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RESUMO

O figado é essencial para a manutengdo da homeostase corporal. Dentre suas
diversas fungdes fisiologicas, ele exerce papel importante na detec¢ado e remogao
de patégenos da circulagdo, sendo um oOrgao-chave na relagao
hospedeiro/microbiota. Os macréfagos hepaticos (Células de Kupffer) exercem um
papel fundamental na captura de patdégenos circulantes, porém mecanismos
acessorios devem existir especialmente em situagées onde ha uma demanda
emergencial devido a uma infecgéo sistémica. Neste contexto, o DNA é conhecido
por ser uma molécula com potencial antimicrobiano, fungao que foi conservada ao
longo da evolugéo e existe em inumeras espécies. Considerando isso, nosso
objetivo foi determinar se um contexto infeccioso generalizado poderia induzir a
liberacdo de DNA no figado, e qual seria o papel da liberagdo intrahepatica de
DNA no curso da infeccdo. De fato, demonstramos que durante a sepse
polimicrobiana induzida por ligadura e perfuragdo cecal ha deposicdo de DNA
extracelular no figado de maneira generalizada, que progride com o curso da
infeccdo. O DNA acumulado no figado parece n&o ser derivado de neutrofilos
(NETs) ou diretamente de hepatocitos em necrose, ja que n&o observamos morte
celular durante a sepse. A remoc¢ao enzimatica do DNA durante a doenga causou
um aumento significativo na bacteremia em tempos tardios de infeccéo, apesar de
nao ter alterado a resposta inflamatdria dos animais. Em conjunto, nossos dados
demonstram que a deposigao de DNA no figado durante a sepse, possivelmente
exercida ativamente por hepatdcitos viaveis, pode ser um mecanismo acessorio

para controle da bacteremia durante a infecgéo sistémica.



ABSTRACT

The liver is essential for maintaining body homeostasis. Among its various
physiological functions, the liver plays an important role in detection and removal of
pathogens from the circulation, being a major organ in the host / microbiota
interaction. The liver macrophages (Kupffer cells) play a key role in the capture of
circulating pathogens, but there should be accessory mechanisms acting in
emergency situations such as systemic infection. In this context, DNA is known to
be a molecule with antimicrobial activity, and this function has been evolutionarily
conserved and retained in several species. Considering this, our goal was to
determine whether a systemic infection could induce the release of DNA in the liver
and to determine the consequences of intrahepatic DNA deposition during
infection. As expected, we demonstrated there is a widespread DNA deposition
within the liver during polymicrobial sepsis, which progressed through the course of
infection. Our data indicates that such accumulated DNA was not derived from
neutrophils (NETS) or from necrotic hepatocytes, since we did not observe
hepatocyte death during sepsis. Enzymatic removal of DNA during disease caused
a significant increase in bacteremia at late timepoints of infection, however, no
influence on the inflammatory response was observed. Taken together, our data
demonstrate there is deposition of DNA in the liver during sepsis, possibly deriving
from viable hepatocytes, which could be acting as an additional mechanism for

controlling bacterial spread during systemic infection.



1. INTRODUGAO

O figado € um 6rgéo vital para o funcionamento do organismo e realiza
inumeras fungdes essenciais. Dentre elas estdo fungdes metabdlicas, catabdlicas,
excretoras, secretoras, de sintese e de armazenamento, as quais sao realizadas
principalmente pelos hepatdcitos, que compdem 70-80% da massa hepatica. O
figado & capaz de controlar a homeostase de glicose, sintetizar albumina e fatores
da coagulagdo, remover aménia do sangue, armazenar glicogénio, triglicerideos,
ferro e vitaminas, e sintetizar e secretar a bile. Também possui um papel
importante na degradacao e detoxificagdo de compostos, tanto endégenos quanto
exogenos, como hormoénios esteroides, proteinas séricas, farmacos, toxinas,
contaminantes ambientais, alcool e até produtos de degradacdo bacteriana
originados do trato gastrointestinal (THOMSON & KNOLLE, 2010). Além disso, o
figado € um componente importante na defesa contra infecgdo por via sanguinea,
participando da detec¢cdo e clearance de patdégenos. Isto o torna uma das
primeiras linhas de defesa imunoldgica entre o organismo e o ambiente externo
(JENNE & KUBES, 2013).

A capacidade do figado para detectar e responder a microorganismos é
devido a sua anatomia, localizacdo e as populagcdes celulares que residem nele.
Ele foi selecionado especificamente para maximizar a vigilancia imunologica, uma
vez que € continuamente exposto a patégenos no sangue, derivados tanto da
circulacao sistémica quanto do intestino. Situado em uma confluéncia
hemodinamica, o figado € banhado por 30% do volume sanguineo corpéreo a
cada minuto, sendo 80% sangue originado da veia porta, pouco oxigenado e rico
em nutrientes absorvidos no intestino e os 20% restantes, sangue oxigenado
fornecido pela artéria hepatica. Essa mistura sanguinea circula pelo figado
lentamente, em baixa presséo e tensdo de oxigénio, através de uma enorme rede
de vasos capilares de parede fina chamados sinusoides. Na vasculatura hepatica
também se encontram a maior populacdo de macrofagos residentes, conhecidos
como células de Kupffer (KCs), a maior densidade de células natural Killer (NK) e
células T natural Killer (NKT), e a maior rede de células reticulo-endotelial do
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corpo. As células de Kupffer e as células endoteliais — que constituem o sistema
reticulo-endotelial - em conjunto detectam e capturam patdégenos diretamente da
circulacdo (JENNE & KUBES, 2013).

A funcdo imunoldgica do figado vem sendo bastante estudada atualmente,
incluindo seu papel de “filtro” contra microrganismos comensais que escapam do
intestino. Em doengas nas quais a barreira epitelial que separa a microbiota
intestinal do ambiente enddgeno estéril € rompida, levando ao escape dos
microrganismos do lumen intestinal, o figado age como uma segunda barreira,
filtrando as bactérias que chegam pelo sistema porta e evitando sua entrada na
circulacao sistémica (BALMER et al., 2014; ZEMP et al., 2014). Entretanto, se o
orgao estiver lesado sua capacidade de clearance de comensais do sangue é
prejudicada, o que pode levar a uma propagacéo sistémica de bactérias. E o que
acontece, por exemplo, na cirrose terminal, um caso de insuficiéncia hepatica,
onde a causa mais comum de morte sao infecgbes, a maioria derivada de
organismos comensais orais ou intestinais (GUSTOT et al., 2009; ARVANITI et al.,
2010).

A posicdo do figado na circulagdo sanguinea, ideal para que ele
desempenhe suas fung¢des tanto metabdlicas quanto imunoldgicas, faz ao mesmo
tempo que este 6rgéo esteja sujeito a injurias. Uma vez que todo o sangue da veia
porta passa primeiro pelo figado, ele esta continuamente exposto a insultos de
ordem nutricional, bem como toxinas e patogenos (SMITH & ADAMS, 2011;
TUJIOS & FONTANA, 2011; NESSELER et al., 2012; NASTOS et al., 2014). E,
considerando todas as fungdes atribuidas ao figado, € de se esperar que as
injurias e doengas que o comprometam tenham grande importancia médica e
frequentemente coloquem a vida de individuos em risco. Na sepse por exemplo, a
disfungdo hepatica € reconhecida como um dos componentes que contribuem
para a severidade da doenca (NESSELER et al., 2012).

A sepse é caracterizada como uma resposta inflamatoria sistémica frente a
uma infeccdo. Ela é uma sindrome complexa e dindmica, que apresenta ampla
heterogeneidade entre pacientes (HOTCHKISS & KARL, 2003; BONE et al.,

2009). Apesar de inumeras pesquisas nesse campo, a fisiopatologia da sepse
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ainda nao é totalmente entendida e, dessa forma, ainda representa um dos
maiores desafios para cientistas e médicos. Devido a alta taxa de mortalidade de
40%-60% e a falta de tratamentos eficazes, a sepse é considerada um grande
problema de saude publica e resulta em altos custos financeiros (ANGUS et al.,
2001). As causas de sepse sao diversas, sendo a pneumonia responsavel por
cerca de metade dos casos, seguida por infec¢des intra-abdominais e do trato
urinario (ANGUS et al., 2001; VINCENT et al., 2009). Com relagédo aos agentes, a
sepse pode ser causada por bactérias, gram-positivas ou gram-negativas, fungos
e virus. Considerando a complexidade e gravidade da sepse, € de grande
interesse definir seus mecanismos fisiopatologicos, de forma a auxiliar no
desenvolvimento de novas terapias para esta doenca.

Nosso grupo de pesquisa tem focado no estudo do figado como o6rgéo-
chave em diversas condi¢gbes patoldégicas. Demonstramos recentemente que
durante a lesdo hepatica induzida por medicamentos ha um trafego e um acumulo
aberrante de DNA no citoplasma de hepatdcitos, causando uma deposi¢cao de
DNA extracelular na microcirculagdo hepatica. Essa deposicdo de DNA hepatico
esta associada a inflamag&o e acumulo de neutrofilos no figado durante a leséao
(MARQUES et al., 2015). O excesso de DNA extracelular pode ser explicado pela
grande quantidade de material genético presente em hepatdcitos, e tal abundancia
de material genético pode ter diferentes causas. Primeiro, por serem células que
realizam a maioria das fungdes metabdlicas e secretoras atribuidas ao figado, os
hepatocitos possuem uma enorme quantidade de mitocéndrias em seu citoplasma,
contendo multiplas copias do genoma mitocondrial. Segundo, por razdes ainda
pouco entendidas, hepatocitos podem conter até 16 coOpias do genoma
acumuladas em seus nucleos, sendo em sua grande maioria, células poliploides
(KUDRYAVTSEV et al., 1993; GUPTA, 2000; GENTRIC et al., 2012).

O DNA esta normalmente armazenado no nucleo das células eucarioticas e
no interior das mitocéndrias, e sua presengca em locais anormais como no meio
extracelular, no citoplasma ou em endossomos pode desencadear a ativagdo do
sistema imune (PALUDAN & BOWIE, 2013). Dessa forma, o DNA, além do seu

papel genético, pode ser considerado um DAMP (damage-associated molecular
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pattern; padrdo molecular associado a dano). DAMPs compreendem um grupo
vasto de moléculas endogenas que podem ser liberadas por qualquer tipo celular
quando encontrado sob estresse ou em processo de morte. Dessa forma,
sinalizam perigo e/ou dano celular, sendo capazes de recrutar células efetoras
para o sitio de injuria (KONO & ROCK, 2008; CHEN & NUNEZ, 2010; BEYER et
al., 2012; PUGIN, 2012). O DNA (nuclear ou mitocondrial) € um dos DAMPs mais
bem descritos, pois atua como um potente indutor de inflamacéo e esta envolvido
em uma série de doencas autoimunes como o lUpus sistémico eritematoso
(BARRAT et al., 2005; PALUDAN & BOWIE, 2013).

Além de sua propriedade imunoestimulatoria, inumeros estudos apontam
gue o DNA desempenha também fungao bactericida, conservada de invertebrados
até vertebrados, como humanos e peixes (PALIC et al., 2007; NG et al., 2013; NG
et al., 2015). Sua capacidade antimicrobiana &€ bem conhecida para as armadilhas
extracelulares de neutrofilos (neutrophil extracellular traps; NETs). NETs s&o redes
compostas por fibras de DNA gendémico envolvido por proteinas de granulos de
neutréfilos (BRINKMANN et al., 2004).

As NETs previnem a disseminagao bacteriana do sitio de infeccéo, inativam
fatores de viruléncia e matam os microrganismos invasores (BRINKMANN &
ZYCHLINSKY, 2012). O mecanismo microbicida permanece controverso
(MENEGAZZI et al., 2012) e muitos trabalhos que visaram elucidar o componente
bactericida das NETs focaram no papel das proteinas associadas ao DNA,
incluindo histonas (RICHARDS et al,, 2001; PARSEGHIAN & LUHRS, 2006),
calprotectina (URBAN et al., 2009) e catepsina G (LAPPANN et al., 2013).
Entretanto, recentemente foi demonstrado que o esqueleto de DNA por si sé pode
desempenhar fungdo microbicida (HALVERSON et al., 2015), uma vez que é um
guelante eficiente de cations presentes na superficie bacteriana, causando perda
de integridade da membrana, o que leva a lise e morte celular (MULCAHY et al.,
2008).
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2. JUSTIFICATIVA

Considerando que o DNA pode atuar como um agente antimicrobiano
eficaz; que o figado contem uma enorme quantidade de DNA; e que pode libera-lo
durante a lesdo hepatica, nos perguntamos se diante de um contexto infeccioso
haveria também liberacdo de DNA no figado e, se sim, qual seria o impacto da
deposicdo de DNA no curso da infeccdo. Com isso, buscamos elucidar um
mecanismo acessorio no controle da infeccdo de forma a auxiliar no melhor

entendimento da fisiopatologia da sepse.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar se ocorre liberacdo de DNA extracelular no figado durante a sepse e
determinar seu papel no controle da infecgéo

3.2 Objetivos Especificos

1. Reproduzir o modelo de sepse polimicrobiana por ligadura e perfuragéo cecal
(CLP) em camundongos;

2. Avaliar a dindmica de liberagao de DNA no figado durante a sepse;
3. Investigar as possiveis fontes de DNA extracelular no figado;

4. Avaliar as consequéncias da remocdo de DNA por meio da administracdo de
DNAse

17



4. METODOLOGIA

4.1 Animais experimentais

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem C57BL/6, de 11 a 13
semanas, provenientes do Centro de Bioterismo da Universidade Federal de
Minas Gerais (CEBIO/UFMG). Os animais foram acondicionados em grupos de
cinco por micro isolador, com ragédo (Labina) e agua ad libitum, em condi¢des
controladas de temperatura (25°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12/12h).
Durante trés dias os animais foram vermifugados com Ivermectina na
concentragcdo de 0,002%, adicionado em agua. Apoés o intervalado de 5 dias os
experimentos se iniciaram. Os procedimentos experimentais estdo de acordo com
as normas do Comité de Etica em Experimentagdo Animal da UFMG (CETEA
protocolo 288 / 2015).

4.2 Modelo de sepse

A sepse polimicrobiana foi induzida por ligadura e perfuragédo cecal (cecal
ligation and puncture; CLP) (llustragdo 1). Resumidamente, os animais foram
anestesiados com uma injegdo intraperitoneal (i.p.) de uma mistura de 15 mg/kg
de xilazina e 80 mg/kg de ketamina. Apds a retirada dos pelos da parte ventral da
regido abdominal, utilizando creme depilatorio, seguida de antissepsia com alcool
70%, os animais foram submetidos a uma laparotomia na altura do tergo posterior
sobre a linha alba, pela incisdo de aproximadamente dois centimetros no
abdébmen, abrangendo a pele e a musculatura abdominal. O ceco foi
cuidadosamente exposto e obstruido com a utilizagédo de um fio de algod&o (120
2000Jardas) abaixo da valvula ileocecal, porém a continuidade intestinal foi
mantida. Uma agulha de calibre 18G foi utilizada para trespassar o ceco uma vez,
e uma pequena quantidade de fezes foi extravasada pelos dois orificios gerados.
O ceco foi recolocado no abdémen e a cavidade abdominal fechada em sutura
realizada com fio (5-0) em 2 planos: musculatura e pele. Os animais foram
colocados sob luz incandescente para manutengado da temperatura corpérea e,
quando recuperados da anestesia, foram devolvidos as suas caixas com o livre

acesso a agua e ragao. Os animais sham-operados (Controle) foram submetidos
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aos mesmos procedimentos, com excegao da ligagdo e perfuragéo cecal. Todos

0s animais receberam uma inje¢cao subcutanea de 1 ml de solugdo salina estéril.

Rittirsch et al, Nat Protoc 2009

llustragdo 1: Procolo experimental para realizagao de ligadura e perfuragio cecal (CLP)

4.3 Contagem de unidades formadoras de col6énias (CFU)

A propagacao bacteriana durante diferentes tempos pés CLP foi avaliada
por meio da contagem de unidades formadoras de colénias (CFU) no sangue e no
homogenato de figado (parte do figado homogeneizada em salina estéril).
Utilizamos a técnica de microgota, na qual diluigbes seriadas do homogenato do
figado e do sangue foram plaqueadas em placas com agar Brain Heart Infusion
(BHI) em triplicata (20ul/amostra). As placas foram incubadas a 37°C por
aproximadamente 8 horas. Apds o término de incubacdo, as colbnias foram

contadas e o numero de CFU determinado utilizando a seguinte formula:

CFU: Numero de colbnias

Diluicdo das amostras x volume inoculado
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4.4 Dosagem de citocinas

Os ensaios imunoenzimaticos foram realizados de acordo com o0s
protocolos fornecidos pelo fabricante dos reagentes utilizados (R&D Systems,
USA). Placas de ELISA foram cobertas com anticorpos policlonais anti-IL-6 e anti-
IL-10 e incubadas a 4°C overnight. Posteriormente, as placas foram lavadas trés
vezes, a reagdo foi bloqueada com albumina bovina 1% (Sigma Chemical Co.,
USA) e as placas foram deixadas em agitador horizontal durante 1 hora a
temperatura ambiente. Apds nova lavagem, as placas foram incubadas com as
amostras de soro dos camundongos. Apos incubagdo, anticorpos policlonais
biotinilados sdo adicionados e, seguido o tempo de incubagao a detecgao é feita
utilizando-se estreptoavidina e OPD como substrato. A leitura é realizada a
492nm.

4.5 Teste de depuracao do verde indocianina (cardiogreen)

O verde indocianina € um corante que nio sofre transformacgao quimica e é
rapidamente excretado pelo figado e, sendo assim, a dosagem do clearance
desta substancia € uma forma de avaliar a funcdo hepatica. Desta forma, os
animais receberam via i.v. uma solugdo de 20 mg/Kg de verde indocianina
(Cardiogreen, Sigma Aldrich) diluido em agua de injegao estéril. Apds 20 minutos,
os animais foram anestesiados, eutanasiados e o soro coletado. As amostras
foram diluidas e a absorbancia medida em 800 nm em leitor de microplacas
(Versa Max Microplate reader). O resultado obtido foi comparado a uma curva

padréo e expresso em verde indocianina (pg/ml).

4.6 Microscopia confocal intravital

A microscopia intravital do figado de camundongos foi realizada utilizando

um microscoépio confocal Nikon Ti C2 e corantes fluorescentes, a fim de observar a
distribuicdo e quantificar o DNA extracelular no figado. A deposi¢cao de DNA foi
visualizada através da injecado i.v. de uma sonda para DNA (Sytox Green 5 mM; 2
ul/animal). A microvasculatura hepatica foi visualizada por injegao i.v. de anti-
PECAM1 conjugado a ficoeritrina (PE; 4 ug/animal). Para realizarmos as imagens
in vivo usamos um pequeno suporte de acrilico para posicionarmos 0 camundongo
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anestesiado e expusemos um Iébulo do figado a uma distancia adequada da
objetiva. Apos esta pré-montagem, o camundongo recebeu os corantes
fluorescentes por via i.v. Em seguida, foram feitas imagens de diferentes areas do
tecido hepatico. As quantificacbes de DNA extracelular foram feitas utilizando o
programa ImageJ.

4.7 Tratamentos farmacolégico e com anticorpo

Desoxiribonuclease | (DNASE |; Sigma-Aldrich) foi administrada por via
intravenosa (i.v.; 1000 U/dose) duas horas apds a cirurgia de CLP e
posteriormente de 6 em 6 horas até a eutanasia dos animais. Para deplecdo dos
neutréfilos adotamos uma metodologia ja padronizada em nosso grupo e adotada
também em outros trabalhos, que € a deple¢cdo de neutréfilos por injegcao de
anticorpo anti-Ly6G (DALEY et al., 2008). A deplegao foi realizada por meio de
duas injecdes i.v. de anticorpo anti-Ly6G (100 pg/dose, clone 1A8; BioXCell), 12
horas antes da cirurgia e no momento da cirurgia. Todos os reagentes foram

dissolvidos em PBS estéril.

4.8 Histologia do figado

ApOs eutanasia dos camundongos, o figado foi removido, lavado com salina
e seu lobo inferior fixado em formol 4% tamponado. Posteriormente, as amostras
foram desidratadas em solugdes de alcool etilico, banhadas em xilol e incluidas
em blocos de parafina histolégica. Cortes teciduais de 5 ym de espessura foram
obtidos utilizando um micrétomo e corados com hematoxilina & eosina. A
visualizagdo dos cortes foi feita em um microscépio optico BX41 (Olympus) e as
imagens obtidas utilizando uma camera Moticam 2500 (Motic) e o software Motic
Image Plus 2.0ML.

4.9 Quantificagao bioquimica de lesao hepatica por dosagem de alanina
aminotransferase (ALT) no soro

Para determinar a atividade de alanina aminotransferase (ALT) no soro
utilizamos o kit transaminase ALT cinético (Bioclin). O ensaio cinético é o método
recomendado pela International Federation of Clinical Chemistry. Para realizag&o
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do teste, foram incubados 20 uL das amostras em placas de poliestireno com 96
pocos (Nunc, Roskilde, Denmark) e posteriormente acrescidos 200 uL/pogo do
reagente de trabalho do kit utilizado. S&o feitas quatro leituras em intervalos de um
minuto, a 340 nm, cujo valor médio reflete a atividade da enzima na amostra. Os

resultados foram expressos em unidade/litro (U/L).

4.10 Analise Estatistica

Os graficos e estatistica foram feitos com o auxilio do programa GraphPad
Prism 5. Para comparacéo entre trés ou mais grupos com distribuicdo normal a
analise foi feita utilizando o teste one-way ANOVA, com pos-teste de Tukey. No
caso de os dados nao possuirem distribuicdo normal, o teste Kruskal-Wallis
seguido do pos-teste de Dunn foram aplicados. Dados de carga bacteriana foram
comparados utilizando o teste n&o paramétrico Mann-Whitney. Todos os
resultados foram apresentados como a média + erro padrdo da média, e sao
referentes a pelo menos dois experimentos independentes, contendo no minimo 5

animais em cada experimento. O nivel de significancia foi definido como p<0.05.

4.11 Desenho Experimental
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5. RESULTADOS

5.1 CLP induz propagacao bacteriana no sangue e figado de uma maneira
tempo-dependente

Como primeiro passo para padronizagcao do modelo, fizemos uma cinética
para avaliar a disseminagdo bacteriana por meio do numero de unidades
formadoras de col6nias (CFU) no sangue e no figado de animais submetidos a
CLP (6, 12, 24 e 36 horas). Observamos que CLP causa disseminag&o bacteriana
no sangue com translocagao para o figado, que aumenta conforme o tempo apos
a cirurgia. Seis horas apos CLP, foram detectadas aproximadamente 1,2x10*
CFU/ml no sangue e 1,5x10° CFU/g no figado; valores que aumentam para
3,7x10” CFU/ml e 1,0x10® CFU/g, respectivamente, na 36® hora. Camundongos
sham-operados n&o apresentaram niveis detectaveis de CFU. Os tempos
intermediarios de 12 e 24 horas pos-cirurgia foram os tempos determinados para

as analises seguintes.
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Figura 1. Aumento progressivo da carga bacteriana no sangue e figado de animais sépticos
Propagacéo bacteriana avaliada por meio de Unidades formadoras de colénias (CFU) do sangue
(A) e figado (B) dos animais Sham-operados e animais submetidos a cirurgia de CLP, nos tempos

de 6, 12, 24 e 36 horas ap6s a cirurgia. *p<0,05 em relagéo ao grupo sham.
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5.2 CLP causa uma resposta inflamatoéria sistémica

Para estimarmos o grau de inflamacdo sistémica durante a sepse,
quantificamos os niveis séricos de interleucina-6 (IL-6) e IL-10. Observamos que
CLP induziu um aumento intenso dos niveis séricos de IL-6 e IL-10, chegando a
aproximadamente 40ng/ml e 15ng/ml, respectivamente, na 12% hora apoés cirurgia.
Esses valores se mantiveram elevados também na 24® hora apos cirurgia. Os
niveis elevados de citocinas no soro dos animais nos indica uma intensa ativacao

da resposta inflamatoria sistémica.
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Figura 2. Animais sépticos apresentam niveis elevados de citocinas no soro

Dosagem sérica de citocinas de animais sépticos pela técnica de ELISA, 12 e 24 horas apds
cirurgia. A) Dosagem sérica de IL-6 e B) Dosagem sérica de IL-10. * p<0,05 em relacdo ao grupo
Sham.
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5.3 Animais sépticos apresentam disfuncao hepatica e mortalidade de 80%

Sabendo que a sepse pode levar ao comprometimento da funcdo hepatica
e que isso tem grande influéncia na sobrevida do hospedeiro, buscamos
determinar esses parametros em nosso modelo. O verde de indocianina € um
corante que se liga a proteinas do sangue e é removido da circulagdo
exclusivamente pelo figado, constituindo um método estabelecido para avaliar
funcdo hepatica. Por meio do teste de depuragdo do verde de indocianina,
observamos um prejuizo na fungdo hepatica dos animais submetidos CLP. Apds
20 minutos da injegdo intravenosa do corante, animais seépticos ainda
apresentavam niveis elevados do corante no soro, 12 e 24 horas apés a cirurgia,
quando comparados aos animais sham). Isto indica que animais com sepse tem
clearance ineficaz do corante e, portanto, ha um prejuizo da fungdo hepatica
durante a doenga. Ao avaliar a mortalidade de animais submetidos a CLP,
observamos que até a 482 hora apds a cirurgia 80% dos animais morreram, sendo
que, apos esse tempo, a sobrevivéncia se manteve. Nossos resultados indicam
que nosso modelo mimetiza uma sepse grave, que inclui perda de fungéo

hepatica.
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Figura 3. Comprometimento da fun¢dao hepatica e mortalidade de 80% em animais

submetidos a cirurgia de CLP.

A) Funcdo hepatica analisada por meio da depuragdo do verde de indocianina na circulagdo de

animais sépticos e Sham-operados, 12 e 24 horas pés cirurgia de CLP. B) Curva de sobrevivéncia

apos a cirurgia de CLP, monitorados por 3 dias. * p<0,05 em relacdo ao grupo Sham.
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5.4 CLP causa deposigao progressiva de DNA extracelular no figado

Para avaliarmos se havia de fato liberagdo de DNA durante a sepse, nos
utilizamos a técnica de microscopia intravital, que nos permite visualizar a
microvasculatura hepatica em tempo real. A presenca de DNA extracelular no
figado foi visualizada utilizando uma injecdo i.v. de anticorpo anti-PECAM-1
conjugado a PE para visualizagdo dos sinusoides hepaticos (em vermelho) e de
Sytox Green para visualizagdo do DNA extracelular (em verde). Como podemos
observar na FIG. 4A, ocorre acumulo de DNA intravascular no figado nos animais
submetidos a CLP por 12 horas , sendo que esta deposicao de DNA foi ainda mais
evidente na 24? hora. Animais sham n3o apresentaram nenhuma deposicdo de
DNA no figado. Na figura 4B, confirmamos um aumento progressivo na deposi¢cao
de DNA no figado durante esse tempos apds a quantificagdo usando o programa
Imaged. No tempo de 12 horas apds cirurgia, o DNA extracelular corresponde a
aproximadamente 4% da area total analisada, sendo que no tempo de 24 horas
esse valor dobra, chegando a aproximadamente 8% da area total.
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Figura 4. Deposi¢cdao de DNA extracelular no figado de animais sépticos 12 e 24 horas apo6s
cirurgia de CLP
A) Microscopia intravital do figado de animais sham-operados e que foram submetidos a cirurgia
de CLP, evidenciando sinuséides (vermelho) e DNA extracelular (verde). A barra de escala
representa 120um. B) Quantificag&o digital da area coberta por DNA utilizando o programa ImageJ.

* p<0,05 em relagao ao grupo sham.
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5.5 DNA extracelular no figado apresenta diferentes padrdes de deposigao

Ao analisar a deposi¢ao progressiva de DNA no figado de animais sépticos,
percebemos que existia trés diferentes padroes de deposicdo de DNA. Foi
observado uma deposi¢do mais concentrada, formando um aglomerado de DNA,
com tamanhos variaveis; um padrao mais difuso, formando uma espécie de rede
que abrange uma area mais extensa da vasculatura hepatica e DNA intravascular,
visualizado nitidamente dentro dos sinusoides. A presenca desses diferentes

padrdes foram mais frequentes na 242 hora, na qual a deposi¢cdo de DNA é maior.
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Figura 5. Trés diferentes padroes de DNA extracelular no figado de animais sépticos:
Aglomerados de DNA, DNA difuso e DNA intravascular

Microscopia intravital do figado evidenciando diferentes padroes de DNA, incluindo aglomerados
de DNA (primeira linha; a barra de escala representa 70um), DNA difuso (segunda linha; 62 um) e
DNA intravascular (terceira linha; 36 um). Os sinusdides sdo mostrados em vermelho e o DNA

extracelular em verde.
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5.6 DNA extracelular observado no figado nao é NETs

Visando investigar se o DNA extracelular observado no figado é
proveniente de neutrofilos ou mais precisamente, das armadilhas extracelulares de
neutrofilos (neutrophil extracellular traps; NETSs), eliminamos os neutrofilos.
Quando submetidos a cirurgia de CLP, mesmo na auséncia de neutrofilos (anti-
Ly6G) ainda observamos um acumulo de DNA extracelular no figado desses
animais, tanto 12 quanto 24 horas apds a cirurgia. Esse resultado nos leva a

concluir que, em nosso modelo, o DNA observado no figado ndo é NETSs.
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Figura 6. Deposicdo de DNA extracelular no figado nao altera na auséncia de neutréfilos

Microscopia intravital do figado de animais foram submetidos a cirurgia de CLP 12 e 24 horas apds
a cirurgia. Animais CLP/Ly6G tiveram neutrdfilos eliminados com anticorpo anti-Ly6G (100
pg/dose, clone 1A8; BioXCell), 12 horas e imediatamente antes dos animais serem submetidos a

cirurgia. Microscopia evidenciando sinusoides (vermelho) e DNA extracelular (verde).
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5.7 DNA extracelular nao é proveniente da necrose de hepatécitos

Na busca de determinar a fonte do DNA extracelular presente no figado,
investigamos se durante a sepse poderia estar ocorrendo uma lesdo hepatica e,
este DNA extracelular observado, ser proveniente de necrose de hepatécitos. Para
isso, dosamos a atividade da enzima alanina aminotransferase (ALT), de origem
citoplasmatica, localizada principalmente no figado. O aumento de seus niveis
séricos esta associado a necrose ou dano a membrana do hepatocito. Em um
modelo de lesdo hepatica caracteristica, como a causada por sobredose de
paracetamol (APAP), os animais apresentam niveis elevados de ALT, chegando a
2500 unidades por litro. Ja no modelo de sepse podemos observar que os animais
nao apresentaram lesdo hepatica significativa, uma vez que ndo observamos
niveis elevados de ALT 12 ou 24 horas ap0és a cirurgia. Corroborando com o dado
de ALT, a histologia do figado destes animais evidencia um parénquima hepatico
bem homogéneo e bem conservado, sem indicios de les&o hepatica.
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Figura 7. Animais sépticos ndo apresentam lesao hepatica evidente.

A) Dosagem da atividade de ALT no soro dos animais (Kit Transaminase ALT cinético - Bioclin).
APAP foi administrado por via oral (gavagem), dissolvido em salina aquecida na dose de
500mg/Kg. B) Cortes histolégicos representativos do figado de animais Sham-operados e
submetidos a cirurgia de CLP. Figados foram fixados em formaldeido e processados para

histologia. Cortes de 5um de espessura foram obtidos e corados com H&E. * p<0,05 em relagédo ao

grupo Naive.

36



5.8 A administragao intravenosa de DNAse reduz o DNA extracelular no
figado

A fim eliminar o DNA para entdo analisar a progressdo da sepse na
auséncia de DNA extracelular, os animais foram tratados com DNAse (dose de
1000U) duas horas apés a cirurgia de CLP e posteriormente de 6 em 6 horas até a
eutanasia. A microscopia intravital evidencia que esse tratamento com DNAse
reduz de forma consideravel o DNA extracelular presente no figado de animais
submetidos a CLP, tanto 12 quanto 24 horas apos a cirurgia. Esses dados nos
mostra que o tratamento com DNAse nas doses e tempos determinados é efetivo
na eliminagado do DNA.
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Figura 8. Redugado do DNA extracelular no figado pelo tratamento com DNAse

24 hours

Microscopia intravital do figado de animais submetidos a cirurgia de CLP, tratados ou n&o com
DNAse. Microscopia evidenciando sinusoides (vermelho) e DNA extracelular (verde). A barra de

escala representa 120um.
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5.9 Tratamento com DNAse nao altera o perfil inflamatério dos animais
sépticos

Para verificar se o tratamento com DNAse poderia interferir na resposta
inflamatdria durante a sepse, dosamos novamente os niveis séricos de IL-6 e IL-
10, incluindo agora animais sépticos tratados com DNAse. O tratamento com
DNAse néo foi capaz de alterar o perfil inflamatério dos animais, uma vez que
nenhuma diferenga significativa entre os grupos tratados e nado tratados com
DNAse foi observada nos tempos analisados. Isso nos leva a sugerir que o DNA
nao esta contribuindo de forma significativa para o processo inflamatorio gerado

em nosso modelo.
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Figura 9. Os niveis de citocinas séricas nao alteram com tratamento de DNAse

Dosagem sérica de citocinas de animais sépticos tratados ou ndo com DNAse pela técnica de
ELISA, 12 e 24 horas ap6s cirurgia. A) Dosagem sérica de IL-6 e B) Dosagem sérica de IL-10. *
p<0,05 em relac&o ao grupo Sham.
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5.10 A administracao de DNAse altera a disseminagao bacteriana no sangue,

mas nao no figado

Por fim, avaliamos se a administracdo de DNAse tem efeito na propagacéo
bacteriana e, para isso, determinamos novamente o numero CFU no sangue e no
figado dos animais. No sangue, o tratamento com DNAse reduziu a bacteremia na
12% hora, enquanto que na 24 hora, por outro lado, a bacteremia foi maior. Ja no
figado, a carga bacteriana dos animais que receberam DNAse n&o foi alterada nos
tempos analisados. O aumento da bacteremia observado 24% hora sugere que a
deposigao constante de DNA no figado € importante no controle da disseminagao

bacteriana.
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Figura 10. Tratamento com DNAse altera a dissemina¢ao bacteriana no sangue, mas nao no
figado

Propagacgéo bacteriana avaliada por meio de Unidades formadoras de col6nias (CFU) do sangue
(A) e figado (B) dos animais Sham-operados e animais sépticos tratados ou ndo com DNAse, nos
tempos de 12 e 24 apés a cirurgia. *p<0,05 em relagdo ao grupo sham. # p<0,05 em relagdo ao

grupo CLP do seu respectivo tempo.
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho descrevemos um fendémeno de deposicdo de DNA
extracelular na vasculatura hepatica durante a sepse induzida por CLP. Sugerimos
gue o DNA intrahepatico desempenha um papel na conten¢do da infecgao, pois
sua eliminagdo resulta em um aumento da bacteremia em tempos tardios da
infecgao.

Nosso estudo se iniciou com a padronizacdo de um modelo de sepse.
Diferentes modelos experimentais ja foram desenvolvidos e contribuem
significativamente para melhor entendimento dos mecanismos de defesa do
hospedeiro durante uma infecgdo. CLP é o modelo mais amplamente utilizado e
considerado padrdo ouro nas pesquisas de sepse. Além disso, € reconhecido
como um dos modelos que melhor mimetiza a natureza e o curso da sepse em
pacientes (BURAS et al., 2005; RITTIRSCH et al., 2007). Como o ceco é
fisiologicamente colonizado por inumeras bactérias comensais, sua perfuragao
resulta em peritonite bacteriana aguda, seguida pela liberacdo de diversas
bactérias entéricas para o sangue e consequente ativacdo de resposta
inflamatoria sistémica (RITTIRSCH et al.,, 2009). Como esperado, usando o
modelo de CLP induzimos uma infeccéo sistémica com escape de bactérias para
o sangue e figado dos animais (Figura 1). Seis horas ap0és a cirurgia ja foi possivel
detectar niveis elevados de bactérias, numero que aumentou rapidamente com o
tempo, evidenciando a dificuldade do hospedeiro em conter a infecgao.

Os niveis elevados de IL-6 (mediador pré-inflamatério) e IL-10 (mediador
anti-inflamatdério) no soro dos animais indicam uma perda do controle da resposta
inflamatodria (Figura 2), que ja é bem conhecida durante da sepse. Tal
desequilibrio gera uma resposta inflamatoria exagerada e disfuncional, de forma
que o equilibrio correto e a intensidade destas respostas exerce grande influéncia
na sobrevivéncia do hospedeiro (BURAS et al., 2005). Portanto estratégias para
reestabelecer o balango imunolégico do individuo sdo de grande interesse
cientifico e médico.

Corroborando a literatura, além do desequilibrio da resposta inflamatéria, a
funcdo hepatica também estava comprometida (Figura 3, A). O figado é um dos
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diversos orgaos afetados durante a sepse e sua disfungdo € um outro parametros
que contribui para o agravamento da doenca (NESSELER et al., 2012). A perda
de funcdo hepatica, associada ao descontrole da resposta inflamatéria
caracteristica da sepse, fazem com que o quadro gerado pela CLP seja grave.
Isso foi facilmente observado pela mortalidade de 80% dos animais (Figura 3, B).

Juntos, os resultados até aqui confirmam que os camundongos submetidos
a CLP estdao sob condi¢cdes sépticas e em disfuncdo hepatica, possibilitando a
investigacao da relac&o entre infecgao sistémica e fungéo hepatica.

Sabendo que o figado € um o6rgao importante no controle de infecgdes por
via sanguinea e que disfungdes hepaticas podem estar associadas ao aumento de
susceptibilidade a infecgdes, focamos nosso estudo nesse o6rgdo. Buscamos,
determinar se ha liberagdo de DNA no figado dos animais submetidos a CLP,
semelhante ao observado pelo nosso grupo durante a lesdo estéril por
medicamento (MARQUES et al., 2015). Percebemos que a medida que a infecgéo
progredia, a liberagdo/acumulo de DNA foi ainda maior (Figura 4) e os diferentes
padrées de deposigcao apareceram (Figura 5). A deposigao de DNA nao foi restrita
a nenhuma area especifica do figado, ocorrendo de forma generalizada em todo o
orgao. Os padrdes de deposicao também se apresentaram de forma aleatoria e
ainda nao sabemos se diferentes fungbes sao atribuidas a cada um. Ainda,
considerando a constante atividade da DNAse sérica na remogao de acidos
nucleicos livres na circulagdo (LUDWIG et al., 2009), a quantidade de DNA
observada em nosso modelo foi 0 que superou a capacidade de sua eliminagao
por DNAse, sugerindo que quantidades ainda maiores de DNA — indetectaveis em
nosso sistema — ocorrem durante a sepse polimicrobiana.

A presenga de DNA na vasculatura hepatica ja foi demonstrada durante
endotoxemia induzida por LPS e sepse severa induzida por injegao de E. Coli. Foi
demonstrado que esse DNA ¢é liberado por neutrdfilos e constitui NETs
(MCDONALD et al., 2012). Diferente do encontrado por Mcdonald e
colaboradores, em nosso modelo de sepse polimicrobiana induzida por CLP, o
DNA no figado n&o é derivado da formacdo de NETs, uma vez que mesmo na

auséncia de neutrofilos, ainda observamos a deposi¢do de DNA no figado (Figura
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6). Outros trabalhos recentes tem mostrado uma relagao entre DNA livre circulante
no sangue (cf-DNA) e doencas infecciosas, incluindo a sepse. Os niveis de cf-
DNA estdo elevados nestas condigbes, sendo sugerido inclusive, sua utilizagao
potencial como um marcador de diagnodstico (SWARUP & RAJESWARI, 2007;
MARGRAF et al.,, 2008; LOGTERS et al., 2009). Entretanto, muitos desses
estudos fazem uma associagao direta do cf-DNA as armadilhas extracelulares de
neutroéfilos, sem utilizagdo de marcagdes especificas para NETs. Ja Hamaguchi e
colaboradores demonstraram que em bacteremia severa, induzida por CLP, o cf-
DNA observado nao é derivado de neutrofilos, mas principalmente de outras
células do hospedeiro, apesar do exato mecanismo da sua produgao nao ter sido
elucidado (HAMAGUCHI et al.,, 2015). Tal estudo reforga ainda mais nosso
resultado que, assim como o cf-DNA, o DNA observado no figado também né&o é
derivado de neutrdfilo. Esses dados apontam para uma fonte alternativa de DNA
extracelular, que ndo é derivada de células do sistema imunolégico, sugerindo que
células parénquimas também poderiam participar ativamente do controle da
resposta infecciosa, papel até entéo atribuido principalmente aos leucdcitos.
Considerando que o hepatécito € uma célula que carrega grande
quantidade de material genético, hipotetizamos que ele poderia ser a fonte de
DNA extracelular observada no figado e que a liberagdo de DNA poderia estar
ocorrendo por meio da necrose de hepatdcitos. Analisamos se ha lesédo do figado
por ALT e analise histolégica e, de acordo com esses dois métodos, n&o
encontramos nenhuma necrose evidente (Figura 7). Tal resultado ndo exclui a
participacdo de hepatécitos como fonte de DNA em nosso modelo. Como
mostrado por Marques e colaboradores, a deposigao de DNA observada no figado
apo6s altas doses de paracetamol inicia em tempos que antecedem a necrose e,
além disso, experimentos in vitro evidenciaram um acumulo e trafego de vesiculas
contendo DNA no citoplasma de hepatdcitos sugerindo que o DNA também pode
ser liberado a partir de hepatécitos por um mecanismo independente de necrose
(MARQUES et al., 2015). Dessa forma, € possivel que o hepatdcito esteja
liberando DNA ativamente, por meio da formacdo e liberacdo de vesiculas
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contendo DNA. Porém mais experimentos sdo necessarios para determinar com
clareza a origem do DNA.

E importante notar em nosso estudo que o modelo de sepse resulta em
disfungéo hepatica que n&o é acompanhada por morte celular. Corroborando isso,
um estudo de autdpsia de pacientes que morreram de sepse revelou uma
discordéancia entre os exames histologicos e o grau de disfungéo organica. O grau
de lesdo no coragéo, rim, figado e pulm&o dos pacientes nao refletiu a gravidade
da disfungdo observada nesses orgaos (HOTCHKISS et al., 1999). Especula-se
que a disfungédo de 6rgaos ndo acompanhada por lesdo em pacientes com sepse
pode ser explicada por "hibernagao celular", tal como ocorre durante isquemia do
miocardio. Neste caso, a sepse poderia ativar mecanismos de defesa que
reduzem processos celulares a niveis basicos e fundamentais (SAWYER &
LOSCALZO, 2002; HOTCHKISS & KARL, 2003).

Considerando a carga bacteriana total durante a sepse, € razoavel sugerir
que o préoprio DNA bacteriano poderia contribuir para o acumulo total de DNA
observado em nosso modelo. O trabalho de Hamaguchi nos da indicios de que
possivelmente bactérias ndo sdo a fonte de DNA, uma vez que o aumento de cf-
DNA observado em animais submetidos a cirurgia de CLP contem quantidades
insignificantes de DNA bacteriano mas principalmente DNA de hospedeiro
(HAMAGUCH)I et al., 2015). Mesmo sabendo que o hepatdcito contem a maior
quantidade de DNA no figado, outras populagdes celulares também podem estar
contribuindo para a deposi¢cdo de DNA, como células endoteliais, as quais ja foram
descritas sofrerem dano durante o desenvolvimento da sepse (BURAS et al.,
2005).

Além da utilizagdo de um corante especifico para DNA (Sytox), a redugéo
do DNA intrahepatico nos animais que receberam o tratamento com DNAse
(Figura 8) nos confirma que o material depositado no figado € realmente DNA,
excluindo a possibilidade de que estejamos vendo algum tipo de artefato ou algo
que nao seja DNA.

O tratamento com DNAse como ferramenta experimental durante a sepse

ainda é muito controverso na literatura e a maioria dos trabalhos utilizam esse
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tratamento a fim de eliminar a participacdo de NETs. Ja foi relatado que a
administragdo de DNAse levaria a uma piora em camundongos, agravando a
sepse (MENG et al., 2012). Em contraste, foi observado que NETs desempenham
papel pro-inflamatorio e que a administragdo de DNAse é capaz de proteger
contra o dano pulmonar (LUO et al., 2014). Ha ainda relato de que as NETSs teriam
um papel protetor na resposta imune inicial e danoso nos estagios tardios, de
forma que somente a administragdo tardia de DNAse melhoraria o curso da
doenca (MAI et al., 2015).

Em nosso modelo, apesar da auséncia do DNA extracelular ndo alterar a
resposta inflamatéria gerada no curso da sepse (Figura 9), nossos resultados
indicam que o DNA extracelular exerce efeito na bacteremia (Figura 10). De fato,
se o DNA depositado no figado estiver de certa forma contribuindo para o
processo inflamatorio, esse efeito € indetectavel em nosso modelo ja que a
eliminacdo com DNAse n&o reduziu os niveis séricos de citocinas. Ainda nao
sabemos os motivos pelos quais a auséncia do DNA reduziu a bacteremia em
tempos iniciais, mas o aumento na 24? hora indica o possivel efeito bactericida do
DNA. Esses resultados demonstram que os efeitos da remocdo do DNA pela
administragdo de DNAse sé&o diferentes de acordo com o tempo analisado e que a
deposicéo constante de DNA possa ser importante para conter a infecgao.

Sabe-se que algumas bactérias patogénicas sdo capazes de produzir
DNAse extracelular, considerada uma estratégia de viruléncia empregada por
esses patdogenos para se evadirem da resposta imune inata (SUMBY et al., 2005;
BUCHANAN et al., 2006). Considerando isso, o tratamento com DNAse poderia
levar a uma mudanca de colonizagao bacteriana, favorecendo a disseminacao de
bactérias que ndo possuem a capacidade de produzir DNAse a se evadirem do
DNA extracelular do hospedeiro. Isso reforgca ainda mais a nossa hipétese de que
o DNA esta atuando como mecanismo microbicida acessorio.

A cultura de sangue € um método amplamente utilizado para diagndstico de
infeccbes sistémicas. Entretanto, diversos estudos buscam padronizar novos
métodos para garantir um diagnostico mais preciso, uma vez que muitas bactérias

nao sao cultivaveis e apresentam crescimento lento, pard@metros que dificultam
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sua identificacdo pelos meétodos de cultura (MANCINI et al, 2010). Uma
alternativa é o uso de métodos moleculares, como a identificagdo do DNA
bacteriano por meio da amplificagdo por PCR em tempo real (QPCR) do gene que
codifica a regido 15S do RNA ribossomal, considerado marcador universal
bacteriano (REIER-NILSEN et al., 2009). Em nosso trabalho, utilizamos apenas
meétodo de cultura aerdbico e, considerando que parte das bactérias que habitam
o intestino sdo anaerobicas (GUARNER & MALAGELADA, 2003), é necessario a
utilizacdo de métodos complementares a cultura, de forma a confirmar a carga
bacteriana bem como as altera¢des geradas pelo tratamento com DNAse.

Em suma, nosso trabalho identificou a deposi¢cao de DNA extracelular como
um novo processo imunoldgico durante a sepse. Essa estratégia parece ser um
mecanismo auxiliar para o controle da infeccdo sistémica, com minimos efeitos
pré-inflamatérios no hospedeiro. Nossos dados ajudam na compreensdo dos
mecanismos de interacdo microbiota-hospedeiro, sugerindo que células
parenquimais podem agir em conjunto com o sistema imunolégico na manutengéo

e restabelecimento da homeostase.
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7. CONCLUSOES

Podemos concluir com este trabalho que:

Sepse induz deposigao de DNA extracelular no figado

O DNA extracelular depositado no figado ndo é derivado de neutrdfilos
(NETSs)

A liberacdo de DNA é independente da necrose de hepatdcito

A deposicao hepatica de DNA pode agir como um mecanismo alternativo

no controle da disseminagao bacteriana durante a sepse.
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