)

Como modelo de sepse polimicrobiana ndo severa (NS) e severa (S) foi
utilizada a ligadura e perfuracdo do ceco (CLP) proposta por Benjamin et al. (2002) e

modificada por Alves-Filho et al. (2006). Os camundongos foram anestesiados com
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quetamina (100 mg/kg) e xilazina (15 mg/kg). Apos celiotomia mediana com incisédo
de aproximadamente 1cm, o ceco foi exposto e ligado com fio de algodao 4-0 na
altura da valvula ileo-cecocolica. Para a NS-CLP foram realizadas trés perfuragdes
com agulha 0,30X13mm (30G) na extremidade do ceco e para S-CLP, o mesmo foi
transfixado com agulha 1,2X40mm (18G), pressionando-se o 6rgdo para saida das
fezes. O ceco foi devolvido a cavidade peritoneal e realizada laparorrafia com fio de
algoddo 4-0. Todos os animais foram injetados com 1mL de solucdo de cloreto de
sodio 0,9% subcutaneo apés a cirurgia e mantidos aquecidos durante a recuperagao
da anestesia. Os animais sham ou falso operados (controles) foram submetidos ao

mesmo procedimento, porém sem as perfuragdes no ceco.

3.5 Migracao de neutroéfilos para o foco de inflamacao/infeccéo

Ap0bs seis horas da inducdo da sepse ou quatro horas apds a injecdo de 300uL
tioglicolato 3% i.p., os animais foram eutanasiados e realizado lavado peritoneal com
3mL de solucdo salina tamponada fosfatada (PBS) acrescida de EDTA 1mM. A
contagem total de leucdcitos foi feita em contador automatico (Coulter® A° T;
Coulter Corporation, Miami, Florida, USA.) e expressa como numero de
10°células/mL. A contagem diferencial foi realizada com 100 células a partir do
lavado preparado em citocentrifuga (Coulter® A° T; Coulter Corporation, Miami,
Florida, USA) e corado pelo método de May Grunwald Giemsa (Panético rapido

corante para uso hematologico, Laborclin Itda, Pinhais-SP, Brasil). Os resultados
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foram expressos como numero de neutrofilos presentes no lavado peritoneal x

10%/cavidade.

3.6 Microscopia Intravital

Cada camundongo foi anestesiado com solucdo de quetamina
(100mg/kg)/xilazina (15mg/kg) e colocado sobre mesa cirurgica aquecida 37°C
acoplada ao microscopio. Foi realizada celiotomia e 0 mesentério exposto. Os vasos
foram focalizados (40X) selecionando-se vénula de diametro (10-18um) que pudesse
favorecer a visualizagdo do rolamento dos leucdcitos e aderéncia (células fixas ao
endotélio) durante cinco minutos. Os resultados foram expressos em numero de
leucécitos aderidos por 10um? da vénula e nGmero de leucécitos em

rolamento/minuto.

3.7 Quantificacédo bacteriana

O lavado peritoneal e o sangue heparinizado (10U/mL) foram semeados (dez
microlitros), sob condicBes estéreis, em placas de Petri contendo Agar Mieller
Hinton (Difco Laboratories, Detroit, USA). As placas de cultura foram incubadas por
18 horas a 37 °C e o numero de unidades formadoras de colénia (UFC) quantificado
manualmente. Os resultados foram expressos como log de UFC/mL do lavado

peritoneal e do sangue.
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3.8 Dosagens de citocinas

A quantificacdo das citocinas no soro e lavado peritoneal foi realizada seis
horas apds a sepse. Para obtencdo do soro, o sangue foi centrifugado a 4°C, 600g
durante 10 minutos. As dosagens de TNF-alfa, MIP-2 e KC foram feitas pelo método
imunoenzimético (ELISA). Em resumo, placas de 96 pocos foram cobertas com 50
uL/poco dos anticorpos especificos para cada citocina (Pharmigen, San Diego, CA,
USA.). Estes anticorpos foram diluidos em solucdo de ligacdo pH 9,0 e incubados
por 18-24 horas, a 4°C. As placas entdo foram lavadas por trés vezes com
PBS/Tween-20 (0,05% Sigma). As ligacbes ndo especificas foram bloqueadas com
100 uL de PBS/BSA 1% por 120 minutos em temperatura ambiente. As amostras e 0
padrdo (curva padrdo) contendo as concentracOes para as citocinas foram colocados
nas placas (50 pL) e incubados por 18-24 horas a 4°C. Apos esse periodo, as placas
foram lavadas comPBS/Tween e 50uL dos anticorpos biotinilados especificos para
cada citocina foram adicionados. Apds uma hora, as placas foram lavadas com
PSB/Tween e o conjugado avidina-peroxidase, na diluigdo de 1/5000, adicionado a
cada pogo. Apo6s 30 minutos de incubacéo, as placas foram lavadas com PBS/Tween
e 100uL do substrato OPD (o-fenilenediaminadihidrocloreto; Sigma.). As placas
entdo foram incubadas por 15 a 20 minutos em temperatura ambiente. A reacao foi
interrompida com 50uL de H,SO4 (1M) e a densidade Optica medida a 490nm em
espectrofotometro (Spectra Max-250, Molecular Devices.). Os resultados foram

expressos em picogramas/mL.
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3.9 Mensuracdo dos neutrofilos no tecido pulmonar

A quantificacdo do seqiestro de neutr6filos no pulmao foi inferida pelo
ensaio de mieloperoxidase (MPO). Resumidamente, apds eutanasia, 0s animais
foram perfundidos com PBS, o lobo pulmonar inferior esquerdo coletado e imerso
em 200uL de solucdo tampédo (NaCl 0,1M; NaPO, 0,02M; NaEDTA 0,012M; pH
4,7). O parénquima foi triturado com auxilio de homogeneizador de tecido
(Polytron®, Polyron PT 3100, USA) em13000 rpm, as hemécias lisadas em solucéo
de NaCl a 0,2% e os leucocitos em solu¢do NaPO,4 0,05M com H-TaB 0,5%. A
reacdo da mieloperoxidase procedeu-se pela adicdo de peroxido de hidrogénio
(0,5mM) e revelada com TMB 3,845mg/mL. A absorbancia foi medida a 450nm em
espectrofotobmetro (Spectra Max-250, Molecular Devices) e os resultados expressos

em numero de neutréfilos/mg de tecido.

A absorbancia das amostras foi correlacionada com o nimero de neutréfilos a
partir de curva pré-estabelecida. Para obtencdo da curva de neutréfilos, camundongos
foram injetados i.p. com 500ug de carregenina (ImL/animal) e ap6s quatro horas
realizado lavado peritoneal com PBS/EDTA 1mM. As hemacias foram lisadas com
tampdo a base de cloreto de sédio 0,2% e avaliada a pureza dos neutréfilos em
lamina realizada em citocentrifuga. Foram consideradas somente amostras com
pureza acima de 90% de neutréfilos. Apds a determinacdo do nimero de leucécitos
em contador automatico, estes foram lisados em solucdo NaPO, 0,05M com H-TaB

0,5% e aliquotados em tubos plasticos (2 X 10° neutréfilos/mL).
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3.10 Isolamento de neutrofilos do sangue e medula 6ssea

Os neutrofilos do sangue ou medula 6ssea foram obtidos por meio de
separagdo em gradiente constituido por solugdes a 72 e 65% de Percoll (Percoll,
Fiuka Biochemica, Sigma-Aldrich®, Steinheim, Sweden.), 2mL cada. Em resumo,
dois mililitros do sangue ou lavado do canal medular (fémur e tibia) com meio
Hank’s foram colocados sobre o gradiente de Percoll e centrifugados 1200g, a 20°C,
com 2m/s? de aceleracdo e desaceleracdo, durante 32 minutos. A camada de
mononucleares, sobre a solucdo a 65%, foi descartada e a camada de
polimorfonucleares, sobre a solucdo a 72% foi colocada em tubo plastico estéril de
15mL. As hemacias contidas entre os polimorfonucleares foram lisadas com tampéao
de NH4Cl 4% e as células lavadas com meio Hank’s. O niimero de células apods o
isolamento foi obtido em contador automatico, a pureza em neutréfilos feita a partir
de andlise em lamina pela contagem de 100 células e a viabilidade por exclusdo do
azul de Tripan 1% (1:1). Apenas as amostras com pureza acima de 80% e viabilidade

acima de 90% foram consideradas nos ensaios.

3.11 Quimiotaxia de neutroéfilos

A quimiotaxia foi realizada em camara de 48 poc¢os (Camara de Boyden,
Neuro Probe Inc., Cabin John, USA) com membrana de policarbonato (Filtro de

policabonato 5um, Neuroprobe, Pleasanton, CA, USA.) conforme preconizado por
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Arraes et al. (2006). Os neutrdfilos isolados do sangue ou da medula Ossea de
camundongos (1x 10° células/mL) migraram em direcdo a quimiocina CXCL2 ou
CXCL1 (30ng/mL). Como controle negativo utilizou-se meio RPMI (RPMI-1640
medium, Sigma-Culture®, St. Louis, USA) acrescido de albumina sérica bovina
(BSA) 0,01%. Apo6s uma hora de incubacdo em estufa a 37°C e 5% de CO,, as
celulas contidas na membrana foram fixadas e coradas (Instant-prov, Newprov,
Pinhais-PR, Brasil). Em seguida, os neutréfilos foram contados em microscopio
Optico (1000X com lente de imersdo em 6leo) abrangendo aleatoriamente cinco
campos por pogo. O experimento foi realizado em quadruplicata e os resultados

expressos em nimero de neutréfilos/campo.

3.12 Expressdo de GRK2

A expressdo da proteina GRK2 foi realizada por imunofluorescéncia. Em
resumo, os neutrdfilos isolados do sangue ou da medula dssea de camundongos
(50.000) foram fixados em lamina com paraformaldeido 4%, tratados com Triton X-
100 a 0,2%, bloqueados com soro de cabra e incubados com anticorpo primario anti-
GRK2 feito em coelho (1:200). Apds 12 horas, as células foram lavadas em PBS e
incubadas com composto fluorescente Alexa Fluor 594 anti-coelho feito em cabra
(1:400). O material genético dos neutréfilos foi marcado com 4, 6-diamidino-2-

fenilindol (DAPI) 1mM para otimizar a leitura.
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As imagens das células marcadas foram adquiridas utilizando-se microscépio
de epifluorescéncia (BX-40; Olympus, Japan) em aumento de 400X. Todas as
imagens foram captadas com camera em configuracbes idénticas: tempo de
exposicdo, brilho, contraste e nitidez, de acordo com a fluorescéncia e filtro

apropriado utilizando o software Image-Pro Plus 4,0 (Media Cybernetics).

3.13 Polimerizacéo de actina

Para verificar a polimerizacdo de actina, os neutrofilos isolados da medula
Ossea foram estimulados com CXCL2 (30ng/mL) por 1 minuto ou zimosan
opsonizado (5 particulas/célula) em diferentes periodos de tempo. Em seguida, 0s
neutrofilos foram fixados com paraformaldeido 4%. As células foram
permeabilizadas com Triton X-100 0.2% e incubadas com faloidina conjugada a
rodamina (Sigma, St Louis, MO). O material genético dos neutrofilos foi marcado

com 4, 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) 1mM para otimizar a leitura.

As imagens das células marcadas foram adquiridas utilizando-se microscépio
de epifluorescéncia (BX-40; Olympus, Japan) em aumento de 400X. Todas as
imagens foram captadas com camera em configuracbes idénticas: tempo de
exposicdo, brilho, contraste e nitidez, de acordo com a fluorescéncia e filtro

apropriado utilizando o software Image-Pro Plus 4,0 (Media Cybernetics). A

Dissertacdo de mestrado Silvia Cellone Trevelin



Material e métodos 57

Intensidade Média de Fluorescéncia (I.M.F.) foi determinada a partir do software

Image-J ® (National Institute of Health — NIH, Bethesda, EUA).

3.14 Ensaio de “Killing”

Para verificar a capacidade bactericida (“Killing”), neutrofilos (1 x 10°
células/mL) foram incubados com bactérias do contetido cecal (2x 10° bactérias/mL)
durante duas horas a 37°C. Em seguida, as células foram lisadas com 500 microlitros
de Triton X-100 0,2%, sonicadas por dois minutos e mantidas em temperatura
ambiente por 15 minutos. Dez microlitros do meio de incubagdo foram semeados
sobre Agar Miiller Hinton e incubados a 37°C. As unidades formadoras de col6nia

(UFC) foram analisadas ap6s 18 horas, e 0s resultados expressos como 10°UFC/ mL.

Para a obtencdo das bactérias do conteudo cecal, o0 mesmo foi retirado de
camundongo selvagem naive e dissolvido em 5mL de PBS estéril. Apos filtragem em
gaze estéril, as fezes foram cultivadas em meio BHI durante cinco dias, trocando-se o
meio a cada 24 horas. Ao final do quinto dia, as bactérias foram dissolvidas em
10mL e liofilizadas (55uL/tubo). Antes do uso, as bactérias de cada tubo foram
cultivadas em 50mL de BHI durante 20 horas, lavadas com PBS estéril (3000g, 10
minutos), opsonizadas com soro de camundongo (10%), lavadas novamente em PBS
esteril, ressuspensas em 10mL de PBS e este diluido 1:100 (uso de 22 pL-

equivalente a 2x 10° bactérias).
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3.15 Ensaio de fagocitose

Para verificar a capacidade fagocitéaria dos neutréfilos foi realizado ensaio de
fagocitose com zimosan opsonizado. Em resumo, neutréfilos (1x 10° células) foram
incubados com 5x 10° particulas de zimosan opsonizado em 1mL de meio RPMI por
30 minutos. Apés a incubacdo, os neutréfilos foram lavados com PBS e
centrifugados trés vezes a 400g. Em seguida, as células foram ressuspensas em PBS,
fixadas em ldminas e coradas pelo método de May Grunwald Giemsa. A fagocitose

dos neutrofilos foi quantificada a partir da contagem de 100 células.

3.16 Citometria de fluxo (FACSAria™)
3.16.1 Expressdo de CXCR2

Para verificar a expressdo do receptor quimiotatico CXCR2 utilizou-se
anticorpos monoclonais anti-Grl (1:200) e anti-CXCR2 (1:50) marcados com PerCP e
PE, respectivamente. Quando utilizados neutréfilos isolados da medula éssea (3x 10°
células), foi realizado bloqueio de 30 minutos com soro de cabra antes da incubacéo
com os anticorpos. Nas amostras onde se utilizou sangue total, apds a incubacéo
durante 30 minutos a 4°C com 0s anticorpos, as hemacias foram lisadas com tampéo a

base de cloreto de aménio.
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3.16.2 Expressao de TLR9

Para identificacdo de TLR9 nos neutrofilos em sangue total, inicialmente, estes
foram marcados com anti-Grl PercP (1:200), antiF4/80 PE (1:200) e as hemacias
lisadas com tampdo de NH;CL 4%. Em seguida, os leucdcitos foram fixados com
formaldeido 4%, permeabilizados com tampdo de saponina acrescido de BSA e

marcados com anti-TLR9 FITC (1:100).

3.16.3 Determinacdo da producéo de perdxido de hidrogénio

Para a determinacdo da producdo de H,O, utilizou-se H2DCF-DA (2,7
dichlorofluorecein diacetate, Biotium, Inc. Hyward, CA, USA/ PM: 487,29) em
sangue total, fazendo uso dos anticorpos monoclonais anti-Grl (1:200), anti-F4/80
(1:200) conjugados com PerCP (Peridinin Chlorophyll Protein Complex) e PE
(Phycoerythrin), respectivamente. Em resumo, 100ul de sangue foram incubados
com H2DCFDA (60uM diluido em PBS - Solucdo estoque 25mM em etanol P.A.)
em Banho-Maria a 37°C sob agitacdo durante 30minutos. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 500g durante 10 minutos com 2mL de solucdo de EDTA 3mM
e marcadas com os anticorpos e respectivos isotipos ( PE 1gG2a e PercP 1gG2a)
durante 30 minutos. As amostras foram lavadas com PBS e adquiridas em citometro

de fluxo.
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3.16.4 Viabilidade dos neutréfilos

Para verificar a viabilidade de neutréfilos incubados com ODN CpG utilizou-se
ensaio com anexina (FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I, BD Pharmigen |,
USA) e PI (lodeto de propidio, Abcam, USA) em tampdo de anexina (1:10) diluido em

PBS.

3.16.5 Fenotipagem das células do lavado peritoneal e pulméo

Para a determinacdo dos tipos celulares presentes no lavado peritoneal e
pulméo foi realizada marcagdo com anticorpos anti-Grl (1:200), anti-F4/80 (1:200) e
anti-CD11c (1:200). Para o processamento do pulmé&o utilizou-se triturador (Medcon,
Becton Dickinson, Sdo José, CA-USA) em aparelho automatizado (Medmachine,
Becton, Dickinson, Sdo José, CA-USA). Para facilitar a separacdo das células que
compde o tecido, o pulmé&o foi incubado 30 minutos com a enzima liberase (Liberase
Blendzyme CC-Roche LTDA, Suica, na concentra¢do 1:100) ,e apds o processamento
as amostras foram filtradas (Filcons, Becton, Dickinson, Sdo José, CA-USA) para

remocao dos debris e tecido fibroso.

Todas as amostras foram adquiridas em FACSAria™ (BD Immunocytometry
System, Franklin Lakes, USA), permitindo analisar todas as células (50.000

eventos/amostra) ou apenas determinadas populagdes, individualizadas por janelas
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(ou “Gates”) estabelecidas com base em parametros de tamanho e complexidade ou
fluorescéncia. As andlises foram realizadas utilizando o software Flowjo 7.5.5 (Flow
Cytometry analisis software, Tree Star Inc., San Carlos, CA, USA). A mediana e
média da intensidade de fluorescéncia para CXCR2, DAF e DCF foram obtidas de
populacio Gr1™" ou Gr1*F4/80".

Em geral as andlises foram realizadas seguindo mesmo padréo. Inicialmente,
em tubo contendo células ndo marcadas optou-se por um grafico de pontos (“Dot
Plot”) cruzando as variaveis area (FSC-A) e altura das células (FSC-H) para definir
uma populacdo que exclui debris celulares e grumos de células adquiridas como
unico evento. Apos definir a primeira populacdo, dentro desta, optou-se por um
grafico de pontos (“Dot Plot”) cruzando as variaveis: tamanho (FSC-A) e
complexidade (SSC-A), onde foi estabelecida populacéo caracteristica de neutrofilos.
Depois de definidas, a primeira e segunda populagdo foram “extendidas” para todos
os tubos. Nos tubos contendo anticorpos marcados com fluorocromos, dentro da
segunda populacdo e com base no isotipo controle, utilizando graficos de pontos
(“Dot Plot”) cruzando as variaveis tamanho (FSC-A) e fluorescéncia, determinou-se
a populacdo marcada, bem como a mediana e a média de intensidade de

fluorescéncia do alvo na dada populagéo.

Dissertacdo de mestrado Silvia Cellone Trevelin



Material e métodos 62

250K 250K
200K 200K
T 150K A o 150K
& &
o m
= %)
100K 100K
cells 2
o0 20K 7748
T . —
Janela 1 50K 100K 150K 200K 250K Janela 2 50k 100K 150K 200K 250K
FEC-A FSC-A
250K H 250K
200K 200K H
T 150K g 150K 6R1+
[
@ i 05,80
100K 100K
0K A 50K
oy T e - rrom TP TP —T—TrrrT
1 2 3 4 A
1[11 1[12 103 104 105 10 10 10 10 10
Isotipo Controle  poycp-Cys-5-H Populagdo Gr1+ PErCP-Cys-5-A

3.17 Ensaio de transferéncia adotiva

Para o ensaio de transferéncia, neutréfilos isolados da medula 6ssea de
camundongos selvagens foram marcados com Carboxyfluorescein succinimidyl

Ester/CFSE (0,5uM) durante 15 minutos. As células marcadas foram injetadas
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(3x10° células/animal) i.v. em camundongos selvagens e deficientes da proteina
adaptadora MyD88. Apds 30 minutos, todos 0s animais receberam tratamento com
ODN CpG (0.9mg/Kg) i.v. ou PBS e tioglicolato 3% (200uL/animal) foi injetado
intraperitonealmente. Depois de quatro horas, os animais foram eutanasiados para
realizacdo do lavado peritoneal e o exudato adquirido em citbmetro de fluxo (BD
Immunocytometry System, Franklin Lakes, USA). Os resultados foram expressos em

neutréfilos CFSE*/10° eventos.

3.18 Producéo de 6xido nitrico (NO)

Para a determinacdo da producdo de 6xido nitrico utilizou-se DAF (4,5-
diamino-fluoresceina, Invitrogen, USA) em neutrdfilos isolados da medula 0ssea,
fazendo uso dos anticorpos monoclonais anti-Grl (1:200), anti-F4/80 (1:200)
conjugados com PerCP (Peridinin Chlorophyll Protein Complex) e PE
(Phycoerythrin), respectivamente. Em resumo, os neutrofilos foram incubados com
DAF (10uM) diluido em Hanks’ sem fenol acrescido de L-NG-nitro-Arginina
(100uM, Sigma) em Banho-Maria a 37°C sob agitacdo durante 30 minutos. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 500g durante 10 minutos com 2mL de
solu¢do de Hanks’ sem fenol acrescido de L-Arginina (100uM, Sigma) e incubadas
com ODN CpG. Apos duas horas, as células foram marcadas com os anticorpos e
respectivos isotipos ( PE 1gG2a e PercP 1gG2a) durante 30 minutos. As amostras

foram lavadas com PBS e adquiridas em FACSAria™ (BD Immunocytometry
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System, Franklin Lakes, USA). As andlises foram realizadas utilizando o software
Flowjo 7.5.5 (Flow Cytometry analisis software, Tree Star Inc., San Carlos, CA,
USA). A mediana da intensidade de fluorescéncia para o DAF foi obtida de

populacdo Gr1*/F4/80" a partir de 50.000 eventos.

3.19 Producéo de superoxido

A producdo de superéxido pelos neutrofilos foi avaliada por
quimioluminescéncia (Photomultiplier ET Enterprises electron tubes, ET Enterprises
Limited, England) utilizando lucigenina (20uM). Em resumo, 0,5 x 10° neutréfilos
isolados da medula dssea foram incubados com ODN CpG em meio Hank’s sem
fenol durante duas horas e colocados sobre placas de vidro siliconizadas juntamente
com lucigenina, sendo a producdo de superoxido avaliada a 37°C durante 10
minutos. Os resultados foram expressos em unidades arbitrarias como

contagens/segundo.

3. 20 Delineamentos experimentais
3.20.1 Evolucao da sepse em camundongos deficientes de TLR9

Os camundongos selvagens (n=15) e TLR9”(n=15) submetidos & ligadura e
perfuracdo do ceco, severa (S-CLP) e ndo severa (NS-CLP) tiveram a sobrevida

avaliada a cada 24 horas durante sete dias consecutivos.
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Seis horas depois da CLP, os animais (n=5) foram eutanasiados sendo
efetuados: lavagem da cavidade peritoneal, retirada de sangue por punc¢édo cardiaca,
retirada do pulmdo. Em seguida foram avaliados: migracdo de neutrofilos para a
cavidade peritoneal por meio da contagem total e diferencial de leucdcitos, bem
como ensaio de citometria de fluxo no lavado peritoneal; seqliestro de neutréfilos no
parénquima pulmonar por meio de ensaio de mieloperoxidase e citometria de fluxo;

quantificacdo bacteriana no lavado peritoneal e no sangue.

Duas horas ap6s CLP, os animais (n=5) foram eutanasiados sendo retirado o
sangue por puncdo cardiaca e avaliados: expressdo de CXCR2 em neutrofilos
(populacdo Gri"™") por citometria de fluxo; inducdo de GRK2 por
imunofluorescéncia em neutrofilos isolados; e quimiotaxia de neutrofilos isolados em

direcdo a CXCL2 utilizando camara de Boyden modificada.

—a
5 g v Migra¢a ofilos para cavida i al;
C57BL/6 e / 6haposa CLP Migracio de neutrofilos para cavidade peritoneal;

TLR9" osanimaisforam =— v Sequestro de neutrofilosno pulmio;

eutanasiados

—
—

, . 2hapésa CLP v Quimiotaxia de neutrofilos em dire¢io a CXCL2;
Sham ou ligadura e os animaisforam 7
perfuracio do ceco (CLP) eutanasiados v Expressio de CXCR2 por neutrdéfilos;
Agulha 18G: S-CLP -
2 v a > rofilos.
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3.20.2 Migragao dos neutrdfilos apés ativagado sistémica de TLR9

Camundongos selvagens (n=5), deficientes (n=5) da proteina adaptadora
MyD88 (MyD88™) ou deficientes (n=5) de TLR9 (TLR9™) foram tratados i.v. com
ODN CpG (0,9mg/Kg), e depois de 30 minutos, injetados i.p. com 200ul de
tioglicolato 3%. Apds quatro horas da injecdo de tioglicolato os animais foram
eutanasiados e efetuados: lavagem da cavidade peritoneal, retirada do sangue por
puncdo cardiaca e remogdo do pulmao. Em seguida foram avaliados: migracdo de
neutrdfilos para o foco da inflamagdo por meio da contagem total e diferencial de
leucdcitos no lavado peritoneal; infiltracdo de neutr6filos no pulméo por meio do

ensaio de mieloperoxidase.

Duas horas depois do tratamento i.v. com ODN CpG (0,9mg/Kg), os animais
(n=5) foram eutanasiados sendo retirado 0 sangue por puncdo cardiaca e avaliados:
expressdao de CXCR2 em neutréfilos (populagdo Gri™™ por citometria de fluxo;
inducdo de GRK2 por imunofluorescéncia em neutréfilos isolados; e quimiotaxia de
neutrofilos isolados em direcdo a CXCL2 e CXCL1 utilizando cdmara de Boyden

modificada.
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ODN CpG (0,9mg/kG)
LPS (15mg/kg)
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camundongos foram v'Migragdo de neutrdfilos para cavidade peritoneal;
/ eutanasiados v Sequestro de neutréfilos no pulmio;
g 3
;=

C57BL/6 \

MyD88/- Tioglicolato 3% 2h apés: ¥ Quimiotaxia em dire¢ao a CXCL2 e CXCL1;

TLR9/ (200pL/animal) camundongos foram

v Expressdaode CXCR2 em neutrofilos;
eutanasiados
v Expressdao de GRK2 em neutrdfilos .

@ 3X10° neutréfilos de C57BL/6
marcados com CFSE

3.20.3 Funcoes dos neutrdfilos apds ativacéo de TLR9

Neutréfilos isolados da medula 6ssea de camundongos selvagens, MyD88™" e
TLR9” foram incubados durante uma hora com diferentes concentracdes de ODN
CpG (0,3 a 100pug/ml) e submetidos a quimiotaxia em direcdo a CXCL2 (30ng/mL)
utilizando cadmara de Boyden modificada. Adicionalmente, neutréfilos isolados da
medula 6ssea também foram incubados durante duas horas com ODN CpG na
concentracdo 0,3ug/mL e avaliados quanto a: viabilidade por anexina V e lodeto de
propidio; polimerizacdo de actina na presenca de CXCL2; expressdo de GRK2 por
imunofluorescéncia e CXCR2 por citometria de fluxo. Também, neutrofilos isolados
da medula dssea de camundongos selvagens foram incubados com ODN CpG
durante duas horas, sendo apés este periodo efetuados: ensaio de fagocitose com
zimosan opsonizado; polimerizacdo de actina na presenca de zymosan opsonizado;
teste de habilidade microbicida com bactérias obtidas do contetido cecal; producéo

de espécies reativas de oxigénio e dxido nitrico.
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3.21 Analises dos resultados

Os dados (com excecdo da curva de sobrevida e contagem bacteriana) foram
expressos em graficos de barras como média + erro padrdo da média (EPM). O
namero amostral foi representado na legenda de cada figura. Antes das andlises,
foram realizados os estudos das distribuicBes das variaveis quanto a normalidade,
homocedasticidade e esfericidade. Para as comparagdes entre as médias de ensaios
com dois grupos experimentais utilizou-se teste t, naqueles com mais de dois grupos
experimentais foram utilizadas as provas de ANOVA one way seguida do pos-teste
Tukey ou ANOVA two way seguida do pds-teste Bonferroni. Para comparacdo das
médias obtidas na contagem bacteriana utilizou-se Mann-Whitney e os dados foram
representados em graficos de pontos ao redor da média. As razdes de sobrevida
foram expressas como porcentagem de animais vivos e a diferenca entre elas obtida

pelo teste Chi-Quadrado. Para a realizacdo das analises estatisticas supracitadas foi
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utilizado programa estatistico computadorizado (GraphPad Prism Software,

GraphPad Prism 5 Demo, USA, 2007).
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4.1 Camundongos deficientes de TLR9 foram mais resistentes a CLP

Para avaliar o papel do receptor toll-like 9 na sepse, animais selvagens
(C57BL/6) e deficientes para 0 mesmo (TLR9™) foram submetidos ao modelo de
ligadura e perfuracdo do ceco (CLP) em dois graus de severidade: sepse severa (S-
CLP) que resultou em 100% de mortalidade dos camundongos selvagens em 72
horas; e uma forma mais branda, sepse ndo-severa (NS-CLP), na qual a
sobrevivéncia foi 100% durante os sete dias de observacdo. Os camundongos TLR9
" submetidos a S-CLP apresentaram aproximadamente 40% de sobrevivéncia ao
longo dos sete dias avaliados (Figura 1), enquanto nao diferiram dos selvagens em
relacdo a NS-CLP.

Seis horas apés a S-CLP, a deficiéncia de TLR9 favoreceu a migracdo de
neutrofilos para o foco da infeccdo (Figura 2a e b), além de aumentar o recrutamento
de outros tipos celulares (Figura 2c e d), como macréfagos (F4/80%) e células
dendriticas (Cd11c"). Camundongos TLR9™ também apresentaram menor sequiestro
de neutréfilos no pulmédo (Figura 3a e b) e menos bactérias no sangue e lavado
peritoneal (Figuras 4a e b, respectivamente).

Os animais deficientes de TLR9 submetidos a S-CLP apresentaram menores
niveis de TNF-alfa no soro (Figura 5a) seis horas apés a CLP, o que implica em
menor proporg¢do da resposta inflamatoria sistémica relacionada ao maior controle da
infeccao.

Entre os camundongos selvagens e deficientes de TLR9 néo foi observada

diferenga significativa nas quantidades de CXCL1 e CXCL2 no lavado peritoneal
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(Figura 5c-b) seis horas ap6s a CLP. Portanto, o maior recrutamento de neutrofilos
para o foco da infeccdo ndo se deveu a maior producéo local de quimiocinas.

Dessa forma, na sepse severa (S-CLP), a auséncia da ativacdo de TLR9
resultou em maior sobrevivéncia por prevenir a faléncia na migracédo dos neutrofilos
para a cavidade peritoneal, 0 que permitiu maior controle da infeccdo localmente,

havendo menor bacteremia e inflamagé&o sistémica.
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Figura 1. A deficiéncia de TLR9 confere maior sobrevivéncia a sepse
polimicrobiana. Camundongos selvagens (C57BL/6) e deficientes de TLR9
(TLR9™) foram submetidos ao modelo de ligadura e perfuracéo do ceco (CLP) em
dois diferentes graus de severidade: sepse severa (S-CLP) e sepse ndo severa (NS-
CLP). A sobrevida foi avaliada durante sete dias consecutivos e analisada pelo teste
Chi-Quadrado (n=15). *p<0,05 em relacdo aos animais selvagens.
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Figura 2. A deficiéncia de TLR9 aumenta o recrutamento de leucécitos para o
foco da infeccdo apos sepse severa (S-CLP). Camundongos selvagens (C57BL/6) e
deficientes de TLR9 (TLR9™") foram submetidos ao modelo de ligadura e perfuracéo
do ceco (CLP) em dois diferentes graus de severidade: sepse severa (S-CLP) e sepse
ndo severa (NS- CLP). Os animais sham sdo controles falso-operados. Apos seis
horas da CLP foi realizado o lavado peritoneal e este analisado por ensaio de
citometria de fluxo quanto as populacdes: neutréfilos- Gr1"" (b), macréfagos- F4/80"
(c) e células dendriticas- CD11c" (d). O numero de neutrofilos também foi
estabelecido a partir da contagem diferencial de leucocitos em lamina (a). Para as
comparacOes entre os grupos de animais utilizou-se ANOVA two way seguida pelo
post-test de Bonferroni (n=5). *p<0,05 em relacdo aos animais selvagens.
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Figura 3. A deficiéncia de TLR9 reduz o sequestro de neutréfilos no pulméo
apos sepse severa (S-CLP). Camundongos selvagens (C57BL/6) e deficientes de
TLRY (TLR9”) foram submetidos ao modelo de ligadura e perfuracdo do ceco
(CLP) em dois diferentes graus de severidade: sepse severa (S-CLP) e sepse nédo
severa (NS- CLP). Os animais sham sdo controles falso-operados. Apds seis horas
da CLP o pulméo foi retirado, processado e analisado por ensaio de citometria de
fluxo quanto as populacdes: neutréfilos- Gr1™" (b), macréfagos- F4/80* (c) e células
dendriticas- CD11c" (d). O nimero de neutréfilos também foi estabelecido a partir
do ensaio de mieloperoxidase a partir de curva preestabelecida (a). Para as
comparacgOes entre os grupos de animais utilizou-se ANOVA two way seguida pelo
post-test de Bonferroni (n=15). *p<0,05 em relacdo aos animais selvagens.
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Figura 4. A deficiéncia de TLR9 reduz a contagem de bactérias no sangue e no
lavado peritoneal apos sepse severa (S-CLP). Camundongos selvagens (C57BL/6) e
deficientes de TLR9 (TLR9™) foram submetidos ao modelo de ligadura e perfuragdo
do ceco (CLP) em dois diferentes graus de severidade: sepse severa (S-CLP) e sepse
ndo severa (NS- CLP). Os animais sham sdo controles falso-operados. Apds seis
horas foram realizados: lavado peritoneal e coleta do sangue. O cultivo foi realizado
em placas estéreis contendo Agar Muller Hilton e apds 18 horas contado o nimero de
Unidades Formadoras de Colonia (UFC). As comparagdes entre 0s grupos de animais
foram feitas por meio do teste de Mann-Whitney (n=5 a 8). *p<0,05 em relagéo aos
animais selvagens.
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Figura 5. A deficiéncia de TLR9 reduz a inflamacao sistémica, mas nao a
resposta inflamatoria local apds sepse severa (S-CLP). Camundongos
selvagens (C57BL/6) e deficientes de TLR9 (TLR9™) foram submetidos ao
modelo de ligadura e perfuracdo do ceco (CLP) em dois diferentes graus de
severidade: sepse severa (S-CLP) e sepse ndo severa (NS- CLP). Os animais
sham sdo controles falso-operados. Apds seis horas da cirurgia, realizou-se a
coleta do sangue para obtencéo do soro para dosagem de TNF-a (a), bem como
lavado peritoneal para as dosagens de CXCL2 (b) e CXCL1 (c). Utilizou-se
ELISA para quantificar as citocinas referidas.*p<0,05 em relacdo aos animais
selvagens. As comparacdes entre 0s grupos de animais foram feitas por meio de
teste t para amostras independentes (n=5). *p<0,05 em relacdo aos animais

selvagens.
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4.2 Neutrofilos de camundongo expressam TLR9

A expressdao de TLR9 foi observada por meio do ensaio de citometria de
fluxo em populacdo Gr1"®" em sangue total obtido de camundongos naive, sham
operados, bem como naqueles submetidos a CLP (Figura 6a -c). Quando a populacéo
Gr1"" foi cruzada com a populacdo de células marcadas com o anticorpo anti-
CD4b5r (B220), foram distinguidas duas populagdes isoladas (Figura 6b), o que exclui
das analises a expressao de TLR9 por células dendriticas plasmocitoides (pDCs).

Apbs duas horas da cirurgia, a expressdo de TLR9 em populacdo Gr1"o"
/F4/80 ndo diferiu entre os animais sham operados e 0s animais submetidos aos

distintos graus de severidade da CLP (Figura 6c¢).
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Figura 6. Neutrdéfilos de camundongo expressam TLR9. A expressdo de TLR9 foi
verificada em neutréfilos (Gr1"9" ou Gr1*F4/80") do sangue total. Expressio de TLR9
foi verificada em camundongos selvagens (C57BL/6) naive (a) e camundongos
submetidos ao modelo de ligadura e perfuracdo do ceco (CLP) em dois diferentes
graus de severidade: sepse severa (S-CLP) e sepse ndo severa (NS- CLP). Os animais
sham séo controles falso-operados (c). O sangue foi colhido duas horas ap6s CLP. Em
tubo separado, a populacdo Grl* foi cruzada a marcada com anti-CD45R (b). O
grafico de pontos (b) representa 0 nimero de eventos adquiridos e o histograma (a)
exprime a intensidade de fluorescéncia (FI). O gréafico de barras (c) expressa a
mediana da intensidade de fluorescéncia (MIF). (n=4)

Dissertacdo de mestrado Silvia Cellone Trevelin



Resultados 80

4.3 A ativagdo de TLR9 inibiu a migracdo de neutrofilos para o foco da
inflamacao

Para verificar o papel de TLR9 no recrutamento de neutréfilos para o foco da
inflamacdo, camundongos selvagens, deficientes da proteina adaptadora MyD88 ou
de TLR9 foram tratados i.v. com o0 agonista deste receptor (ODN CpG) ou PBS.
Depois de 30 minutos, foi induzida peritonite estéril com tioglicolato injetado i.p., e,
apos quatro horas, quantificado o numero de neutréfilos que migraram para a
cavidade peritoneal e a infiltracdo destes polimorfonucleares no pulmédo. Os animais
selvagens tratados com ODN CpG apresentaram menor migracao de neutréfilos para
a cavidade peritoneal (Figura 7a) e maior sequestro de neutrofilos no pulméo (Figura
7b) quando comparados aos controles que receberam PBS. Os camundongos MyD88
e TLR9™ (Figura 7a e 7b) tratados com ODN CpG responderam ao estimulo com
tiogliolato de forma semelhante aos controles injetados com PBS. Dessa forma, a
ativacdo sistémica de TLR9 via proteina adaptadora MyD88 promoveu inibicdo da
migracdo de neutréfilos para o foco da inflamagdo e aumento da infiltracdo destes no
pulmao.

Corroborando o0 menor nimero de neutrofilos observado na cavidade
peritoneal, o tratamento com ODN CpG também reduziu o rolamento e a adesao dos
leucdcitos nas vénulas mesentéricas (Figuras 8a e b). Para excluir a possibilidade de
0 ODN CpG reduzir o rolamento e a adeséo por atuar na superficie dos leucécitos ou

demais receptores de DNA intracelulares e ndo via TLR9, como controle utilizou-se

um ODN com sequiéncia que nédo possui o dinucleotideo CpG ndo metilado.
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Para verificar se a ativacdo de TLR9 diretamente em neutrofilos foi
responsavel por reduzir a migracdo destes para o foco da inflamacdo realizou-se
ensaio de transferéncia adotiva. Com esta finalidade, neutrdfilos isolados da medula
Ossea de camundongos selvagens (C57BL/6) foram marcados com CFSE e injetados
em animais selvagens e deficientes da proteina adaptadora MyD88. Apo6s 30
minutos, os animais foram tratados com ODN CpG ou PBS i.v. e induzida peritonite
estéril com tioglicolato i.p. Depois de quatro horas, realizou-se o lavado peritoneal e
0 numero de neutrofilos marcados foi estabelecido em citémetro de fluxo a partir da
avaliacdo de um milhdo de eventos. Neutréfilos isolados da medula 6ssea provindos
de camundongos selvagens marcados com CFSE e transferidos para MyD88"
migraram menos para a cavidade peritoneal sob estimulo de tioglicolato (Figura 9).
Tal evento demonstra uma atuacdo direta do ODN CpG em neutréfilos, tendo em
vista que somente os neutrofilos provindos de camundongos selvagens sofreram
inibicdo da migracdo por ODN CpG (Figura 7a e 9), o que ndo foi observado em
neutréfilos provindos de camundongos MyD88™ (Figura 7a). A inibicdo da migracéo
de neutréfilos selvagens nos animais deficientes de MyD88 tratados com ODN CpG
elimina a possibilidade de outras células que também expressam o receptor, tais
como células dendriticas, macréfagos e linfocitos T, produzirem fatores inibitorios
sobre a migracdo dos neutrofilos.

Assim, a ativacdo de TLR9 em neutr6filos promove per se a inibicdo da

migracdo destes para o sitio da inflamag&o.
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Figura 7. A ativacgao sistémica de TLR9 reduz a migracdo de neutréfilos para
o foco da inflamacdo e aumenta o sequestro de neutréfilos no pulmao.
Camundongos selvagens (C57BL/6), deficientes para a proteina adaptadora
MyD88 (MyD88™) ou para o receptor toll-like 9 (TLR9”) foram tratados com
ODN CpG (0,9mg/kg) ou solucdo salina tamponada/fosfatada (PBS) i.v. e, apés 30
minutos, se administrou tioglicolato 3% i.p. Efetuou-se o lavado peritoneal ap6s
quatro horas da injecdo do tioglicolato e foram avaliados: (a) contagem de
neutrofilos que migraram para o foco da inflamacdo (n=5) e ensaio de
mieloperoxidase (b) para quantificar o infiltrado de neutréfilos no pulméo (n=5).
Para comparacfes entre os grupos utilizou-se ANOVA two way seguida do pds-
teste de Bonferroni. *p<0,05.
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Figura 8. A ativacdo sistétmica de TLR9 reduz o rolamento e adesdo dos
leucocitos. Camundongos selvagens (C57BL/6) foram tratados com ODN CpG
(0,9mg/kg), ou LPS (15mg/kg), ou solucdo salina tamponada/fosfatada (PBS) i.v.
e apos 30 minutos injetados com tioglicolato 3% i.p. Apos trés horas da injecdo
de tioglicolato, o0s animais foram anestesiados com quetamina
(100mg/kg)/xilazina (15mg/kg) e submetidos ao ensaio de microscopia intravital.
Depois de identificada uma vénula do mesentério, foram quantificados: o
namero de leucécitos que rolaram sobre o vaso e o numero de leucdcitos
aderidos no endotélio, durante cinco minutos (n=5). Para compara¢des entre 0s
grupos utilizou-se teste de Kruskal-Wallis. *p<0,05 em relacdo ao grupo tratado
com ODN controle.
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Figura 9. A ativacdo de TLR9 diretamente em neutrdfilos reduz a migragao
destes para o foco da inflamacéo- ensaio de transferéncia adotiva. Neutr6filos
foram isolados da medula éssea de camundongos selvagens (C57BL/6) e marcados
com CFSE. As células marcadas (3 X 10°) foram injetadas i.v. em camundongos
selvagens (C57BL/6) e deficientes para a proteina adaptadora MyD88 (MyD88™).
Os animais foram tratados com ODN CpG (0,9mg/kg) ou solucdo salina
tamponada/fosfatada (PBS) i.v. e apds 30 minutos injetados com tioglicolato 3%
i.p. Quatro horas ap0s foi realizado lavado peritoneal e as células adquiridas em
citbmetro de fluxo. Os dados representam o numero de neutréfilos provindos de
camundongos selvagens marcados com CFSE que migraram para cavidade
peritoneal em 10° eventos adquiridos pelo citometro de fluxo. Para comparagdo
entre 0s grupos utilizou-se ANOVA two way. *p<0,05 em relacdo ao controle
tratado com PBS.
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4.4 A ativacdo de TLR9 em neutrofilos prejudica a quimiotaxia para CXCL2

Alves-Filho et al (2008 e 2010) observaram que a ativacdo de TLR2 e TLR4
inibem a migracdo de neutrdfilos para o foco inflamatdrio/infeccioso na sepse por
inibirem a resposta quimiotaxica em direcdo a CXCL2. Para investigar se TLR9 atua
sobre a quimiotaxia, neutréfilos de camundongos selvagens, deficientes de MyD88
(MyD887) ou TLR9 (TLR9™) foram isolados da medula 6ssea, incubados com ODN
CpG e colocados em camara de Boyden modificada para migrarem em direcéo a
CXCL2. Os neutréfilos provindos de camundongos selvagens incubados com ODN
CpG apresentaram menor resposta quimiotaxica quando comparados aos controles
gue permaneceram somente em meio de cultura RPMI (FiguralOa). Tal inibicdo da
resposta quimiotaxica a CXCL2 ndo foi observada nos neutréfilos deficientes de
TLR9 e MyD88 (Figura 10b). Neutréfilos provindos de camundongos selvagens
incubados com ODN CpG também apresentaram menor polimerizacdo de actina
guando colocados na presenca de CXCL2 (Figura 11).

Corroborando a menor resposta quimiotaxica em direcdo a CXCL2 observada
pela exposicao in vitro ao ODN CpG também foi verificada menor quimiotaxia em
direcdo a CXCL1 e CXCL2 (Figura 12) de neutréfilos isolados do sangue de
camundongos selvagens apés duas horas do tratamento com ODN CpG em relagdo
aos tratados com solugéo salina tamponada fosfatada (PBS).

Além disso, neutrofilos isolados do sangue de camundongos submetidos a S-
CLP apresentaram inibicdo da quimiotaxia em dire¢cdo a CXCL2, o que foi nédo

observado em animais deficientes de TLR9 (Figura 13).
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A viabilidade dos neutréfilos (Figura 14), aferida em citdmetro de fluxo pelo
ensaio de anexina V e PI (iodeto de propidio), ndo foi alterada pela incubacéo in
vitro com ODN CpG nas concentracdes utilizadas. A anexina € uma proteina que se
liga & residuos de fosfatidilserina expressos na superficie externa de celulas
apoptoticas, enquanto o P1, impermedavel a células integras, possui grande capacidade
de se ligar ao DNA quando ha ruptura da membrana plasmatica (O’Brien ¢ Bolton,
1995).

Dessa forma, os resultados observados pela exposicdo dos neutréfilos ao
ODN CpG in vivo e in vitro corroboram a inibi¢cdo da migracdo de neutréfilos em

direcdo a quimiocina CXCL2 quando TLR9 é ativado.
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Figura 10. A ativacdo de TLR9 em neutrofilos reduz a quimiotaxia em
direcdo a CXCL2. Neutrofilos isolados da medula 6ssea de camundongos
selvagens (C57BL/6), deficientes de MyD88 (MyD88”) ou deficientes do
receptor toll-like 9 (TLR9”") foram incubados com ODN CpG (0,3pug/mL), em
meio RPMI, ou com lipopolossacarideo-LPS (30ug/mL) durante uma hora, e
posteriormente colocados em camara de Boyden modificada para migrarem em
direcdo a CXCL2 (30ng/mL) durante uma hora. Para comparagdo entre os
grupos utilizou-se ANOVA one (a) ou two way (b) seguida pelo pos-teste de
Bonferroni.*p<0,05. Os graficos representam trés experimentos em
quadruplicata realizados isoladamente.
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Figura 11. A ativacdo de TLR9 em neutréfilos reduz a polimerizacéo de
actina estimulada por CXCL2. Neutrofilos isolados da medula 6ssea de
camundongos selvagens (C57BL/6) e deficientes do receptor toll-like 9
(TLR9™) foram incubados com ODN CpG (0,3ug/mL), em meio RPMI, ou
com lipopolossacarideo-LPS  (30ug/mL) durante duas horas, e
posteriormente estimulados com CXCL2 (30ng/mL) durante um minuto.
Para verificar a formacdo do polimero de F-actina utilizou-se faloidina
associada a rodamina. A média de intensidade de fluorescéncia (MIF) foi
determinada com uso do software Image J. Para comparacao entre 0s grupos
utilizou-se ANOVA two way seguida pelo pds-teste de Bonferroni.*p<0,05.
As figuras e grafico representam trés experimentos em triplicata realizados
isoladamente. Para facilitar a leitura utilizou-se o 4, 6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI) para marcacgdo da cromatina.
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Figura 12. A ativacdo sistémica de TLR9 reduz a quimiotaxia de neutroéfilos
em direcdo a quimiocinas CXCL1 e CXCL2. Camundongos selvagens
(C57BL/6) foram tratados com ODN CpG (0,9mg/kg) ou solucdo salina
tamponada/fosfatada (PBS) i.v. e apds duas horas eutanasiados para obtencdo do
sangue. Os neutréfilos isolados do sangue foram colocados em camara de Boyden
modificada para migrarem em direcdo a CXCL1 (30ng/mL) ou CXCL2 (30ng/mL)
durante uma hora. Para comparacao entre os grupos utilizou-se teste t.*p<0,05. Os
graficos representam dois experimentos em quadruplicata realizados isoladamente.
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Figura 13. A ativacdo sisttmica de TLR9 durante a sepse severa (S-CLP)
reduz a quimiotaxia de neutréfilos em direcdo a quimiocina CXCL2.
Camundongos selvagens (C57BL/6) ou deficientes de toll-like receptor 9 (TLR9™)
foram submetidos a0 modelo de ligadura e perfuracdo do ceco (CLP) na forma de
sepse severa (S-CLP). Os animais sham sdo controles selvagens falso-operados.
Apbs duas horas da cirurgia os camundongos foram eutanasiados para obtenc¢édo do
sangue. Os neutrofilos isolados do sangue foram colocados em camara de Boyden
modificada para migrarem em direcdo a CXCL2 (30ng/mL) durante uma hora. Para
comparacdo entre os grupos utilizou-se teste t.*p<0,05 em relagdo ao sham
operado. O gréfico representa dois experimentos em quadruplicata realizados
isoladamente.
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Figura 14. A incubacdo de neutrofilos com ODN CpG néo altera a viabilidade dos
mesmos. Neutréfilos isolados da medula éssea de camundongos selvagens (C57BL/6)
foram incubados com ODN CpG (10ug/mL), em meio RPMI, durante duas horas. Os
neutrofilos foram incubados com anexina V durante quinze minutos e iodeto de
propideo (PI) por um minuto, sendo a marcacgdo das células avaliada em citdmetro de
fluxo. Os gréaficos de pontos representam o nimero de eventos, sendo cada evento uma
célula, bem como a proporc¢éo de células marcadas por anexina V e PI.
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4.5 A ativacdo de TLR9 induz a internalizacdo de CXCR2 via GRK2 em neutroéfilos

Receptores acoplados a proteina G (GPCRs) tém sua ativagcdo negativamente
regulada por meio de proteinas kinases especificas (GrKs) as quais controlam a
presenca destes receptores na superficie das células. A fosforilacdo dos GPCRs por
GRKs aumenta a afinidade destes receptores pela proteina adaptadora arrestina, o
que permite a mobilizacdo de clatrina e endocitose (Ferguson et al., 1996; Moore et
al., 2007).

Em pacientes sépticos a maior expressdo de GRK2 em neutrofilos foi
relacionada ao prejuizo na quimiotaxia dos neutréfilos em direcdo a CXCL8 (Arraes
et al., 2006). Além disso, a ativacdo de TLR2 e TLR4 foi associada a
dessensibilizacdo de CXCR2 via aumento da expressdo de GRK2 em neutréfilos
(Alves-Filho et al., 2008; Alves-Filho et al., 2010).

Para verificar se a ativacdo de TLR9 inibe a quimiotaxia em direcdo a
CXCL2 por induzir a internalizacdo do receptor quimiotaxico correspondente,
camundongos selvagens foram tratados i.v. com ODN CpG (0,9 mg/kg) e ap6s duas
horas verificada a expressdo de CXCR2 na superficie, assim como a inducdo de
GRK2 no interior dos neutréfilos. O tratamento i.v. com ODN CpG reduziu a
expressdo de CXCR2 (Figura 15) e aumentou a expressao de GRK2 (Figura 16) nos
neutrofilos do sangue, assim como o tratamento i.v. com LPS (15mg/Kg). Além
disso, a incubacéo de neutrofilos isolados da medula 6ssea com ODN CpG durante
duas horas reduziu a expressdo de CXCR2 (Figura 17a), enquanto aumentou a
expressao de GRK2 (Figura 18). Corroborando a importancia da GRK2 na

dessensibilizagdo de CXCRZ2, a inibicdo de GRK2 preveniu a redugdo da quimiotaxia
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induzida pela ativacdo de TLR9 (Figura 17b), bem como a dessensibilizacdo de
CXCR2 (Figura 17a).

A incubacdo de neutréfilos isolados da medula 6ssea durante uma hora com
ODN CpG nao foi capaz de alterar a expressdo de CXCR2 (Figura 19a) ou induzir a
expressao de GrK2 (Figura 19b), diferentemente do observado com a estimulagéo
dos neutrofilos com LPS. O fato de TLR4 estar localizado na superficie da
membrana plasmatica pode ter favorecido o rapido reconhecimento e consequente
efeito precoce do LPS sobre os neutrofilos quando comparado ao ODN CpG
promovendo a ativacdo de TLR9. A ativacdo de TLR9 é um processo mais demorado
que TLR4, pois necessita da fagocitose para o reconhecimento. O ensaio de
quimiotaxia obteve resposta de inibi¢cdo da migracdo com uma hora de incubacédo das
células com 0 ODN CpG, pois os neutréfilos permaneceram em contato com ODN
CpG, na realidade, durante duas horas, uma hora na estufa para a incubacao, e outra
na prépria camara de Boyden.

Também foi verificado que a expressdo de CXCR2 na superficie de
neutréfilos do sangue reduziu nos camundongos selvagens ap6s S-CLP, porém isto
foi observado em menor intensidade nos animais deficientes de TLR9 (Figura 20). A
expressio de GRK2 também foi menor nos camundongos TLR9™ submetidos a S-
CLP quando comparados aos selvagens (Figura 21).

Tendo-se em vista a menor expressdo de CXCR2 e aumento de GRK2 nos
neutréfilos quando TLR9 é ativado por ODN CpG, sugere-se que TLR9 leva a

dessensibilizacdo de CXCR2 via GRK2.
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Figura 15. A ativacao sistémica de TLR9 induz a dessensibilizacdo de CXCR2
em neutréfilos do sangue. Camundongos selvagens (C57BL/6) foram tratados
com ODN CpG (0,9mg/kg), ou lipopolissacarideo-LPS (15mg/kg), ou solucdo
salina tamponada/fosfatada (PBS) i.v. e apdés duas horas eutanasiados para
obtencdo de sangue. A expressio de CXCR2 foi verificada em populagdo Gr1™o"
em citdmetro de fluxo. O histograma e grafico representam a intensidade de
fluorescéncia e mediana de intensidade de fluorescéncia (MIF), respectivamente.
Para comparacOes entre os grupos utilizou-se ANOVA one way seguida do pés-
teste de Bonferroni. **p<0,05 em relacéo ao controle PBS; * p<0,05 em relacéo ao
grupo tratado com ODN CpG. IgG2a: isotipo controle.
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Figura 16. A ativacdo sistémica de TLR9 aumenta a expressdao de GRK2 em
neutrofilos do sangue. Camundongos selvagens (C57BL/6) foram tratados com
ODN CpG (0,9mg/kg), ou lipopolissacarideo-LPS (15mg/kg), ou solucdo salina
tamponada/fosfatada (PBS) i.v. e ap6s duas horas eutanasiados para obtencdo de
sangue. A expressdo de GRK2 foi verificada em neutrofilos isolados do sangue. As
figuras sdo representativas de trés experimentos realizados isoladamente. Para
facilitar a leitura utilizou-se o 4, 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) para marcagéo da
cromatina.
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Figura 17. A ativacdo de TLR9 em neutrdfilos induz a dessensibilizacdo de
CXCR2 via GRK2. Neutrofilos foram isolados da medula 6ssea de camundongos
selvagens (C57BL/6), pré-incubados durante 30 minutos com inibidor de GRK
(GRKi, 150uM) e incubados com ODN CpG (0,3ug/mL) ou ODN Controle
(0,3pug/mL) em meio RPMI. Ap6s uma hora foi verificada a quimiotaxia (b) em
direcdo a CXCL2 (30ng/mL) e depois de duas horas a expressdao de CXCR2 em
populacdo Gr1"9" em citometro de fluxo (a). O histograma representa a intensidade
de fluorescéncia (FI). Para comparacGes entre 0s grupos utilizou-se ANOVA two
way seguida do pés-teste de Bonferroni. *p<0,05 em relacdo ao controle RPMI.
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Figura 18. A ativacdo de TLR9 em neutrofilos aumenta a expressdo de GRK2.
Neutréfilos foram isolados da medula 6ssea de camundongos selvagens (C57BL/6)
e incubados com ODN CpG (0,3ug/mL), ou lipopolissacarideo-LPS (30ug/mL) em
meio RPMI. Apo6s duas horas foi verificada a expressio de GRK2 por
imunofluorescéncia. As figuras sdo representativas de trés experimentos realizados
isoladamente. Para facilitar a leitura utilizou-se o 4, 6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI) para marcagdo da cromatina.
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Figura 19. A dessensibilizacdo de CXCR2 e a inducdo da GRK2 em
neutrofilos provocadas pela ativacdo de TLR9 sdo tempo-dependentes.
Neutréfilos foram isolados da medula Ossea de camundongos selvagens
(C57BL/6) e incubados com ODN CpG em meio RPMI. Apds uma hora foi
verificada a expressdo de CXCR2 em populagdo Gr1"9" em citdmetro de fluxo
(@) e GRK2 por imunoflurescéncia (b). O grafico para CXCR2 representa a
mediana de intensidade de fluorescéncia (MIF). A expressdo de GRK2 ¢
representada pela associacdo da marcacdo pelo Alexa Fluor 594 (anticorpo
secundario conjugado) concomitante a marcacdo da cromatina com o 4, 6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI). As figuras sdo representativas de dois
experimentos em triplicata realizados isoladamente.
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Figura 20. A deficiéncia de TLR9 previne a dessensibilizacdo de CXCR2 em
neutrofilos do sangue de animais submetidos & sepse severa (S-CLP).
Camundongos selvagens (C57BL/6) ou deficientes de TLR9 (TLR9”) foram
submetidos ao modelo de ligadura e perfuracdo do ceco (CLP) na forma de sepse
severa (S-CLP). Os animais sham sdo controles falso-operados. Apds duas horas
da cirurgia os camundongos foram eutanasiados para obtencdo do sangue. A
expressdo de CXCR2 foi verificada em populagdo Gr1"9" em citometro de fluxo. O
histograma e gréafico representam a intensidade de fluorescéncia (FI) e mediana da
intensidade de fluorescéncia (MIF), respectivamente. Para comparacGes entre 0s
grupos utilizou-se ANOVA two way seguida do pos-teste de Bonferroni (n=5). *
p<0,05 em relagdo ao grupo S-CLP nos animais selvagens (C57BL/6). IgG2a:
isotipo controle.
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Figura 21. A deficiéncia de TLR9 previne a inducdo de GRK2 em neutréfilos
do sangue de animais submetidos a sepse severa (S-CLP). Camundongos
selvagens (C57BL/6) e deficientes de TLR9 (TLR9™) foram submetidos ao modelo
de ligadura e perfuracdo do ceco (CLP) em dois diferentes graus de severidade:
sepse severa (S-CLP) e sepse ndo severa (NS- CLP). Apds duas horas os animais
foram eutanasiados e o sangue obtido por puncéo cardiaca (n=3). A expressao de
GRK2 foi verificada em pool de neutrofilos isolados do sangue utilizando
imunofluorescéncia. As figuras sdo representativas de dois experimentos em
triplicata realizados isoladamente. Para facilitar a leitura utilizou-se o 4, 6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) para marcagao da cromatina.
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4.6 A ativacdo de TLR9 aumenta a capacidade microbicida dos neutrofilos

A ativacdo dos leucdcitos na circulacdo via TLRs foi implicada em inducao
da producdo de radicais derivados do oxigénio e nitrogénio resultando em leséo
endotelial e corroborando para a faléncia organica em funcdo da hipoperfusao dos
tecidos (Brown et al., 2006). Enquanto a ativacdo de TLRs na circulacdo é
prejudicial, no foco da infeccdo € benéfica, pois permite a dessensibilizacdo de
receptores quimiotaticos e aumento da capacidade fagocitaria e microbicida dos
fagocitos, essenciais para o combate dos agentes patogénicos (Takeuchi e Akira,
2010).

A ativacdo de TLR9 reduziu a quimiotaxia dos neutrofilos em direcdo a
CXCL2, o que resultou em menor migracdo de neutrofilos para o foco
inflamatdrio/infeccioso na sepse severa. A partir dessa acdo de TLR9 semelhante aos
demais TLRs, se buscou investigar a acdo deste receptor sobre as func@es fagocitaria
e microbicida dos neutrofilos.

A incubacdo de neutrofilos isolados da medula 6ssea durante duas horas com
ODN CpG aumentou as capacidades microbicida (Figura 22a) e fagocitaria (Figura
22b) em relacdo aos controles incubados somente com meio RPMI. Corroborando o
aumento da funcdo fagocitéria, a ativacdo de TLR9 também elevou a polimerizacéao
de actina na presenca de zimosan opsonizado (Figura 23).

O LPS induziu a polimerizacao de actina na presenca de zimosan opsonizado
mais precocemente quando comparado ao ODN CpG (Figura 23), 0 que pode, de
certa forma, ser justificado pela localizagcdo do TLR9 no interior da célula, enquanto

0 TLR4 é encontrado na superficie.
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Figura 22. A ativacdo de TLR9 em neutrofilos aumenta a capacidade
fagocitaria e microbicida dos mesmos. Neutrofilos isolados da medula 6ssea de
camundongos selvagens (C57BL/6) foram incubados com ODN CpG (3ug/mL) em
meio RPMI durante duas horas, e posteriormente submetidos ao ensaio de
fagocitose (a) utilizando zimosan opsonizado (5 particulas/célula) e ensaio da
capacidade microbicida (b) com bactérias do contetido cecal (2 bactérias/ célula). A
porcentagem de células fagociticas foi estabelecida pela contagem de 100
neutrofilos. Para comparacao entre os grupos utilizou-se ANOVA one way seguida
pelo pos-teste de Tukey.*p<0,05. Os graficos representam dois experimentos em
triplicata realizados isoladamente.
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Figura 23. A ativacdo de TLR9 em neutrofilos aumenta a polimerizacdo de
actina na presenca de zimosan opsonizado. Neutréfilos isolados da medula 6ssea
de camundongos selvagens e incubados durante duas horas com ODN CpG (1ug/mL)
ou lipolissacarideo- LPS (30ug/mL) foram colocados na presenca de zimosan
opsonizado (5 particulas/célula) durante 15, 30, 45 e 60 minutos. A formacdo do
polimero de F-actina foi verificada pela marcacdo de faloidina associada a rodamina
em microscépio de epifluorescéncia mantendo-se o tempo de exposicdo para todos 0s
grupos. As figuras representam dois experimentos em triplicata realizados
isoladamente.
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4.7 A ativacdo de TLR9 aumenta a producdo de ROS e potencializa a producéo
de NO por IFN-y pelos neutrofilos

O aumento da fagocitose justifica em parte a maior capacidade microbicida
dos neutrofilos incubados com o agonista de TLR9, porém pensou-se que a ativacao
de TLR9 pudesse também potencializar a produgéo de radicais derivados do oxigénio
e nitrogénio por estes polimorfonucleares. De fato, o tratamento i.v. com ODN CpG
(0,9mg/Kg) elevou a producédo de perdxido de hidrogénio em neutréfilos (populagéo
Grl1” e F4/80) apds duas horas da administragdo em camundongos selvagens (Figura
24a). Alem disso, a incubacdo de neutrofilos isolados da medula 6ssea com ODN
CpG durante duas horas aumentou a producao de superdxido (Figura 24b).

A partir destes resultados, sugere-se que ativacdo de TLR9, por relaciona-se a
acidificacdo lisossomal, possa ter favorecido a ativagdo do complexo enzimético
NADPH oxidase e liberacdo de superoxido convertido pela superoxido dismutase em
perdxido de hidrogénio.

Além da inducdo na producédo de radicais derivados do oxigénio, a ativacdo
de TLR9 também aumentou a produc¢do de éxido nitrico por neutréfilos na presenca
de IFN-gama (Figura 25). Durante a sepse, a liberacdo de IFN-gama associada a
ativacdo de TLR9 pode potencializar a produgdo de 6xido nitrico, o qual foi
anteriormente implicado na internalizacdo de CXCR2 e inibicdo da migracdo dos

neutrofilos (Rios-Santos et al, 2007).
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Figura 24. A ativacdo de TLR9 aumenta a producao de ROS pelos neutrdfilos.
A. Camundongos selvagens foram tratados com ODN CpG (0,9mg/kg), ou
lipopolissacarideo-LPS (15mg/kg), ou solucdo salina tamponada/fosfatada (PBS) i.v.
e ap6s duas horas eutanasiados para obtencdo de sangue por puncédo cardiaca (n=5).
No sangue total verificou-se a producgdo de peroxido de hidrogénio (a) por H2DCF-
DA em populacio Gr1*F4/80°. O gréfico representa a média de intensidade de
fluorescéncia (MIF) pelo DCF. B. Neutrofilos isolados da medula Ossea de
camundongos selvagens e incubados durante duas horas com ODN CpG foram
submetidos ao ensaio de quimioluminescéncia com lucigenina (20uM). Para
comparacao entre os grupos utilizou-se ANOVA one way seguida pelo pos-teste de
Tukey.*p<0,05 em relacdo ao controle PBS ou Hank’s. Os gréficos representam dois
experimentos em triplicata realizados isoladamente.
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Figura 25. A ativacdo de TLR9 em neutrdfilos aumenta a producgdo de NO na
presenca de IFN-y. Neutrofilos isolados da medula 6ssea foram incubados com 4-
amino-5-metilamino-2,7-diclorofluoresceina diacetato (DAF) na presenca de L-
NOARG (100uM) em meio Hank’s. As células foram lavadas com Hank’s
contendo L-Arginina (100uM) e incubadas durante duas horas com ODN Controle
(0,3ug/mL) ou ODN CpG (0,3ug/mL) em meio RPMI, na presenca ou ndo de
IFN-y (200UI/mL). A produgéo de NO foi determinada por ensaio de citometria de
fluxo, observando-se a marcacdo com DAF nas células Gri"®" O grafico
representa a média de intensidade de fluorescéncia (MIF) obtida no experimento
realizado em triplicata. Para a comparacdo entre 0s grupos, utilizou-se ANOVA
one away seguida do pds-teste de Bonferroni. *p<0,05 em relacdo ao grupo ODN
controle.
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6.1 A ativacdo de TLR9 em neutréfilos do sangue € prejudicial na patogénese
da sepse polimicrobiana por levar a dessensibilizacdo de CXCR2 via aumento na
expressao de GRK2 nos neutrofilos, o que impede a migracao destes para o foco da

infeccao.

6.2 No foco da infecgdo, a ativacdo de TLR9 é benéfica por aumentar as
capacidades fagocitéria e microbicida dos neutréfilos, apesar da presenca do receptor

ndo ser indispensavel para a realizacéo destas fungdes.
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Certificamos que o Protocolo para Uso de Animais em
Experimentagdo n® 150/2009, sobre o projeto intitulado “Papel do receptor
Toll-like 9 na faléncia de migra¢do dos neutrdfilos na sepse”, sob a
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APROVADQO em reunido de 30 de novembro de 2009.

(We certify that the protocol n° 150/2009, about “Rele of the Toll-Like receptor 9 on failure of
neutrophil migration in sepsis”, agrees with the ETHICAL PRINCIPLES IN ANIMAL RESEARCH
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