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INSTITUTO OSWALDO CRUZ
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RESUMO

TESE DE DOUTORADO

Mariana Gisely Amarante Teixeira da Cunha

Introducdo: O CCR2 é o receptor do CCL2/MCP-1. O CCR2 é expresso em monocitos,
células endoteliais, neutrofilos ativados, micréglia e astrocitos. Recentemente, alguns
estudos mostram a expressao constitutiva do CCR2 e do CCL2 em regifes do sistema
nervoso central, como o hipocampo. Como o hipocampo estéa envolvido com a consolidacao
de memoria, nés analisamos o papel do CCR2 no processo de aprendizado e consolidagcado
de memoria. Métodos: Animais geneticamente deficientes para o CCR2 e animais controle
foram submetidos a esquiva passiva e a natacdo forcada, para examinar a memodria
aversiva e a memoria contextual. A resposta motora foi avaliada pelo ensaio de campo
aberto, e o reflexo pelo teste de inibicdo de pré-pulso. Os animais foram submetidos a
esquiva passiva de multiplos treinos para analisar a curva de aprendizado e o esquecimento
da memdéria. O préximo passo foi verificar a expressdo de importantes mediadores
envolvidos com a consolidacdo de memoria por western blotting, como a ERK fosforilada e
BDNF. E o ultimo passo foi verificar se a deficiéncia do CCR2 afeta a sinapse no
hipocampo, pela expressdo e co-localizagdo de PSD95 e sinaptofisina por
imunohistoquimica e a expressao de sinaptofisina e PSD95 por western blotting.
Resultados: A auséncia do CCR2, impediu a consolidagdo de memoria aversiva e a
memoria contextual. O animal deficiente para o CCR2 requer mais treinos para aprender na
esquiva passiva e a memaria decai de forma mais rapida, quando comparado com 0 grupo
controle. A expressdo de ERK fosforilada esta reduzida 1 hora apés um treino na esquiva
passiva no hipocampo de animais deficientes para o0 CCR2 assim como a expressado de
BDNF maduro esta reduzida 12 horas apds um treino na esquiva passiva. Nos observamos
que a deficiéncia do CCR2 afeta a sinapse, com importante reducéo da co-localizacéo entre
sinaptofisina e PSD95 no hipocampo e reducdo na expressdo de sinaptofisina no
hipocampo. Os animais CCR2-/- tem aumento da expressdo da proteina amildide beta no
hipocampo e no cortex cerebral ao redor dos vasos sanguineos, associado com reducgdo da
perfusdo sanguinea no cérebro, reducdo da expressdo de caspases-3 e -12, sem diferenca
na expressdo de IBA-1 e nos niveis de citocinas e quimiocinas no cérebro. Concluséo: A
auséncia do CCR2 altera a estrutura das sinapses, reduzindo a expressao da proteina pré-
sindptica sinaptofisina e PSD95, bem como leva ao acumulo de proteina amiloide beta no
tecido cerebral, culminando com a disfungéo cognitiva.
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PAPEL DO CCR2 NO APRENDIZADO E NO PROCESSO DE CONSOLIDACAO
DE MEMORIA

ABSTRACT

TESE DE DOUTORADO

Mariana Gisely Amarante Teixeira da Cunha

Background: CCR2 is the receptor for CCL2/MCP-1. CCR2 is expressed in monocytes,
endothelial cells, activated neutrophils, microglial cells and astrocytes. Some studies show
the constitutive expression of CCR2 and CCL2/MCP-1 in specific areas of the central
nervous system, such as the hippocampus. Because the hippocampus is important for
memory consolidation, we studied the role of CCR2 in learning process and in memory
consolidation. Methods: CCR2 deficient mice and wild type were submitted to passive
avoidance test and to water maze test, to evaluate aversive memory and contextual memory,
respectively. The motor response was evaluated by open field test, while the reflex was
evaluated by pre-pulse inhibitory response. The animals were submitted to passive
avoidance test of multiple trials, to analyze the learning curve and the retrieval of memory.
The next step was to verify the expression of proteins involved with memory consolidation,
such as the phosphorylated ERK and mature BDNF by western blotting,. And the last step
was to verify if the CCR2 deficiency affect the synapsis in hippocampus, by the expression
and co-localization of PSD95 and synaptophysin using immunohistochemistry and the
expression of synaptophysin and PSD95 by western blotting. Results: The absence of
CCR2, impaired consolidation of aversive and contextual memories. The CCR2 deficient
mice required more trials to learn in passive avoidance test and the memory decay was
faster, when compared to the wild type group. The expression of phosphorylated ERK is
decreased 1 hour after one trial in passive avoidance test in the hippocampus of CCR2
deficient mice as was the expression of mature BDNF 12 hours after one trial in passive
avoidance test. We observed that the deficiency of CCR2 affects the synapsis, with an
important decrease in co-localization of PSD95 and synaptophysin in the hippocampus and
decreased expression of synaptophysin in the hippocampus of CCR2 deficient mice. CCR2-
/- animal had increased expression of beta amyloid protein around the blood vessels in the
hippocampus and in the cortex, associated with decreased brain perfusion, increased
expression of caspase-12 and caspase-3, but no difference in the expression of IBA-1 and in
cytokines and chemokines levels. Conclusions: Absence of CCR2 changes the structure of
synapsis, decreasing the pre-synaptic protein synaptophysin in hippocampus and also lead
to accumulation of beta amyloid protein in brain tissue, culminating with cognitive
dysfunction.
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4. Introducao

No presente estudo investigamos a consequéncia da auséncia do receptor
da quimiocina CCL2, o CCR2, no processo de aprendizado e consolidacado de
memoria contextual e aversiva em camundongos. O CCR2 é expresso de forma
constitutiva em regibes importantes do sistema nervoso central, como por
exemplo no hipocampo, envolvidas com a consolidagdo da memoria. O CCR2 é
ativado pelo CCL2 que também é expressa de forma constitutiva no sistema
nervoso central (Banisadr e cols., 2005a). Poucos trabalhos na literatura
descrevem o papel fisiologico do CCR2 no sistema nervoso central e focam
apenas no seu papel neuroinflamatério. Nossos resultados demonstram que o
CCR2 tem um papel importante ndo s6 na resposta inflamatoria, mas também na
fisiologia do aprendizado e da consolidacéo de memoria.

4.1. Neuroinflamacao e doencas neurodegenerativas

A neuroinflamacgéo é uma resposta de células do sistema nervoso central a
um insulto que pode levar a remocdo do agente agressor, a cicatrizacdo e o
reparo tecidual, sendo marcada pela ativacdo dos neurdnios, células da glia e
células endoteliais que sintetizam e liberam mediadores inflamatorios (Frank-
Cannon e cols., 2009). Esse insulto pode decorrer de um trauma, pelo acumulo de
algumas proteinas (como a proteina amiloide ) no cérebro, infeccéo, isquemia ou
hipéxia ou neurotoxinas como pode ser observado na figura 4.1 (Frank-Cannon e
cols., 2009; Shastri e cols., 2013).

A neuroinflamacgéo aguda envolve principalmente a ativacdo da microglia e
dos astrécitos imediatamente ap0s o insulto. A migracdo de leucocitos da
circulacdo para o cérebro ocorre em regibes especificas do sistema nervoso
central, quando ndo ha quebra da barreira hematoencefalica, como o fluido
cérebro-espinhal, meninges e parénquima cerebral (Wilson e cols., 2010). Na
neuroinflamacéo aguda ocorre a liberacdo de citocinas e quimiocinas, bem como

hd aumento do estresse oxidativo e nitrosativo. No entanto, dependendo da
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magnitude da resposta inflamatoéria, a neuroinflamacdo aguda pode ser contida

rapidamente e ndo levar a grandes prejuizos neuronais (Tansey e cols., 2007).

A neuroinflamagdo crbnica ocorre devido a persisténcia de um insulto,
causando ativacdo sustentada da microglia, liberacdo de mediadores
inflamatoérios e aumento significativo e persistente do estresse oxidativo e
nitrosativo. Essa inflamacdo sustentada pode levar ao dano e morte neuronal
(Figura 4.1), disfuncdo da barreira hematoencefélica, com a migragdo de
leucdcitos da corrente sanguinea para o SNC (Rivest, 2009; Tansey e cols.,
2007).
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Figura 4.1. Microglia na forma ramificada é ativada em resposta a um insulto e libera
mediadores inflamatérios que podem levar a morte neuronal. A micrdglia inativa, na forma
ramificada, € ativada, adquirindo a forma ameboide, em resposta a um insulto: neurotoxinas,
acumulo de proteinas, trauma, infeccéo, isquemia ou hipoxia. Quando ativada, a micréglia libera
citocinas, quimiocinas, ROS (espécies reativas do oxigénio) e RNS (espécies reativas do

nitrogénio). Fonte: Frank-Cannon e cols. (2009).



Ministério da Saude
FIOCRUZ
Fundag¢ao Oswaldo Cruz

Instituto Oswaldo Cruz
Pds-Graduacdo em Biologia Celular e Molecular
Algumas doencas neurodegenerativas cursam com neuroinflamacao
cronica, entre estas podemos destacar a doenca de Alzheimer (Hensley, 2010), a
sindrome de Parkinson (Hirsch, 2012), a esclerose multipla (Nataf, 2009), doenca
de Huntington (Moller, 2010), a esclerose lateral amiotrofica (Lewis e cols., 2012),
bem como, a degeneracdo macular associada a idade (Buschini e cols., 2011).
Dependendo da magnitude dos processos inflamatorios, a perda de fungdo ou
morte neuronal pode ocorrer de forma rapida e intensa, levando a perda cognitiva

permanente e progressiva.

4.1.1. Deméncias: Doenca de Alzheimer como prototipo de doenca

neurodegenerativa

A doenca de Alzheimer foi descrita pela primeira vez por Alois Alzheimer,
em 1907. O Alzheimer é uma doenca neurolégica progressiva que afeta cerca de
12 milh&es de pessoas em todo o mundo. No Alzheimer ocorre declinio cognitivo
progressivo, evoluindo para perda da atividade motora e da capacidade cognitiva,
onde o paciente fica totalmente restrito ao leito. O progndstico da doenca é
extremamente desfavoravel e o tempo médio em que o paciente evolui a 6bito é
de cerca de 9 anos apdés o diagnéstico. No Alzheimer ocorre acimulo da proteina
amiloide B, principalmente a proteina amiloide  p42 (Citron, 2002).

4.1.1.1. Mecanismos do processo neuroinflamatorio: A proteina amiloide 8

A proteina amiloide B é proveniente da clivagem da proteina precursora
amiloide (APP). A clivagem da APP é realizada pelas enzimas y-, a- e B-
secretases. As enzimas com atividade a-secretase sao ADAM9, ADAM10 e
ADAM17. Um exemplo de [-secretase seria BACE-1. Ja as y-secretases
compreendem as prenisilinas 1 e 2. A clivagem da APP pela acdo das secretases
estd ilustrada na figura 4.2. Existem duas vias de clivagem da APP, a néo-
amiloidogénica e a amiloidogénica. Na via ndo-amiloidogénica, a APP sofre acéo

das a-secretases, liberando APP alfa soluvel e o fragmento C83 permanece na
4
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membrana plasmatica. Na via amiloidogénica ocorre a formacdo da proteina
amiloide . A enzima BACE1 age sobre a APP presente na membrana, liberando
o fragmento soluvel APP 3 e o fragmento C99 permanece na membrana. As
enzimas y-secretases agem no fragmento C99, liberando a proteina amiloide 3. A
proteina amiloide B contém 40 residuos, mas existe uma variagdo com a
producao da proteina amiloide  com 42 residuos, que é predominante nas placas
de amiloide no cérebro (Allinson e cols., 2003; LaFerla e cols., 2007; Steiner e
cols., 2002; Vassar e cols., 1999; Wolfe e cols., 1999).

A proteina amiloide B pode ser arranjada de diversas formas, formando
mondmeros, oligdmeros, protofibrilas e fibrilas, como podemos observar na figura
4.2. Dados na literatura demonstram que a proteina amiloide B em forma de
mondmero ndo tem efeito tdxico sobre os neurbnios. No entanto, as formas
oligoméricas e de fibrilas sdo altamente tdxicas e induzem a alteragdo no LTP no
hipocampo (LaFerla e cols., 2007)

Além de ser liberada, a proteina amiloide B, pode ser internalizada nos
neurénios. Quando internalizada, a proteina amiloide na forma monomérica pode
se arranjar na forma de oligbmero induzindo disfuncdo neuronal, com inibicdo da
atividade mitocondrial e do proteassoma, levando a um aumento da mobilizacéo

de célcio intracelular e hiperfosforilacdo de tau (LaFerla e cols., 2007).
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Figura 4.2. As enzimas responsaveis pela clivagem da APP pertencem a familia das a-, 8- e
y-secretases. (A) As proteinas ADAM9, 10 e 17 pertencem a familia das a-secretases. A proteina
BACE1 pertence a familia da B-secretases. As proteinas prenisilinas 1 e 2 pertencem a familia das
y-secretases. (B) A proteina amiloide B podera se arranjar de forma monomeérica, oligomérica, sob

forma de protofibrilas e fibrilas. Fonte: (LaFerla e cols., 2007).
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- A microcirculagéo

No tecido cerebral, as artérias piais correm pelo espaco subaracndide, e
dao origem as artérias intracerebrais, que penetram no parénquima cerebral. As
artérias intracerebrais sdo separadas do parénquima cerebral por uma camada
unicelular semelhante aos fibroblastos da pia mater e pela membrana de glia
derivada de astrocitos. Essas artérias intracerebrais se ramificam em artérias
menores que por sua vez se ramificam em arteriolas, que perdem apoio dos
limitantes gliais e dao origem as arteriolas pré-capilares e capilares do cérebro
(Zlokovic, 2011). Alguns estudos mostram a existéncia de um comprometimento
vascular cerebral em doencas neurodegenerativas (ladecola, 2004).

Além do acumulo intracelular e extracelular de amiloide em neurénios, no
Alzheimer pode ocorrer acumulo da proteina amiloide B ao redor dos vasos,
levando ao quadro de angiopatia cerebral amiloideana (CAA). Esse acumulo
ocorre preferencialmente nas artérias presentes da leptomeninge e no cortex
(Kulic e cols., 2012). Esse acumulo da amiloide ao redor dos vasos leva a uma
resposta inflamatéria que pode ter como consequéncias a deméncia e a

hemorragia. Existem trés hipdteses sobre as causas da CAA:

1. A hipétese da drenagem da proteina amiloide 3: Onde a causa do acumulo da
proteina amiloide B ao redor dos vasos é decorrente de um déficit na
drenagem da proteina amiloide 3 na regido perivascular (Bahmanyar e cols.,
1987).

2. A hipétese sistémica, onde o receptor transportador de proteina amiloide
sistémico atravessa a barreira hematoencefalica, resultando em depdsito de
proteina amiloide B. Os receptores que parecem estar envolvidos com o
transporte da proteina amiloide 3 para os vasos sédo: AGE (que vem do inglés
“‘Advanced Glycation End-product”), o transportador de LDL(Lipoproteina de
baixa densidade), e os receptores scavenger (Bahmanyar e cols., 1987).

3. A hipétese da parede vascular, onde ocorre a producdo da proteina amiloide

pelas células da musculatura lisa presentes na tunica média de artérias
7



Ministério da Saude
FIOCRUZ
Fundag¢ao Oswaldo Cruz

Instituto Oswaldo Cruz
Pds-Graduacdo em Biologia Celular e Molecular

cerebrais. Artérias mais calibrosas, que contém mais musculatura lisa, contém

mais depodsito de proteina amiloide B, do que artérias de pequeno calibre

(Frackowiak e cols., 1994).

As hemorragias observadas na CAA podem ocorrer de forma isolada ou
podem ser multifocais e recorrentes. Na hemorragia correlacionada com a CAA
pode ocorrer a formacédo de um edema ao redor do hematoma e ocorre também a
presenca de necrose com aumento do infiltrado de células inflamatérias. A
segunda cascata de injuria envolve o edema vasogénico decorrente da quebra da
barreira hematoencefalica, com disfuncdo mitocondrial (Inaji e cols., 2003;
Mehndiratta e cols., 2012).

A proteina amiloide B também desencadeia uma neuroinflamacgéo, ativando
a micréglia e astrocitos que além de romper a barreira hematoencefalica, leva a
um aumento do infiltrado celular no cérebro. A agdo da proteina amiloide B na
micréglia induz a liberacdo de TNF-a e aumenta a liberagao de glutamato, que se
liga ao receptor NMDA, que ao ser excitado em demasia, leva a morte neuronal
(Floden e cols., 2005).

Existem dados na literatura que demonstram que a proteina amiloide beta
teria um papel importante no comprometimento da microcirculacdo, no entanto
alguns estudos demonstram que o comprometimento da microcirculacdo parece
ter relacdo com o desenvolvimento do Alzheimer ou do dano cognitivo. Estudos
sugerem que portadores de doencas que comprometem a microcirculacdo
parecem ter maior propensdo a desenvolver o dano cognitivo e Alzheimer, como:
a hipertensao (Launer and Hofman, 2000), esclerose multipla (Hoffmann e cols.,
2007), 1997), Acidente Vascular Cerebral (Sun e cols., 2014), Doenca arterial
coronariana ((Vidal e cols., 2010) e diabetes (Ott e cols., 1999). Tucsek e cols.
observaram a correlagdo entre a obesidade, o declinio cognitivo e o

comprometimento da microcirculacao cerebral (Tucsek e cols., 2014).
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4.1.1.2. Mecanismos da neuroinflamacéo: As Células da glia

O termo glia vem do grego e significa cola. Recebeu essa denominacao
por pesquisadores que acreditavam que a glia desempenhava apenas um papel
de sustentacao e de agregacéo dos neurdnios (Lent, 2004).

As células gliais sdo células ndo neuronais, que tem a funcédo de defesa,
estrutural, participam do metabolismo neuronal, auxiliam no desenvolvimento do
sistema nervoso central e regulam a transmissdo sinaptica. No sistema nervoso
temos duas classes de glia: a macroglia e a micréglia. A macroglia que engloba
0s astrocitos, os oligodendrécitos e as células NG2. Os astricitos possuem
prolongamentos numerosos que emergem do soma e se ramificam profusamente,
envolvendo as sinapses, os nodos de Ranvier, envolvendo os capilares
sanguineos cerebrais, revestindo a porcédo interna das cavidades intracerebrais e
das meninges. Os astrdcitos expressam uma proteina exclusiva, a proteina acida
fibrilar glial, conhecida como GFAP (Lent, 2004).

Outro tipo celular presente no sistema nervoso central (cérebro e medula
espinhal) € a microglia, onde existem dois tipos de micrdglia, conforme foi
classicamente descrito por (Del Rio-Hortega, 1919). Microglia ramificada, que séo
quiescentes e a microglia ameboide, que tém atividade fagocitica e realiza a
apresentacao de antigeno (Figura 4.3) (Lent, 2004). Dados recentes da literatura
demonstram que a forma ramificada da micréglia ndo é quiescente e possui papel
na neurogénese, na neuroprotecdo e no controle do arranjo das sinapses,
removendo sinapses posicionadas em locais inapropriados (Paolicelli e cols.,
2011; Sierra e cols., 2010; Vinet e cols., 2012). A micréglia ramificada inicialmente
classificada como quiescente € altamente dinamica no parénquima cerebral. Atua
promovendo a constante vigilancia do tecido ao realizar pinocitose de amostras
do parénquima cerebral para avaliar a homeostase do tecido (Nimmerjahn e cols.,
2005). Quando a micréglia detecta a presenca de algum agente ou de moléculas
gue possam ser danosas para o tecido cerebral, os receptores de reconhecimento
de padrdo expressos em sua superficie sdo ativados e induzem a transcri¢ao,
traducdo e liberacdo de uma gama de mediadores inflamatorios, bem como a

alteracdo de sua morfologia de uma forma ramificada, para a forma ameboide
9
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como pode ser observado na figura 4.3 (Frank-Cannon e cols., 2009). Na
verdade, o termo ativacdo € um resumo de diferentes estados de ativacdo da
microglia. Até agora, esta descrito na literatura, que a micréglia pode apresentar
dois perfis de ativacdo: um perfil pro-inflamatério, com aumento da sintese de
citocinas inflamatérios e de espécies reativas do oxigénio; ou um perfil anti-
inflamatorio, com producdo de mediadores anti-inflamatoérios, que tem um papel
importante no reparo tecidual e na remogéao de debris celulares (Gordon, 2003).

A microglia pode ser ativada em virtude de um trauma, uma infeccdo, um
quadro de isquemia, bem como durante o curso de doencas neurodegenerativas
(Figura 4.3). A micréglia ativada realiza a fagocitose de debris celulares, de
células mortas, ou de micro-organismos, além de produzir mediadores
inflamatérios, incluindo quimiocinas e citocinas como CCL3, CCL4, CCL2, IL-18,
TNF-a e IL-6 (Kettenmann e cols., 2011; Smith e cols., 2012; Wood, 2003). As
citocinas produzidas serdo responsaveis pela polarizacdo da microglia, num
estado ativado, denominado “M1” ou num estado alternativamente ativado,
denominado “M2”. O IFN-y tem sido associado com a polarizagado “M1” e a IL-4
com a polarizagado “M2”. A micréglia com perfil “M1” é caracterizada pela alta
expressdo de IL-12 e baixa expressao de IL-10 e alta producdo de espécies
reativas do oxigénio, enquanto que a micréglia com perfil “M2” expressa altos
niveis de IL-10, de arginase e do receptor de manose (MacMicking e cols., 1997;
Mantovani e cols., 2004). A Arginase é importante para a produgdo de poliaminas,
prolina e ornitina, que contribuem para o processo de cicatrizacdo e reparo
tecidual. Além disso, a arginase compete com a iNOS pela arginina, reduzindo a
producdo do oxido nitrico (Corraliza e cols., 1995; Morris, 2007; Munder, 2009).
No Alzheimer a microglia tem um papel importante na fagocitose e degradacéo da
proteina amiloide 3, de forma dependente de sua polarizagdo. Dados na literatura
demonstram que a microglia do tipo “M1”, tem menor poder fagocitico sobre a
proteina amiloide B. J& a micrdglia alternativamente ativada, com perfil “M2”, tem
uma alta capacidade fagocitica (Koenigsknecht-Talboo and Landreth, 2005).

A IL-18 e o TNF-a induzem a neurotoxidade via producdo elevada de
glutamato, além de induzir a morte do oligodendrécito (Abend e cols., 2013;

Takahashi e cols., 2003). No Parkinson a IL-18 aumenta a sintese de IFN-y e
10
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TNF-a e promove a degeneragao de neurdnios dopaminérgicos (Koprich e cols.,
2008). Ja a IL-6 foi considerada por um longo tempo como biomarcador de
severidade da sepse, onde seus niveis estavam elevados em cerca de 60 a 100%
dos pacientes com sepse (Gogos e cols., 2000).

Figura 4.3. Microglia na forma ramificada e na forma ameboide. Nas figuras A e C podemos
observar a micréglia na forma ramificada e nas figuras B e D a forma ameboide da micrdglia. As
figuras A e B foram obtidas por Del Rio-Hortega, o cientista que descobriu a micréglia. Na figura C
foi realizada uma imunohistoquimica da micréglia que foi marcada com anticorpo anti-IBA1. Na
figura D foi realizada uma imunohistoquimica da micréglia apés o estimulo com LPS. A micrdglia
foi marcada com anticorpo anti-ILB4. Fonte: Kettenmann e cols. (2011); Penfield (1932) e Thored
e cols. (2009).

4.1.1.3. Quimiocinas liberadas durante a neuroinflamacéo

As quimiocinas sdo proteinas liberadas por leucécitos, células endoteliais,
células residentes de alguns tecidos (como neurénios), que induzem a migracao
de leucdcitos para o sitio da inflamacéo, bem como promovem a ativacado dessas
células (Janeway, 2005). De acordo com a Unido Internacional de Farmacologia

Basica e Clinica (IUPHAR — The International Union of Basic and Clinical
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Pharmacology) , as quimiocinas sao classificadas de acordo com a posi¢cado dos
residuos de cisteina em:
- C quimiocinas: contém apenas um residuo cisteina proxima a regido

aminoterminal;

- CC quimiocinas: contém dois residuos de cisteina adjacentes proximos a regido

aminoterminal;
- CXC quimiocinas: possui um aminoacido qualquer entre os residuos de cisteina;

- CX3C quimiocina: contém 3 aminoacidos entre os residuos de cisteina.

Como exemplo de C quimiocina nds temos a linfotactina (conhecida como
XCL1), que se liga ao CXCRL1 e é liberada por células TCD4 e TCDS8, e promove
a atracdo de timdcitos, células dendriticas, células NK (I. Estudos demonstram
que essa quimiocina também é liberada por macréfagos, pela microglia e por
astrocitos, e tem um papel importante na neuroAIDS, aumentando migracdo de
linfécitos T para o sistema nervoso central. A proteina viral tat é capaz de induzir
o0 aumento da liberacdo de XCL1(Kim e cols., 2004).

Na familia das CXC quimiocinas temos 0 CXCL8 (IL-8), o CXCL7, CXCL1,
CXCL2, CXCL3, CXCL10 e CXCL13. O CXCL8 é produzido por mondcitos,
macrofagos, fibroblastos, queratindcitos e células endoteliais. Tem como
receptores 0 CXCR1 e o CXCR2 e atrai neutréfilo e células T virgens de acordo
com a Unido Internacional de Farmacologia Basica e Clinica (IUPHAR — The
International Union of Basic and Clinical Pharmacology). O CXCL8 esta
aumentado durante a infeccédo pelo HIV no tecido cerebral e tem sua expressao
elevada em astrdcitos. O CXCL8 aumenta a replicacdo do virus do HIV no tecido
cerebral (Mamik and Ghorpade, 2014). De acordo com Ashutosh e cols. (2011) o
CXCL8 também se encontra aumentado no cérebro de individuos com Alzheimer,
sendo liberado por neurdnios, pela microglia e por astrécitos. No entanto, o
CXCL8 tem um papel protetor, reduzindo a apoptose neuronal induzida pela
proteina amiloide B (cultura de neurénio de feto humano).

No grupo das CC quimiocinas temos o CCL3 (MIP-1a), CCL4, CCL2 (MCP-
1), CCL5 (RANTES), CCL11 (eotaxina) e CCL18 (DC-CK). O CCL3 é sintetizado

12



Ministério da Saude
FIOCRUZ
Fundag¢ao Oswaldo Cruz

Instituto Oswaldo Cruz

Pds-Graduacdo em Biologia Celular e Molecular
por monacitos, células T, mastocitos e fibroblastos sendo um potente quimiotatico
para microglia. Um estudo realizado por Cudaback e cols. (2015), a APOE
(apolipoproteina E, que esté envolvido com a homeostase do colesterol), aumenta
a secrecdo de CCL3 pelos astrocitos, com alteracdo genética que favorece o
aumento da expressado de APOE, tornando os individuos sdo mais predispostos
ao desenvolvimento do Alzheimer.

O CCL4 é sintetizado por mondcitos, macréfagos, neutrofilos e células
endoteliais. Tanto o CCL3 quanto o CCL4 tem como receptores o CCR1,3e5e
induzem a atracdo de monacitos, células T e NK e células dendriticas. O CCL5 é
liberado por células T, células endoteliais e plaquetas e induz a atracdo de
monacitos, células T, células NK, basofilos, eosindfilos e células dendriticas via
ligagdo com os receptores CCR1, 3 e 5 de acordo com a Unido Internacional de
Farmacologia Béasica e Clinica (IUPHAR — The International Union of Basic and
Clinical Pharmacology).

Tanto o CCL3, quanto o CCL4 e CCL5 se ligam ao CCR5. Louboutin and
Strayer (2013) demonstraram que o CCR5 tem um papel pré-inflamatério do SNC,
aumentando a ativacao e a proliferacdo da microglia, levando a neuroinflamacéo

e a morte neuronal.

4.1.1.3.1. A quimiocina ligante do tipo 2, O CCL2

O CCL2 pertence a familia das CC quimiocinas, com dois residuos de
cisteinas adjacentes. Seu peso molecular é de 13 kDa e sua cadeia € composta
por 76 aminoéacidos. Ele pode ser expresso de forma constitutiva ou em resposta
a processos inflamatérios e/ou infecciosos. As células que sintetizam e liberam o
CCL2 sao mondcitos, células endoteliais, fibroblastos, células epiteliais, microglia,
neurbnios, em resposta a estimulos como citocinas, fatores de crescimento,
estresse oxidativo e em resposta ao reconhecimento de antigenos presentes nos
microorganismos. O CCL2 age ao se ligar ao seu receptor, 0 CCR2. Uma vez
ativado, o CCR2 induz uma cascata de sinalizacao intracelular (Banisadr e cols.,
2005a; Banisadr e cols., 2005b; Yamasaki e cols., 2011).
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O CCL2 pode induzir desde a ativacdo de leucdcitos até o aumento da
mobilizacdo de calcio dentro do neurdnio e a liberacdo de neurotransmissores
como a dopamina (Banisadr e cols., 2005a; Banisadr e cols., 2005b; Yamasaki e
cols., 2011). A sua acdo dependerd da célula que sera estimulada. O CCL2
aumenta a quimiotaxia de mondcitos para o tecido. Quando migram para 0s
tecidos, os mondcitos se transformam em macrofagos. Os macrofagos estéao
envolvidos tanto com a fagocitose de microorganismos, quanto com a
apresentacdo de antigenos as células T (Yamasaki e cols., 2011). O CCL2
também parece ter um papel importante na inducdo da migracdo de neutrofilos
ativados com LPS para os tecidos durante a sepse e esse aumento do infiltrado
de neutréfilos esta associado com uma maior producdo de radicais livres e a
disfungéo organica (Souto e cols., 2011).

No modelo de endotoxemia induzida pela injecdo de LPS, foi observado
um aumento significativo dos niveis de CCL2 no cérebro de camundongos e
houve uma superexpressdo de CCR2 tanto na microglia quanto em mondcitos
desses camundongos 24 horas ap0s o desafio (Cazareth e cols., 2014). A
auséncia do CCL2 reduziu a neuroinflamacdo observada apés a injecdo de LPS,
acompanhada de menor da migracdo de microglia tanto no cortex quanto no
hipocampo 6 horas apds o desafio. E essa reducao da migracdo da microglia foi
associada com reducédo dos niveis das quimiocinas CCL3, CCL4, MIP-1y, MCP-3
e eotaxina (Thompson e cols., 2008).

Dados da literatura também suportam a participacdo do CCL2/CCR2 na
fisiopatologia de doencas que afetam o sistema nervoso central como isquemia
cerebral (Kim e cols., 1995; Wang e cols., 1995), encefalomielite autoimune
experimental (Ransohoff e cols., 1993), esclerose multipla (McManus e cols.,
1998), Alzheimer (Ishizuka e cols., 1997) e traumatismo craniano (Semple e cols.,
2010).

O grupo de Kim e cols. (1995) observou que camundongos que tiveram a
artéria cerebral média ocluida, apresentaram um pico de expressédo de MCP-1 no
tempo de 48 horas apdés o insulto. O estudo de Wang e cols. (1995)
demonstraram que os animais com oclusdo da artéria cerebral média, apresentam

aumento significativo da expressdo do RNA mensageiro (mMRNA) de CCL2 no
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cortex apds 6 horas, 12 horas e 48 horas permanecendo este aumento por até 5
dias. Nesse estudo o autor sugere que o CCL2 pode ter um papel na resposta
inflamatdria crénica que ocorre apés a isquemia cerebral.

O CCL2 tem um papel importante também na encefalomielite autoimune,
sendo responsavel pela atracdo e acumulo de mononucleares no sistema nervoso
central. E os astrocitos sao os principais produtores de CCL2 (Ransohoff e cols.,
1993). Na esclerose multipla também h& aumento da expressdo de CCL2, que
ocorre principalmente no centro da lesdo, sendo mais presente em lesdes agudas
do que crbnicas. E os autores sugerem que o CCL2 possa ter um papel
importante no desenvolvimento de lesdes no SNC na esclerose mdltipla
(McManus e cols., 1998).

No traumatismo craniano o CCL2 participa da neuroinflamacéao,
aumentando a migracdo de macréfagos. Pacientes com traumatismo craniano
possuem aumento dos niveis de CCL2 no fluido cerebroespinhal, até 10 dias apos
o trauma, sendo o pico nos tempos de 24 e 48 horas. Em camundongos, 0 pico
dos niveis de CCL2 ocorreu nos tempos de 4 e 12 horas apés o trauma. Para
estudar o papel do CCL2 na neuroinflamacdo que ocorre apds o traumatismo
craniano, os autores utilizaram animais geneticamente deficientes para o CCL2. A
auséncia do CCL2 impactou na reducdo do volume da lesédo cerebral, da perda
neuronal, do acumulo de macréfagos no cérebro, e da ativacdo de astrécitos
(Semple e cols., 2010).

Foram descritos aumentos da expressdo de CCL2 em placas senis e na
micréglia ativa de pacientes com Alzheimer (Ishizuka e cols., 1997). A formacao
da placa senil no Alzheimer ocorre em decorréncia do acumulo da proteina

amiloide (3 e/ou pelo acumulo de filamentos de tau.

- O CCR2

O CCR2 €& um receptor acoplado a proteina G, contendo sete dominios
transmembranares, apresentando uma regido C-terminal (carboxi-terminal,
apresentando uma carboxila) e outra N-terminal (amino-terminal, composta pelo
grupo amina). A regido N-terminal € o principal sitio de ligacdo do CCR2 com

seus ligantes, enquanto que as outras regides possuem um papel maior na
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ativacdo de moléculas intracelulares (Monteclaro and Charo, 1996). A sinalizacéo
intracelular do CCR2 inibe adenilato ciclase e ativa a via da PI3K (Fosfatidilinositol
cinase). O gene do CCR2 é composto por uma sequéncia gendémica de 7kb, que
€ altamente conservada em Humanos, camundongos e ratos (Wong e cols.,
1997).

Animais nocautes para o CCR2 sao mais susceptiveis a sepse, relacionada
com uma exacerbacdo do quadro inflamatério com aumento dos niveis de
mediadores pro-inflamatérios KC e IL-6 (24 horas apds o CLP) e de MIF (6 e 24
horas apés o CLP), bem como reducéo significativa dos niveis de IL-10 (24 horas
apos o CLP) (Gomes e cols., 2006).

No sistema nervoso central, o CCR2 quando ativado, induz uma cascata
de sinalizac&o intracelular com inativacdo da adenilato ciclase e reducdo de AMP
ciclico e aumento da mobilizagdo intracelular de célcio e ativacdo da via da ERK
fosforilada, tanto em células da glia, quando na microglia e no neurénio. Como
podemos observar na figura 4.4, no astrécito o CCR2 ativado induz a sintese de
citocinas como a IL-1B3, o CCR2 induz a migragao e proliferagdo da microglia e
induz a excitacdo neuronal, tendo participagcdo importante na dor neuropatica
(Frank-Cannon e cols., 2009).
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Figura 4.4. O CCR2 ativa a via da ERK em neur6nios, astrocitos e microglia. Quando ativado,
0 CCR2 induz a liberagéo de citocinas por astrécitos, induz a migragéo e proliferagdo da microglia
e aumenta a excitacdo neuronal. Fonte: (Frank-Cannon e cols., 2009).

Tanto o CCR2 quanto o CCL2 sdo expressos de forma constitutiva no
sistema nervoso central, como no nudcleo olfatério anterior, cortex cerebral,
hipocampo, putamen, globo palido, nudcleo hipotalamico paraventricular e
supraoptico, amigdala, substancia negra e no cerebelo. O CCL2 é encontrado
também no nudcleo gigantocelular reticular, nucleo trigeminal espinhal e motor,
ndcleo facial (Banisadr e cols., 2005a).

O CCL2 induz o aumento da mobilizag&o intraneuronal em cultura primaria
de neurdnios do cortex cerebral, do hipocampo, do hipotalamo e do mesencéfalo
e pode estar relacionado com a comunicacao interneuronal e possivelmente com
a neurotransmissdo dopaminérgica e colinérgica (Banisadr e cols., 2005a).

Guyon e cols. (2009) demonstrou que a injecao unilateral de CCL2 na dose
de 50 ng (nanogramas) na substancia negra aumenta a excitacdo neuronal, a
liberacdo de dopamina e a atividade locomotora de ratos.

O CCL2 também aumenta a excitagcdo neuronal e a transmissao sinaptica
por mecanismos pré-sinapticos em neurénios localizados no hipocampo de ratos
(Zhou e coals., 2011), via liberacao de glutamato e ativagcdo de NMDA.

Diferentes mediadores inflamatérios sdo expressos no Sistema Nervoso

Central e esses mediadores participam da fisiopatologia de doengas
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neuroinflamatorias. Evidéncias recentes apontam o papel de quimiocinas no
desenvolvimento e progressdo doencas neurodegenerativas. No entanto, ndo
existem dados que demonstram o papel do CCL2 e do seu receptor, 0 CCR2, na
fisiologia do processo de aprendizado e consolidacdo de memoria. Existem
apenas dados que relatam que o CCL2 e o CCR2 sédo expressos de forma
constitutiva em neurdnios do hipocampo e sdo capazes de aumentar a
excitabilidade neuronal. Por esse motivo, nos resolvemos analisar a importancia
do CCR2 na neurodegeneracéo, na densidade capilar funcional e no processo de
consolidacdo de memodria, utilizando como ferramenta de estudo, animais
geneticamente deficientes para o0 CCR2 e animais C57BL6 “naive”. Avaliamos
também os principais mecanismos fisioldégicos responsaveis pela consolida¢cédo de

memoria.
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5. Objetivos

5.1. Objetivo geral

Investigar se a auséncia do CCR2 interfere no processo de aprendizado e na
formacdo de memodria, avaliando os principais mecanismos associados ao processo
de consolidacdo de memodria, bem como sua relacdo com neuroinflamacdo e

neurodegeneracao.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Averiguar o papel do receptor CCR2 no aprendizado e na consolidacdo de
memoria dos animais jovens em comparac¢ao com 0s animais idosos;

- Avaliar vias de sinalizacéo ativadas no hipocampo durante a formac¢do da memoria
dependente de CCR2;
- Analisar o papel do CCR2 na sinalizacédo neuroinflamatéria e na perfusao cerebral

dos animais jovens em comparacao com 0s animais idosos;

- Verificar a o papel do CCR2 na regulacdo da expressao da proteina amiloide 8 dos

animais jovens em comparagado com os animais idosos;
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6. Materiais e métodos

Inicialmente avaliamos se a auséncia do CCR2 interferia no processo de
aprendizado e consolidagdo de memadria dos animais jovens em comparagdo com 0S
animais idosos, utilizando como testes a natacao forcada e a esquiva passiva.

Nosso préximo passo foi verificar a expressao de mediadores importantes para o
processo de consolidagdo de memdria no hipocampo dos animais geneticamente
deficientes para o CCR2 (CCR2-/-).

Como os animais CCR2-/- apresentaram comprometimento da cogni¢cdo, nos
resolvemos avaliar a expressao de proteina amiloide § no cérebro dos animais, bem
como a neuroinflamacéo e a expressao de marcadores da via da apoptose.

Na tabela 1 podemos visualizar o nimero de animais utilizados em cada etapa

do desenho experimental.

6.1. Animais

Utilizamos animais C57BI6 machos e animais geneticamente deficientes para o
CCR2 (CCR2-/-) machos fornecidos pelo CECAL (Fiocruz, Brasil) com idade de 5
semanas, 10 semanas e 1 ano e meio. Os animais geneticamente deficientes para o
CCR2 sao homozigotos para a deficiéncia, confirmado por PCR. Durante a permanéncia
dos animais no nosso biotério, os animais foram mantidos sob temperatura constante de
24°C com ciclo dia e noite regular, com acesso livre a agua e a comida. Todos 0s
experimentos estdo de acordo com o Comité de Etica no Uso de Animais da Fundacg&o
Oswaldo Cruz (CEUA- Fiocruz), licenca numero LW36/10.
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Experimento Idade dos animais Grupos experimentais

Natagao forcada Adultos Jovens (10 semanas) 8 animais C57BL6 e 8 animais CCR2-/-

Esquivainibitéria de mdaltiplos Jovens (5 semanas de idade) 5 animais C57BL6 e 5 animais CCR2-/-
treinos

Esquivainibitéria de mdaltiplos Adultos jovens (10 semanas) 18 animais C57BL6 e 8 animais CCR2-/-
treinos

Esquivainibitéria de um treino Adultos jovens (10 semanas) 7 animais C57BL6 e 7 animais CCR2-/-

Natacao forgada e esquiva inibitoria Idosos (1 ano e meio) 7 animais C57BL6 e 10 animais CCR2-/-

de um treino

Esquivainibitéria de maltiplos Idosos (1 ano e meio) 7 animais C57BL6

treinos
e 7 animais CCR2-/-

Andlise da Perfuséo Cerebral Jovens e idosos 3 animais C57BL6 Jovens; 4 animais
C57BL6 Idosos; 4 animais CCR2-/-

Jovens;

4 animais CCR2-/- Idosos

Tabela 1. Dados dos animais utilizados em cada etapa do desenho experimental.

6.2. Avaliacdo da memdria contextual através do Morris Water Maze

Os animais utilizados nesse ensaio eram naive e nao foram submetidos
anteriormente a nenhum ensaio comportamental. Os animais foram colocados na
piscina (caixa d’agua, como podemos observar na figura 6.1) por 3 dias consecutivos, e
dentro da piscina havia uma plataforma submersa colocada sempre no mesmo
quadrante (Morris, 1984). A temperatura da agua foi mantida a mesma do ambiente, em
torno de 24 °C. A piscina apresentava pontos de referéncia. Em todos os dias nés
colocamos os animais uma vez na piscina, mantendo sempre 0 mesmo ponto de partida
e contamos o tempo que o animal demorava para encontrar a plataforma (tempo de
laténcia a plataforma). No primeiro dia, se o animal ndo encontrasse a plataforma nos
direcionavamos gentilmente para plataforma. O tempo maximo para o animal encontrar

a plataforma era de 1 minuto. N&o realizamos a contagem do tempo que o animal
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permanecia na plataforma. No final do teste nds analisamos a curva de aprendizado. Os

experimentos foram analisados no software N-Maze.

Figura 6.1. Caixa d’agua utilizada no experimento de natacao forgcada. As
dimensdes da caixa d’agua sao: 0,84 metros de altura, 1,14 de didametro da base, 1,54 de

diametro superior, comportando 1000 litros de volume.

Os grupos experimentais foram 7 animais C57BL6 e 10 animais CCR2-/- com
uma ano e meio de idade; 8 animais C57BL6 e 8 animais CCR2-/- com 10 semanas de
idade.
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6.3. Esquiva passiva

6.3.1. “Single trial” — esquiva de um treino

O protocolo experimental foi baseado no protocolo descrito pelos autores (Reis e
cols., 2010). Os animais utilizados nesse ensaio eram naive e nao foram submetidos
anteriormente a nenhum ensaio comportamental. Neste teste ndés colocamos 0s animais
na caixa de esquiva passiva. Esta caixa € composta por uma plataforma segura e uma
grade de choque. Este teste foi composto por treino, teste da memoaria de curto prazo,
90 minutos apos o treino e teste da memdria de longo prazo, 24 horas apoés o treino. No
treino e nos testes nés contamos o tempo que o animal permaneceu na plataforma
segura, o tempo de laténcia a plataforma. Quando os animais desciam da plataforma
segura e apoiavam as quatro patas na grade, eles recebiam um choque de intensidade
de 0,7 mA por 3 segundos. O tempo maximo de laténcia a plataforma foi de 180

segundos.

Figura 6.2. Caixa utilizada no ensaio de esquiva inibitdria. A caixa de esquiva inibitdria
consiste de uma plataforma de 2,5 cm de altura x 7,0 cm de largura x 25,0 cm de comprimento,
localizada no lado direito de uma caixa de acrilico de 50 x 25 x 25 cm. O piso da caixa é formado
por uma grade com uma série de barras paralelas de ago inoxidavel (0,1 cm de diametro)

espacadas a cada 1,0 cm.
6.3.2. “Multiple trial” — esquiva de multiplos treinos

O protocolo experimental foi baseado no protocolo descrito pelos autores Reis e
cols. (2010). Os animais utilizados nesse ensaio eram naive e ndo foram submetidos
anteriormente a nenhum ensaio comportamental. A esquiva de multiplos treinos foi

usada para analisar quantos treinos eram necessarios para 0s animais aprenderem.
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Neste teste, nds fizemos o numero de treinos necessario para que o animal
permanecesse por 3 minutos na plataforma segura. Neste teste nés contamos o tempo
de laténcia a plataforma e 0 numero de treinos necessarios para o animal permanecer
por 3 minutos na plataforma. NOs realizamos a anélise da memaria de curto prazo (90
minutos apos o treino) e a memadria de longo prazo (24 horas apds o treino) e o
esquecimento 7 e 8 dias apds o treino. Na sessao treino, se o animal descesse da
plataforma e apoiasse as quarto patas na grade, ele receberia um choque de 0.7mA por

3 segundos.
6.4. Ensaio de campo aberto e teste de inibicdo de pré-pulso (PPI)

Os animais utilizados nesse ensaio eram naive e nao foram submetidos
anteriormente a nenhum ensaio comportamental. No ensaio de campo aberto, 0s
animais foram colocados dentro da caixa de campo aberto por 5 minutos e nés
contamos o0 numero de cruzamentos (cruzamento de linhas quadriculares desenhadas
no chdo da caixa) e levantamentos (ficar em pé apoiado nas patas traseiras) dos

animais.

Na inibicdo de pré-pulso, os animais foram colocados dentro da caixa, com a
grade em seus pés, que estava conectada ao computador, que avaliava a resposta de

sobressalto dos animais durante a exposicdo a um som de 120 dB.
6.5. Western blotting

Noés eutanaziamos animais CCR2-/- e C57BL6 naive (que nao foram submetidos
a esquiva passiva) e animais submetidos a esquiva passiva nos tempos de 1 hora, 6
hora e 12 horas apds o treino. Os animais foram eutanaziados com isoflurano, e
perfundidos com solugdo salina por 10 minutos. ApdOs este procedimento, nos
removemos o cérebro dos animais e isolamos o hipocampo. O hipocampo foi macerado
na presenca de 100 yl de tampao RIPA com inibidores de protease e fosfatase. A
amostra foi congelada em gelo seco e em seguida descongelada e centrifugada a 10000
RPM por 10 minutos. Apos este procedimento, o sobrenadante da amostra foi coletado
e quantificamos proteinas usando o Kit do BCA. 80 ug de proteina foram aplicados em

cada poco do gel de eletroforese (12%). ApoOs fazermos a corrida do gel, nos
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transferimos as proteinas para a membrana do Odyssey. ApOs a transferéncia, nos
incubamos a membrana com solucao de bloqueio (PBS 1X + 5% de soro de albumina
bovina + 0,05% of tween) por uma hora. Entdo a membrana foi incubada com anticorpos
especificos, anti-p42-44 MAPK (cell signaling), anti-phospho-p42-44 MAPK (Cell
signaling), anti-BDNF (Abcam — Ab6201), anti-PSD95 (Abcam — Ab18258) e anti-
synaptophysin (Abcam — Ab8049), diluido em solucdo de bloqueio, por 24 horas. NOs
usamos 0s anticorpos secundarios conjugados com IRDye 680 RD (Li-cor - 926-68170)
or IRDye 800cw (Li-cor - 824-08365). A membrana foi scaneada no Odyssey e a

intensidade das bandas foram analisadas no software Image Studio™ da marca Li-cor, .
6.6. Imunohistoquimica

Os animais foram eutanaziados com isoflurano e perfundidos com solugéo salina
por 10 minutos, seguido de PBS 1X contendo 4% de paraformaldeido por 5 minutos e
com PBS1X acrescido de 10% de sacarose por 5 minutos. Apds esse procedimento,
ndés removemos o cérebro dos animais, e incubamos com PBS 1X contendo 20% de
sacarose por 24 horas, e com PBS1X contendo 30% de sacarose por 24 horas. Apés
esses procedimentos, os cérebros foram congelados em gelo seco e cortados em
criostato (40 ym de espessura). As fatias de cérebro foram colocadas em laminas
gelatinizadas. N6s incubamos os cérebros primeiro com solucédo de bloqueio (tampéo
fosfato + 5% de soro de cabra com 0,05% de triton), apdés com anticorpos primarios para
detectar PSD95 e Sinaptofisina, proteina amiloide 3, IBA-1 por 24 horas. No dia
seguinte, as fatias de cérebro foram incubadas com anticorpos secundarios conjugados
com alexa 594 (Life — A11012) e alexa 488 (Life - A11001). O nucleo foi corado com
DAPI. NGs analisamos as fatias no microscépio de fluorescéncia e no microscépio
confocal. A expressdo de IBA-1 foi quantificada no software image J versao 1.48
desenvolvido pelo “National Institute of Health” (NIH) dos Estados Unidos (Instituto

nacional de saude).
6.7. Andlises da microcirculacao cerebral por microscopia intravital

Os animais foram anestesiados com uma mistura de ketamina e xilazina (100
mg/Kg e 10 mg/kg, respectivamente, por via intraperitoneal), o animal foi mantido

com ventilacdo espontanea. A visualizagdo da microcirculagéo cerebral foi realizada
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em seguida a uma craniotomia no 0sso parietal direito com o auxilio de uma broca,
permitindo a exposicdo da membrana pia-mater (Araujo e cols., 2012). Esta janela
craniana permite a observacao dos vasos sanguineos desta rede vascular que fica
sob o feixe de luz (Carvalho-Tavares e cols., 2000; Svoboda e cols., 1997). O campo
a ser observado foi continuamente mantido sob superfusdo com liquido

cefalorraquidiano artificial.
6.8. Avaliacdo da densidade capilar funcional

Apds a administracdo i.v. de fluoresceina dextran (FITC-dextran 150), as
imagens da microcirculacdo foram adquiridas através do software Archimed 3.7.0. A
contagem de capilares foi feita com o auxilio do software Saisam 5.1.3. Foram feitas
imagens seriadas com oculares de 10 x e objetivas de 10x com duracao de 1 minuto
para cada campo e calculadas por numero de capilares por mm2. Somente foram
computados os capilares perfundidos continuamente (densidade capilar funcional)

(Sabino e cols., 2008). Apo6s o procedimento todos os animais foram sacrificados.
6.9. Avaliacdo da interacao leucécito-endotélio

Para marcacao dos leucocitos circulantes, foi feita a administracao i.v. de 0,3
mg/kg de rodamina 6G e os leucdcitos com a fluorescéncia associada foram
visualizados através da microscopia descrita acima. A interacdo leucdcito-endotélio
foi avaliada determinando, como leucécitos aderidos, 0os que permaneceram
estaticos ao longo de 100 um da parede venular por um periodo de 30 segundos e
como rolantes, quando as células marcadas se moviam dentro do vaso em
velocidade inferior aos eritrécitos circulantes e foi expressa em numero de

células/min.
6.10. Avaliacdo do fluxo sanguineo cerebral por Laser Speckle

O fluxo sanguineo cerebral foi avaliado nos animais com a janela craniana
cronica ja implantada previamente. Os animais foram anestesiados com alfa-
cloralose (25 mgl/kg, i.p.) e colocados sob um sistema de laser Speckle com
contraste de imagem com comprimento de onda de 785 nm para medida continua da

perfusdo sanguinea tecidual em tempo real. Fizemos 16 imagens/seg. As imagens
26



Ministério da Saude
FIOCRUZ
Fundag¢ao Oswaldo Cruz

Instituto Oswaldo Cruz
Pds-Graduacdo em Biologia Celular e Molecular
foram analisadas utilizando o software do fabricante. Apds o0s animais se

recuperarem do procedimento anestésico, 0s mesmos voltaram para o biotério.
6.11. Analise estatistica

Os dados foram plotados no software GraphPad Prism versdo 5 produzido pela
GraphPad Prism Software, inc. No “water maze” utilizamos teste ndo paramétrico
kruskal-Wallis, utilizando o teste Dunn’s de comparagdo multipla como poés teste. Os

dados foram considerados estatisticamente diferentes quando apresentaram p<0.05.

Na esquiva passiva de multiplos treinos, n6s usamos o teste “one way anova’
como teste estatistico. Os dados foram considerados estatisticamente diferentes quando

apresentaram p<0.05.

Nos graficos de coluna (Esquiva passiva, PPI, campo aberto, densitometria do
western blotting, e intensidade de fluorescéncia da imunohistoquimica) a diferenca
estatistica foi avaliada atravées do T-test onde os dados foram considerados
estatisticamente diferentes quando apresentaram p<0.05.
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7. Resultados e discussao

O processo de aprendizado e memoéria é fundamental para a realizacdo de
atividades do dia a dia. Aprendemos a caminhar, a pensar, a planejar. O
aprendizado e a formacdo da memoaria envolvem regides especificas do Sistema
Nervoso Central (Izquierdo, 2011).

A memoria é classificada em: memoria imediata, quando formada em
segundos; memaria recente, que ocorre em horas; memaria remota, que permanece
por meses ou anos. A formacdo da memoria depende das informacdes obtidas a
partir dos nossos sentidos. A memoria recente (de curto prazo) € armazenada no
hipocampo e na amigdala (Izquierdo, 2011). A memdéria de curto prazo é instavel e
podera ser consolidada ou ndo, se for consolidada ela da origem a memdria de
longo prazo. Poucos dados na literatura reportam a importancia de quimiocinas e
citocinas no processo de aprendizado e formacdo de meméria. Tanto o CCL2 quanto
0 CCR2 sao expressos de forma constitutiva no hipocampo, por esse motivo
resolvemos analisar a participacdo do CCR2 na formacdo da memoria.

Inicialmente, antes de analisarmos a cognicdo dos animais, nos
verificamos se 0s animais geneticamente deficientes para o0 CCR2 (CCR2-/-)
apresentavam alteragdo motora através do ensaio em campo aberto (“Open Field”),
da andlise da velocidade do nado forcado (“Water maze”) e atividade reflexa através
do ensaio de inibicdo de pré-pulso (PPI, que vem do inglés pre-pulse inhibitory).

NGs realizamos o ensaio em campo aberto em animais CCR2 -/- machos
com 10 semanas de idade e em animais C57BL6 machos com 10 semanas de
idade. No ensaio em campo aberto, nés colocamos o animal na caixa, que contém
16 quadrantes e contamos 0 numero de quadrantes gue 0S animais cruzam
(cruzamento, que vem do inglés “crossing”) e o numero de elevagdes, onde o animal
fica suspenso sob as duas patas traseiras (Qque vem do inglés “rearing”). A duragéo
do ensaio em campo aberto foi de 5 minutos.

Como podemos ver na figura 7.1, os animais CCR2 -/- apresentam
namero de quadrantes cruzados (Figura 7.1A, aproximadamente 100 quadrantes
tanto no CCR2-/- quanto no C57BL6) e de levantamentos similares aos animais

C57BL6 (Figura 7.1B, aproximadamente 35 levantamentos no grupo CCR2-/- e 25
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levantamentos no grupo C57BL6). O ensaio de campo aberto é muito utilizado para
avaliar a atividade locomotora do animal, como o animal explora o ambiente e
também a ansiedade do animal (Christmas and Maxwell, 1970; Prut and Belzung,
2003). Esses dados sugerem que o animal CCR2 -/- e os animais C57BL6
apresentam a resposta motora preservada, ndo sugerindo depressao ou ansiedade,
uma vez que ambos 0s grupos exploram a caixa da mesma forma. O ensaio de
campo aberto é utilizado no estudo do efeito de ansioliticos, como os
benzodiazepinicos (Prut and Belzung, 2003). Animais com quadro de ansiedade
apresentam aumento do numero de cruzamentos ou levantamentos, percorrendo
uma distancia maior na caixa, em comparacdo com animais sadios. O ensaio de
campo aberto é utilizado também para avaliar a capacidade cognitiva do animal. No
entanto, o teste € compreendido por dois dias, onde o primeiro dia é feito o treino,
onde o animal ird explorar mais o ambiente, uma vez que o ambiente € novo pra ele.
No dia do teste, 24 horas ap6s o treino, como o0 animal se recorda da caixa, a
tendéncia é que ele explore menos o ambiente, apresentando numero de
cruzamentos e de levantamentos significativamente menor, em comparagdo com o
treino. No entanto, quando o animal apresenta comprometimento da cogni¢do, o
namero de cruzamentos ou levantamentos, permanece igual, quando comparados o
dia do teste com o dia do treino. Esse teste foi utilizado por Reis e cols. (2010) para
analisar a cognicdo de animais durante a infeccdo murina por Plasmodium
berghei ANKA, assim como em animais sobreviventes da sepse (Tuon e cols.,
2008).

Nés também realizamos a natacdo forcada, filmando a natacdo dos
animais com auxilio de uma webcam. A webcam estava conectada ao computador e
a analise dos videos foi realizada no software Any Maze, para avaliar a velocidade
de nado dos animais durante 5 minutos. Como podemos observar na figura 7.2, os
animais CCR2-/- se deslocam da mesma forma que os animais C57BL6. E esse
dado sugere que o animal tem atividade motora preservada. Quando o animal
apresenta alteracdo motora, a velocidade de nado encontra-se reduzida (Duclot e
cols., 2012; Vozeh e cols., 2006).

29



Ministério da Saude
FIOCRUZ
Fundag¢ao Oswaldo Cruz

Instituto Oswaldo Cruz
Pds-Graduacdo em Biologia Celular e Molecular

A
150-
[%2]
g
C
s
T 1001
>
O
(]
©
o 50
()
£
S
=
0-
B
o 50
e
T 40
£
8
S 301
>
k)
o 204
©
o
@ 10-
£
S
Z 0
©
N
O<o

Figura 7.1. Atividade motora dos animais CCR2-/- e C57BL6 no ensaio de campo aberto. Os animais
CCR2-/- e C57BL6 foram submetidos ao ensaio em campo aberto, onde analisamos a atividade motora dos
animais na caixa do ensaio de campo aberto no periodo de 5 minutos. Para avaliar a atividade motora dos
animais nos realizamos a contagem do numero de quadrantes cruzados e o nimero de levantamentos realizados
pelos animais. Os animais CCR2-/- e C57BL6 apresentam o numero de quadrantes cruzados e o nimero de
levantamentos similares. Os grupos experimentais consistem de 7 animais por grupo. Os resultados
representam a média + E.P.M. (Erro padrao da média).
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Figura 7.2. Velocidade de natacdo dos animais CCR2-/- e C57BL6 durante a natacdo forgada. Os animais
CCR2-/- e C57BL6 foram submetidos a natacéo forcada. Os animais foram colocados na piscina por 5 minutos.
A velocidade do nado dos animais dos animais na piscina no software Any maze. Os animais CCR2-/- e C57BL6
apresentam velocidade de nado. Os grupos experimentais consistem de 7 animais por grupo. Os resultados
representam a média + E.P.M. (Erro padrdo da média).
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O reflexo dos animais foi explorado através da inibicdo de pré-pulso (PPI).
Neste teste avaliamos se 0 sobressalto dos animais foi similar no estimulo auditivo
forte, para verificar se o reflexo dos animais (sobressalto) em resposta ao estimulo
auditivo estava preservado. O sobressalto esta representado na figura 7.3 como
unidade arbitraria. Como podemos observar o sobressalto foi similar entre os
animais C57BL6 e CCR2 -/-. E esse dado sugere que o animal tem a resposta
reflexa preservada. O teste do PPl avalia a resposta sensorio-motora e é
amplamente utilizado para avaliar modelos de esquizofrenia em animais. Em
modelos de animais esquizofrénicos a resposta ao pré-pulso ndo € inibida
(Buccafusco and Buccafusco, 2009), e a resposta reflexa do animal é a mesma

independente da intensidade do estimulo auditivo.
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Figura 7.3. Atividade reflexa dos animais CCR2-/- e C57BL6 em resposta ao estimulo auditivo. Os animais
CCR2-/- e C57BL6 foram colocados dentro de uma caixa, presa numa grade, que contém um sensor que detecta
0 movimento das patas dos animais e envia as informagdes para o computador. Nos avaliamos a resposta de
sobressalto dos animais (reflexo) quando estimulados com estimulo auditivo de 120 Db. Essa resposta de
sobressalto esta representada no eixo Y do grafico, como unidade arbitraria. Os animais CCR2 -/- e C57BL6
apresentam a resposta de sobressalto similar, indicando que o reflexo dos animais encontra-se preservado. Os
grupos experimentais consistem de 7 animais por grupo. Os resultados representam a média + E.P.M. (Erro
padréo da média).
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Como os animais ndo apresentaram alteracdo da atividade motora e nem
do reflexo, nosso proximo passo foi analisar o aprendizado dos animais através da
natacdo forcada e da esquiva inibitéria de multiplos treinos. Avaliamos também a
consolidacdo de memdria de curto prazo e de longo prazo na esquiva inibitéria de
um treino.

Realizamos o Morris Water Maze dos animais CCR2-/- e C57BL6 com 10
semanas de idade (Jovem) por 3 dias consecutivos (figura 7.4). Em cada dia, os
animais eram colocados na piscina e fizemos a contagem do tempo de laténcia dos
animais para encontrar a plataforma. O tempo maximo de laténcia era de 1 minuto,
da mesma forma como descrito por Buccafusco and Buccafusco (2009). Adotamos
esse tempo, pois quando deixamos 0s animais em tempo superior a um minuto eles
param de nadar e comecam a flutuar na piscina.

Como podemos observar na figura 7.4, os animais C57BL6 com 10 semanas
de idade (Figura 7.4) aprenderam no terceiro dia do teste, com tempo aproximado de
laténcia no terceiro dia de 20 segundos. Os animais CCR2-/- jovens (Figura 7.4) ndo
aprendem no terceiro dia da natagédo, apresentaram tempo de laténcia em torno de
35 segundos. Esses dados nos indicam que os animais geneticamente deficientes
para o CCR2 possuem prejuizo da cognicdo. A natacdo forcada aumenta a
motivacdo do animal para aprender e formar a memdria, fazendo com que ele
escape de forma mais rapida da piscina ao subir na plataforma submersa
(Buccafusco and Buccafusco, 2009). Os animais nao flutuaram durante o teste. A
natacdo avalia o aprendizado e a memaria espacial.. Por isso o resultado observado
na figura 7.4, sugere que o CCR2 -/- apresenta comprometimento do aprendizado e
da memoria espacial. Algumas doencas podem alterar a resposta dos animais na
natacdo forcada. Animais sépticos também demoram mais tempo para encontrar a
plataforma em comparagéo com os animais nao infectados (Barichello e cols., 2007).
Animais transgénicos para a proteina precursora da amiloide  com acumulo de
proteina amiloide B no cérebro, também apresentam comprometimento da memaria

espacial (Hsiao e cols., 1996; Puolivali e cols., 2002).
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Figura 7.4. Curva de aprendizado dos animais CCR2-/- e C57BL6 no “water maze”. Os animais CCR2-/- e
C57BL6 foram submetidos a natacdo forcada por 3 dias consecutivos (com tempo de teste de 1 minuto).
Realizamos a analise do tempo de laténcia nos trés dias, e os dados foram plotados em forma de curva de
aprendizado. No “water maze” os animais foram colocados dentro da piscina por um minuto e nés contamos o
tempo que o0s animais demoravam a encontrar a plataforma submersa na piscina (laténcia). Durante a realizagdo
do teste nés observamos que 0s animais ndo flutuam. * Representa diferenca estatistica em relagéo ao 1° dia da
natacéo forcada. Curva de aprendizado nos animais com 10 semanas de. Os animais C57BL6 jovens aprendem
no terceiro dia do teste, com reducao significativa do tempo de laténcia em relagéo ao primeiro dia do teste do
grupo C57BL6. J& os animais CCR2-/- ndo aprendem no terceiro dia, onde o tempo de laténcia néo foi diferente
estatisticamente em relacdo ao primeiro dia do grupo de animais CCR2-/-. Os grupos experimentais consistem
de 8 animais, sendo representativo de dois experimentos. Os resultados representam a média + E.P.M. (Erro
padrdo da média). O asteristico (*) representa diferenca estatisticamente significativa do grupo C57BL6 (3° dia)
quando comparado com o grupo C57BL6 (1° dia).
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Além da memoria espacial, nés analisamos a curva de aprendizado e a
formacdo da memdria aversiva dos animais. N6s analisamos o aprendizado atraves
da esquiva inibitéria de mudltiplos treinos, em animais com 5 semanas de idade
(Figura 7.5) e em animais com 10 semanas (Figura 7.6), com o intuito de identificar
guando os animais comecam a apresentar as alteracfes cognitivas.

A figura 6 representa a curva de aprendizado nos animais com 5 semanas
de idade. Como podemos observar os animais CCR2-/- precisam de mais treinos
para aprender, cerca de 7 treinos, em comparacao com o grupo de animais C57BL6,
gue precisaram de cerca de 4 treinos para aprender. No entanto apds os 7 treinos os
animais CCR2-/- possuem as memorias de curto prazo (Figura 7.5C) e de longo
prazo preservadas (Figura 7.5D), da mesma forma que os animais C57BL6. E n&o
ocorre o decaimento da memdria 7 dias apos a esquiva. Esses dados sugerem que
os animais CCR2-/- precisam de mais treinos para que haja a formacao da memoria,
mas seu sistema de consolidacéo e preservacdo da memadria permanece intacto. O
mesmo dado foi observado nos animais CCR2-/- com 10 semanas de idade (Figura
7.6), que precisaram de 8 treinos para aprender, enquanto que os animais C57BL6
precisaram de cerca de 4 treinos para aprender. E apds esses 8 treinos 0os animais
CCR2-/- apresentam a memoria de curto prazo e a memoria de longo prazo
preservadas, da mesma forma que os animais C57BL6. No entanto, o decaimento
da memoria ocorre de forma mais rapida nos animais CCR2-/- com 10 semanas de
idade do que nos animais C57BL6. Esses dados sugerem que os animais CCR2-/-
com 10 semanas de idade precisam de mais treinos para aprender e depois que
aprendem conseguem formar as memoérias de curto e de longo prazo. No entanto, a
memoéria ndo é sustentada por longos periodos. A curva de aprendizado é
importante, pois ela auxilia na formagcdo da memoria de curto prazo e de longo
prazo, uma vez que os animais foram treinados até conseguirem aprender. Esses
mesmos dados sao observados em humanos, onde gquanto maior é a quantidade de

treinos, maior € o aprendizado e a formagéo da memoria (Abend e cols., 2013)
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Figura 7.5. Curva de aprendizado dos animais CCR2-/- e C57BL6 com 5 semanas de idade na esquiva
inibitéria. Os animais CCR2-/- e C57BL6 foram submetidos a esquiva de mudltiplos treinos. Nés colocamos os
animais na caixa da esquiva, por 180 segundos e contamos 0 tempo que 0S animais permaneceram na
plataforma segura (tempo de laténcia). (A e B) Realizamos o (s) treinamento (s) dos animais até que eles
permanecessem por 180 segundos na plataforma. Uma hora e meia apds o (ltimo treino de cada animal,
avaliamos a (A e C) memoria de curto prazo (A e D) e 24 horas apds o Ultimo treino avaliamos a meméria de
longo prazo. (A e E) Sete dias apds o treino, realizamos novamente a esquiva passiva, para verificar o
decaimento da memdria. (A e B) Os animais CCR2-/- precisam de mais treinos para aprender (cerca de 7
treinos) em comparacdo com os C57BL6 (que necessitam de cerca de 4 treinos para aprender). Apds os
multiplos treinos na esquiva, os animais CCR2-/- conseguem formar a memoria de curto prazo (A e C) e de longo
prazo (A e D), da mesma forma que aos animais C57BL6. (A e E) Os animais C57BL6 e CCR2-/-, ndo possuem
decaimento da memodria, 7 e 8 dias ap6s a esquiva. Os grupos experimentais consistem de 5 animais, sendo
representativo de dois experimentos. Os resultados representam a média + E.P.M. (Erro padrdo da média). O
asteristico (*) representa diferenga estatisticamente significativa do grupo C57BL6 (3° dia) quando comparado
com o grupo C57BL6 (1° dia), com p=<0,05 (teste T).
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Figura 7.6. Curva de aprendizado dos animais CCR2-/- e C57BL6 com 10 semanas de idade na esquiva
inibitéria. Os animais CCR2-/- e C57BL6 foram submetidos a esquiva de mdltiplos treinos. Nos colocamos os
animais na caixa da esquiva, por 180 segundos e contamos 0 tempo que 0S animais permaneceram na
plataforma segura (tempo de laténcia). (A e B) Realizamos o (s) treinamento (s) dos animais até que eles
permanecessem por 180 segundos na plataforma. Uma hora e meia apds o (ltimo treino de cada animal,
avaliamos a (A e C) memodria de curto prazo (A e D) e 24 horas apés o ultimo treino avaliamos a meméria de
longo prazo. (A e E) Sete dias apds o treino, realizamos novamente a esquiva passiva, para verificar o
decaimento da memoria. (A e B) Os animais CCR2-/- precisam de mais treinos para aprender (cerca de 7
treinos) em comparacdo com os C57BL6 (cerca de 4 treinos). Ap6s os multiplos treinos na esquiva, os animais
CCR2-/- conseguem formar a memoéria de curto prazo (A e C) e de longo prazo (A e D), da mesma forma que
aos animais C57BL6. (A e E) Os animais C57BL6 e CCR2-/-, ndo possuem decaimento da memoria, 7 e 8 dias
apos a esquiva. O grupo C57BL6 consiste de 18 animais e o grupo CCR2-/- consiste de 8 animais, sendo
representativo de dois experimentos. Os resultados representam a média + E.P.M. (Erro padrao da média). O
asteristico (*) representa diferenca estatisticamente significativa do grupo C57BL6 (3° dia) quando comparado
com o grupo C57BL6 (1° dia), com p<0,05 (teste T).
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Como os animais CCR2-/- precisam de mais treinos na esquiva inibitéria,
resolvemos analisar a memoria dos animais na esquiva passiva de um treino. Para
focar apenas no papel do CCR2 no processo de formacdo da memdria de curto
prazo e de longo prazo.

A esquiva passiva de um treino foi realizada em animais CCR2 -/- e em
animais C57BL6 com 10 semanas de idade (Figura 7.7). Na esquiva passiva de um
treino, nos colocamos o animal na plataforma segura do aparato de esquiva e
contamos o tempo de laténcia na plataforma. Quando o animal desce para a grade,
ele recebe choque nas 4 patas com a intensidade de 700 mA por 3 milissegundos.
Uma hora e meia (memodria de curto prazo) e 24 horas apdés (memoria de longo
prazo), realizamos o teste da esquiva inibitoria. No teste nés contamos também o
tempo de laténcia dos animais na plataforma.

Como podemos observar na figura 7.7, os animais C57BL6 com 10
semanas apresentam tempo de laténcia na plataforma de aproximadamente 180
segundos, tanto 1:30 e 24 horas ap0s o treino, indicando que 0s animais
apresentam a memoéria de curto prazo e de longo prazo preservadas. Os animais
CCR2-/- com 10 semanas apresentam comprometimento da memoaria de curto prazo
e de longo prazo apds um treino na esquiva passiva (Figura 7.7), com média de
tempo de laténcia na plataforma de cerca de 60 segundos (1:30 e 24 horas ap0s o
treino). Esses dados sugerem que o CCR2 é importante para a formacdo da

mem©éria de curto prazo e de longo prazo na esquiva passiva.
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Figura 7.7. Tempo de laténcia a plataforma dos animais CCR2-/- e C57BL6 na esquiva inibitéria. Os
animais CCR2-/- e C57BL6 foram submetidos a esquiva passiva com um treino. Na esquiva nds colocamos
0s animais na caixa da esquiva, por 180 segundos e contamos 0 tempo que 0s animais permaneceram na
plataforma segura (tempo de laténcia). Realizamos o treinamento dos animais até que eles
permanecessem por 180 segundos na plataforma. Uma hora e meia, contadas a partir do Ultimo treino de
cada animal avaliamos a memdria de curto prazo e 24 horas apés o ultimo treino para avaliar a memoria de
longo prazo. O grupo C57BL6 consiste de 5 animais, sendo representativo de dois experimentos. O grupo
CCR2-/- consiste de 7 animais, sendo representativo de dois experimentos. Os resultados representam a
mediana e intervalo. O asteristico (*) representa diferenca significativamente estatistica entre o grupo
CCR2-/- (90 min. ap6s) e o grupo C57BL6 (90 min. apds), com p<0,05 (teste one way anova). Os
asteristicos (***) representam diferenca significativa entre o grupo CCR2-/- (24 horas apds) e 0 grupo

C57BL6 (24 horas ap6s), com p<0,05 (teste one way anova).

Além do CCL2, outros mediadores inflamatorios, tais como citocinas parecem

ter também um papel importante na formacdo da memoria. A IL-13 em niveis

fisiolégicos € importante para o LTP (potenciacdo de longo prazo) no hipocampo

(Ross e cols., 2003), no entanto em niveis muito elevados, a IL-1f inibe a LTP (Ross

e cols., 2003). A IL-1B é importante para a consolidacdo da memaria espacial e da

memoria aversiva (Yirmiya e cols., 2002). Animais geneticamente deficientes para o

receptor da IL-1 do tipo 1, apresentam comprometimento da consolidacdo de

memoria e neurogénese (Avital e cols., 2003). A IL-6 também parece ter um papel

importante na consolidacdo da memoéria, uma vez que animais geneticamente
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deficientes para a IL-6 apresentavam a consolidacdo de memoria prejudicada no
teste de reconhecimento de objetos (Hryniewicz e cols., 2007). Animais
geneticamente deficientes para o TNF-a ou para os receptor TNF do tipo 1 (TNF-R1)
e TNF do tipo 2 (TNF-R2) também apresentam a consolidagdo da memoria
prejudicada (Baune e cols., 2008).

Vérios estudos tem focado no papel do CX3CL1/CX3CR1 em condicbes
patologicas, mas o0 CX3CL1/CX3CR1 também tem um papel fisioldégico no processo
de cognicdo. Animais geneticamente deficientes para o0 CX3CR1 apresentam
comprometimento da cognicdo avaliada nos testes de habituacdo de campo aberto e
de natacao forcada. E essa alteracdo da cognicao esta associada a reducédo da LTP
no hipocampo (Rogers e cols., 2011). O CX3CL1 tem um papel na plasticidade
sindptica envolvida com a consolidagdo de memoria (Sheridan e cols., 2014).
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Como o animal deficiente para o CCR2 tem o aprendizado retardado e a
consolidacdo da memoéria prejudicada, ndés resolvemos analisar os niveis de
mediadores envolvidos com a consolidagdo da memdria no cérebro dos animais 1
hora e 12 horas ap0s o treino na esquiva passiva.

Kim e cols. (2012), demonstraram que a consolidacdo de memdria ocorre
apos a ativacdo da via de CREB, da via da ERK e da calcio-calmodulina (CaMKIl).
Resolvemos analisar a expressdo da ERK fosforilada no hipocampo, uma hora ap6s
o treino na esquiva passiva, uma vez que a ERK é ativada durante o processo de
consolidacdo de memdéria. Como podemos observar na figura 7.8, os animais
geneticamente deficientes para o CCR2, apresentaram reducdo na expressao da
ERK fosforilada no hipocampo em comparagdo com os animais controle C57BL6. No
entanto, a expressao de ERK total encontrava-se preservada. A correlacdo entre o
CCR2 e a via da ERK ja foi observada num estudo realizado pelo nosso grupo, onde
o0 CCL2 aumenta a expressao de ERK em macréfagos peritoneais ativados com LPS
(Fonseca e cols.). Dados na literatura demonstram que a ativagdo da via da ERK
ocorre via receptor NMDA (Cammarota e cols., 2000) e a ativacdo da via da ERK é
importante para a sintese do BDNF (Alonso e cols., 2004; Citron, 2002).

Nosso préximo passo foi verificar a expressao de BDNF (proteina envolvida
com a consolidacdo de memaria) no hipocampo dos animais CCR2-/- e C57BL6, 12
horas apds o treino na esquiva passiva. Como podemos observar na figura 9, os
animais CCR2-/- apresentaram menor expressao de BDNF maduro no hipocampo
em comparacao com os animais C57BL6.

Como demonstrado por Alonso e cols. (2004), a via da ERK induz a traducgéo
e a transcricdo do BDNF. A reducéo da ativacdo da via da ERK observada na figura
7.9, poderia explicar porque os animais geneticamente deficientes para o CCR2
apresentam reducao da expresséo de BDNF (Figura 9).

Ja é bem descrito na literatura que o BDNF esta envolvido com o processo de
consolidacdo de memodria. A reducdo da expressdo de BDNF observada na figura 9,
poderia explicar o prejuizo cognitivo observado na figura 7.7. A sigla BDNF vem do
inglés, “Brain neurotrofic factor”. Quando o BDNF é liberado ele se liga ao seu

receptor o TRKB que induz uma cascata de sinalizagéo intracelular, que culmina com
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a ativacdo da via da ERK e CREB. O efeito da ativacdo dessa cascata € a
plasticidade neural e a formacdo de novas sinapses, que sdo responsaveis pela
formacao da memoria (Yamada and Nabeshima, 2003). O BDNF € importante para a
plasticidade neural, aumenta a densidade das espinhas dendriticas de neurdnios
piramidais na regido CAl, além de aumentar a transmissao sinaptica em neurdnios
do hipocampo (Lessmann e cols., 1994). O BDNF interfere na dindmica da vesicula
pré-singptica contendo a sinaptofisina, aumentando a co-localizagdo entre a
sinaptofisina e o PSD95 (Bamji e cols., 2006).

Como os animais CCR2-/- apresentam comprometimento cognitivo, com
reducdo da expressdo de BDNF, nos resolvemos analisar se 0s animais
apresentavam alteragdo sinaptica no hipocampo. Verificamos a expressdo de
sinaptofisina e PSD95 por western blotting, bem como o indice de co-localizagao
entre a sinaptofisina e o PSD95 através da imunohistoquimica. Como podemos
observar na figura 7.10, os animais CCR2-/- apresentam reducdo da expressao de
sinaptofisina e, no entanto a expressao de PSD95 é similar entre o grupo de animais
CCR2-/- e C57BLS6.

Como h& reducdo da expressdo da sinaptofisina, ocorre reducdo da co-
localizacdo entre o PSD95 e a sinaptofisina, como pode ser visualizado na figura
7.11. Dados na literatura reportam que na esquizofrenia ocorre reducdo da
expressao da sinaptofisina no hipocampo (Eastwood e cols., 1995). No entanto, o
teste da inibicdo de pré-pulso ndo se encontra alterado (dados ndo mostrados).
Doencas familiares que causam deméncia (Garringer e cols., 2013), diabetes do tipo
1 e do tipo 2 (Duarte e cols., 2012), o envelhecimento (Davies e cols., 2003) e o

Alzheimer (Callahan e cols., 1999) reduzem a expressao da sinaptofisina.
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Figura 7.8. Expressao de ERK fosforilada no hipocampo de animais CCR2-/- e C57BL6 uma hora ap6s um
treino na esquipa passiva. Animais CCR2-/- e C57BL6 (10 semanas) foram submetidos a esquiva de um treino
(0.7 mA, 3s) e uma hora apos, os animais foram perfundidos com salina. O hipocampo foi dissecado e preparado
para analise por western blotting. (A) Western representativo da ERK total e da ERK fosforilada em animais
naive (que ndo foram submetidos a esquiva passiva) AS bandas 1, 2 e 3 = C57BL6; As bandas 4, 5 e 6= CCR2-/-
. (B) Western representativo da ERK total e fosforilada em animais CCR2-/- e C57BL6 1 hora apds a esquiva
passiva, bem como da beta-actina, usada como normalizador da quantidade de proteina. As bandas 1, 2 e 3=
C57BL6; As bandas 4, 5, 6, 7= CCR2-/-. (C) Densitometria da ERK fosforilada da figura B, normalizada pela ERK
total. (D) Densitometria da ERK fosforilada da figura B, normalizada pela B-actina. (E) Densitometria da ERK
total, normalizada pela B-actina. (A) Os grupos experimentais consistem de 3 animais, sendo representativo de
dois experimentos. (B) O grupo C57BL6 consiste de 3 animais, sendo representativo de dois experimentos. O
grupo CCR2-/- consiste de 4 animais, sendo representativo de dois experimentos. Os resultados representam a
média + E.P.M. (Erro padrao da média). O asteristico (*) representa diferenca significativamente estatistica entre
0 grupo CCR2-/- e o grupo C57BL6, com p<0,05 (teste T).
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Figura 7.9. Expresséo de BDNF no hipocampo de animais CCR2-/- e C57BL6, 12 horas apds o treino na
esquiva passiva. Animais CCR2-/- e C57BL6 (10 semanas) foram submetidos a esquiva de um treino (0.7 mA,
3s) e doze horas apds, os animais foram perfundidos com salina. O hipocampo dos animais C57BL6 e CCR2-/-
foi dissecado e preparado para analise por western blotting. (A) Western blotting do fator neurotréfico derivado
do cérebro (BDNF) antes da esquiva passiva e beta-actina que é o controle do carregamento de proteina.
Bandas 1 e 2= C57BL6, Bandas 3 e 4=CCR2-/- (B) Western blotting para BDNF representativo do hipocampo de
animais 12 horas apdés a esquiva passiva e beta-actina que é o controle do carregamento de proteina. As bandas
1, 2 e 3= C57BL6; As bandas 4, 5, 6, 7= CCR2-/-. (C) Densitometria do BDNF da figura A, normalizada pela -
actina. (D) Densitometria do BDNF da figura B, normalizada pela B-actina. (A) Os grupos experimentais
consistem de 3 animais, sendo representativo de dois experimentos. (B) O grupo C57BL6 consiste de 3 animais.
O grupo CCR2-/- consiste de 4 animais. Os resultados representam a média + E.P.M. (Erro padréo da média). O
asteristico (*) representa diferenca significativamente estatistica entre o grupo CCR2-/- e o grupo C57BL6, com
p=<0,05 (teste T).
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Figura 7.10. Expresséo de sinaptofisina e PSD95 no hipocampo de animais CCR2-/- e C57BL6. Animais
CCR2-/- e C57BL6 (10 semanas) foram perfundidos com salina. O hipocampo dos animais CCR2-/- e C57BL6 foi
dissecado e preparado para analise por western blotting. (A) Western blotting para analise da expressédo da
sinaptofisina no hipocampo dos animais C57BL6 e CCR2-/- e a beta-actina que é o controle do carregamento de
proteina. Bandas 1, 2, 3 e 4= C57BL6, Bandas 5, 6, 7, 8, 9=CCR2-/-. (B) Western blotting para analise da
expressdo do PSD95 no hipocampo dos animais C57BL6 e CCR2-/- e a beta-actina que € o controle do
carregamento de proteina. Bandas 1, 2, 3 e 4= C57BL6, Bandas 5, 6, 7, 8, 9=CCR2-/- . (C) Densitometria da
sinaptofisina normalizada pela B-actina. (D) Densitometria do PSD95 normalizado pela B-actina. (A) O grupo
C57BL6 consiste de 4 animais, sendo representativo de dois experimentos. O grupo CCR2-/- consiste de 5
animais, sendo representativo de dois experimentos. (B) O grupo C57BL6 consiste de 4 animais, sendo
representativo de dois experimentos. O grupo CCR2-/- consiste de 5 animais, sendo representativo de dois
experimentos. Os resultados representam a média + E.P.M. (Erro padrdo da média). O asteristico (*) representa
diferenca significativamente estatistica entre o grupo CCR2-/- e o grupo C57BL6, com p<0,05 (teste T).
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Figura 7.11. Expresséo e co-localizagdo entre PSD95 e sinaptofisina no hipocampo de animais CCR2-/- e
C57BL6. A expressao da proteina pré-sinaptica sinaptofisina e da proteina pés-sinaptica PSD95 foi analisada no
hipocampo dos animais com 10 semanas de idade através da imunohistoquimica. (A) Gréfico representativo do
indice de co-localizagdo de sinaptofisina (pixels) e de PSD95 (pixels) no hipocampo do grupo de animais CCR2-/-. (C)
Gréfico representativo do indice de co-localizagcdo de sinaptofisina (pixels) e de PSD95 (pixels) no hipocampo do
grupo de animais C57BL6. (B) Representa a imunohistoquimica com a expressdo de PSD95 (em verde) e da
sinaptofisina (em vermelho) no animais CCR2-/-. A co-localizagdo entre a sinaptofisina e o PSD95 possui cor
amarela. (D) Representa a imunohistoquimica com a expressdo de PSD95 (em verde) e da sinaptofisina (em
vermelho) no animais C57BL6 A co-localizagdo entre a sinaptofisina e o PSD95 possui cor amarela. Os grupos
experimentais consistem de 4 animais.
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Como os animais apresentam alteracdo da memoria, resolvemos investigar a
deposicao de proteina amiloide B no cérebro dos animais CCR2-/- e C57BL6 com 10
semanas de idade por imunohistoquimica (Figuras 7.12 e 7.13). Como podemos
observar na figura 7.12, os animais CCR2-/- apresentam aumento da expressao da
proteina amiloide B no hipocampo em comparacdo com o0s animais C57BL6. Os
animais CCR2-/- com 10 semanas de idade (Figura 7.13) também apresentam
acumulo de proteina amiloide 3 no cortex. El Khoury e cols. (2007) demonstraram
gue animais geneticamente deficientes para o CCR2 e transgénicos para APP
(superexpressam APP), desenvolvem o Alzheimer de forma mais acelerada e
possuem mortalidade precoce. Nesse estudo eles observaram que os animais
CCR2-/- e transgénicos para APP jovens, acumulavam mais proteina amiloide 3 1-
42 na regido perivascular e esse acumulo ocorre devido a reducdo da migracao da
microglia para o sistema nervoso central. E esses dados sugerem um possivel papel
da micréglia na eliminacdo da proteina amiloide .

Nosso proximo passo foi avaliar se os camundongos CCR2-/- adultos jovens
apresentavam aumento dos niveis de biomarcadores de neuroinflamacdo no
cérebro, através da dosagem dos niveis de citocinas e quimiocinas, da quantificacéo
da expressdo de IBA-1 (marcador de micréglia) no hipocampo (Figura 7.14) e no
cortex (Figura 7.15) dos animais, bem como da anaslise da expressédo das capases
inflamatérias 1 e 12 (Figuras 17 e 18) nos animais C57BL6 e CCR2-/- com 10
semanas de idade, através da imunohistoquimica. Os animais CCR2-/- apresentam
a mesma expressdao de micréglia quiescente, em comparacdo com 0S animais
C57BL6 no hipocampo. No coértex existe uma tendéncia a menor expressao de
microglia quiescente e esse dado também foi observado pelo grupo do El Khoury e
cols. (2007). A possivel explicacdo para o acumulo de proteina amiloide B no
cérebro dos animais CCR2-/-, € em decorréncia de uma falha na fagocitose e na
eliminacdo da proteina amiloide B no cérebro ou pelo aumento da quantidade de
proteina precursora da proteina amiloide B. Para explicar essa hipotese sera
necessario um ensaio de fagocitose com a microglia dos animais CCR2-/- e C57BLS6,
bem como a analise da expressdo da APP no cérebro dos animais. Estes
experimentos ja estdo planejados e serdo reportados em publica¢cdes subsequentes

a esta tese.
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Outra analise que nos realizamos foi a quantificacdo de citocinas e
quimiocinas no coértex dos animais e no hipocampo. As citocinas analisadas foram
TNF-a, IL-13, IFN-y e IL-10, e as quimiocinas foram o CCL2 e o KC. Como podemos
observar na figura 16, os niveis das citocinas se encontram semelhantes nos
animais C57BL6 e CCR2-/-. O TNF-a, se encontra aumentado no cérebro de
pacientes com Alzheimer e ja estd bem descrito o seu papel na patogénese do
Alzheimer. O TNF-a age em sinergismo com o IFN-y, aumentando a formacao da
proteina amiloide B (Blasko e cols., 1999). A IL-1p também se encontra elevada no
cérebro de individuos com Alzheimer. A IL-1B8 € um potente agente proé-inflamatorio,
ativando de forma robusta a micréglia e os astrocitos e aumentando a migracao de
leucocitos periféricos (neutréfilos, células TCD4+ e CD8+, células dendriticas e
mondcitos) para o tecido cerebral (Shaftel e cols.,, 2008). Em pacientes com
Alzheimer ha o aumento da IL-8 e esse aumento se correlaciona com a presenca de
déficit cognitivo (Alsadany e cols., 2013). O CCL2 também estd aumentado em
pacientes com Alzheimer, e estd correlacionado com aumento do depdsito de
proteina amiloide B no cérebro e com o declinio precoce da cogni¢cédo (Galimberti e
cols., 2006; Westin e cols., 2012). No entanto, existe um paradoxo em relacdo ao
CCL2. Animais geneticamente deficientes para o CCR2, também acumulam a
proteina amiloide beta de forma precoce, o que leva a mortalidade precoce dos
camundongos (El Khoury e cols., 2007).

Para que ocorra a maturacdo da IL-1B, a pré-IL-1B é clivada sob a agao da
caspase-1. No Alzheimer a caspase-1 € importante para a patogénese. Animais
geneticamente deficientes para caspase-1 possuem protecdo da perda da memoria
espacial e aumento da fagocitose e eliminagao da proteina amiloide $ (Heneka e
cols., 2013). Como a caspase-1 tem um papel importante na fisiopatologia do
Alzheimer, nds resolvemos analisar a expressdo da caspase-1 no hipocampo dos
animais CCR2-/- e C57BL6 (Figura 7.17). No entanto, de forma inesperada, os
animais geneticamente deficientes para o CCR2 apresentam reducdo da expressao
da caspase-1 no hipocampo. Algumas alteracdes genéticas levam a essa reducdo
da expressao da pré-caspase (Heymann e cols., 2014). Outro fator que controla a

expressao da caspase-1 é a caspase-12, possuindo um feedback negativo (Scott
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and Saleh, 2007). Por isso nds resolvemos analisar a expressao da caspase-12 no
hipocampo dos animais, e conforme esperavamos, ha um aumento significativo da
expressdo da caspase-12 clivada no hipocampo dos animais CCR2-/- em
comparacdo com os animais C57BL6 (Figura 7.18). A caspase-12 também inibe a
ativacdo do fator de transcricdo NF-kB, que é importante para a sintese de varias
citocinas. O que poderia explicar porque os animais CCR2-/- ndo possuem aumento
dos niveis de citocinas e quimiocinas (figura 7.16), conforme € observado no
Alzheimer.

Esta descrito na literatura que a caspase-12 esta envolvida com o estresse de
reticulo via ativacdo da caspase-3 e € uma das vias ativadas durante apoptose
neuronal no Alzheimer (Hitomi e cols., 2004; Ishige e cols., 2007). Por isso, nés
realizamos western blotting do hipocampo dos animais CCR2-/- e C57BL6, para
analisar a expressao da caspase-3. Como resultado preliminar nés observamos que
0s animais CCR2-/- apresentam aumento da expressao da caspase-3 clivada em
comparacao com o0s animais C57BL6 (Figura 7.19). Futuramente iremos averiguar
se 0s animais apresentam aumento do estresse de reticulo, bem como faremos o

ensaio de TUNEL para verificar a apoptose neuronal.
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Figura 7.12. Expressao de proteina amiloide B no hipocampo de animais CCR2-/- (B) e C57BL6 (A) com 10
semanas de idade. Os animais C57BL6 (A) e CCR2-/- (B) foram perfundidos com salina, os cérebros dos animais
CCR2-/- e C57BL6 foram dissecados e preparados para a realizagdo de criocorte. Os cérebros foram fatiados em
criostato, com a espessura de 20 micrometros. Realizamos a imunohistoquimica de proteina beta-amiléide (anticorpo
anti-proteina amiloide 3 1-16 /E-10 da marca covance) no cérebro dos animais (Marcacdo em vermelho) e o nucleo
foi marcado com DAPI. As laminas contendo os cérebros foram analisadas em microscépio confocal utilizando
aumento de 60 vezes. (A) Imunohistoquimica representativa de beta-amiléde no hipocampo de animais C57BL6. (B)
Imunohistoquimica representativa da expressdo de beta-amiléde no hipocampo de animais CCR2-/-. A imagem é
representativa de dois experimentos, sendo que 0s grupos experimentais consistiram de 3 animais por grupo.
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Figura 7.13. Expressdo de proteina amiloide B no cértex cerebral dos animais CCR2-/- (B) e C57BL6 (A) com
10 semanas de idade. Os animais C57BL6 (A) e CCR2-/- (B) foram perfundidos com salina, os cérebros dos animais
CCR2-/- e C57BL6 foram dissecados e preparados para a realizacdo de criocorte. Os cérebros foram fatiados em
criostato, com a espessura de 20 micrometros. Realizamos a imunohisoquimica de proteina beta-amiléide no cérebro
dos animais (Marcacdo em vermelho) e o nucleo foi marcado com DAPI. As |aminas contendo os cérebros foram
analisadas em microscépio confocal. (A) Imunohistoquimica representativa de beta-amiléde no cortex de animais
C57BL6. (B) Imunohistoquimica representativa da expressdo de beta-amiléde no cortex de animais CCr2-/-. A
imagem é representativa de dois experimentos, sendo que 0S grupos experimentais consistiram de 3 animais por
grupo.
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Figura 7.14. Expressdo de IBA-1 (micréglia) no hipocampo de animais CCR2-/- (C) e C57BL6 (A). Os
animais C57BL6 (A) e CCR2-/- (C) com 10 semanas, foram perfundidos com salina. Os cérebros dos animais
CCR2-/- e C57BL6 foram dissecados e preparados para a realizagdo de criocorte. Os cérebros foram fatiados
em criostato, com a espessura de 20 micrometros. Realizamos a imunohisoquimica de IBA-1 (Microglia) no
cérebro dos animais. As laminas contendo os cérebros foram analisadas em microscopio de fluorescéncia no
aumento de 40 vezes. (A) Imunohistoquimica representativa de IBA-1 no hipocampo de animais C57BL6. (B)
Marcacao de nicleo com DAPI no hipocampo de animais C57BL6. (C) Imunohistoquimica representativa de
IBA-1 no hipocampo de animais CCR2-/-. (D) Marcagao de nucleo com DAPI no hipocampo de animais CCR2-/-.
(E) Quantidade de células marcadas com IBA-1 normalizada pelo DAPI. Os grupos experimentais consistem de 3
animais. (E) O resultado representa a média + E.P.M. (Erro padrdo da média).
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Figura 7.15. Expresséo de IBA-1 (micréglia) no cortex de animais CCR2-/- (C) e C57BL6 (A). Os animais C57BL6
(A) e CCR2-/- (C) com 10 semanas foram perfundidos com salina. Os cérebros dos animais CCR2-/- e C57BL6 foram
dissecados e preparados para a realizacdo de criocorte. Os cérebros foram fatiados em criostato, com a espessura
de 20 micrometros. Realizamos a imunohisoquimica de IBA-1 (Microglia- marcacdo em vermelho) no cérebro dos
animais. As laminas contendo os cérebros foram analisadas em microscopio de fluorescéncia no aumento de 40
vezes. (A) Imunohistoquimica representativa de IBA-1 no cértex de animais C57BL6. (B) Marcacao de nucleo com
DAPI nocértex de animaisC57BL6 (C) Imunohistoquimica representativa de IBA-1 no cértex de animais CCR2-/-. (D)
Marcacao de nucleo com DAPI no cortex de animais CCR2 (E) Quantidade de células marcadas com IBA-1
normalizada pelo DAPI. Os grupos experimentais consistem de 3 animais. (E) O resultado representa a média +
E.P.M. (Erro padrao da média).
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Figura 7.16. Nivel de citocinas (TNF-a, IFN-y, IL-1B e IL-10) e quimiocinas (CCL2 e IL-10) no cérebro total e no
hipocampo de animais CCR2-/- e C57BL6 com 10 semanas de idade. Os animais C57BL6 e CCR2-/- com 10
semanas de idade, foram perfundidos com salina. O cérebro dos animais CCR2-/- e C57BL6 foi dissecado e
preparado para a realizacdo da quantificac@o de citocinas por ELISA. As citocinas analisadas foram TNF-a (A), INF-y
(B), IL-1B (C), KC (D), MCP-1 (E) e IL-10 (F). Os grupos experimentais consistem de 6 animais. Os resultados

representam a média + E.P.M. (Erro padrdo da média).
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Figura 7.17. Expressao de pro-caspase-1 e da caspase-1 clivada no hipocampo de animais CCR2-/- e C57BL6.
O hipocampo dos animais CCR2-/- e C57BL6 foi dissecado a partir do cérebro perfundidos com salina, e preparado
para analise por western blotting. (A) Western blotting da andlise da expressdo da caspase-1 clivada e da caspase-1
ndo clivada no hipocampo dos animais naive C57BL6 e CCR2-/- e a beta-actina que € o controle do carregamento de
proteina. Bandas 1, 2, 3 e 4= C57BL6, Bandas 5, 6, 7, 8=CCR2-/-. (B) Densitometria das bandas da caspase-1 ndo
clivada pela beta-actina. Os grupos experimentais consistem de 4 animais. Os resultados representam a média +
E.P.M. (Erro padrao da média). O asteristico (*) representa diferenca significativamente estatistica entre o grupo
CCR2-/- e 0 grupo C57BL6, com p=<0,05 (teste T).
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Figura 7.18. Expressdo de pro-caspase-12 e da caspase-12 clivada no hipocampo de animais CCR2-/- e
C57BL6. O hipocampo dos animais CCR2-/- e C57BL6 foi dissecado a partir do cérebro perfundido com salina, e
preparado para analise por western blotting. (A) Western blotting para andlise da expresséo da caspase-12 clivada e
da caspase-12 néo clivada no hipocampo dos animais naive C57BL6 e CCR2-/- e a beta-actina que é o controle do
carregamento de proteina. Bandas 1, 2, 3= C57BL6, Bandas 5, 6, 7=CCR2-/- (B) Densitometria da Pro-caspase-12
normalizada pela beta-actina (C) Densitometria da caspase-12 clivada normalizada pela beta-actina (D) Densitometria
da caspase-12 clivada normalizada pela pro-caspase. Os grupos experimentais consistem de 3 animais. Os
resultados representam a média + E.P.M. (Erro padrdo da média). O asteristico (*) representa diferenca
significativamente estatistica entre o grupo CCR2-/- e o grupo C57BL6, com p<0,05 (teste T).
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Figura 7.19. Expressao de pro-caspase-3 e da caspase-3 clivada no hipocampo de animais CCR2-/- e C57BL6.
O hipocampo dos animais CCR2-/- e C57BL6 foi dissecado a partir do cérebro perfundido com salina, e preparado
para andlise por western blotting. Western blotting para andlise da expressdo da caspase-3 e da caspase-3 néo
clivada no hipocampo dos animais C57BL6 e CCR2-/- e a beta-actina que é o controle do carregamento de proteina.
Bandas 1, 2, 3,4= C57BL6, Bandas 5, 6, 7,8=CCR2-/-. Os grupos experimentais consistem de 4 animais.
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Além da ativacdo das caspases 12 e 3, outro fator que aumenta a

morte neuronal no Alzheimer, é a hiperativacdo do receptor NMDA, através do
aumento dos niveis de glutamato. Em pacientes com Alzheimer o glutamato tem um
papel importante, uma vez que ele aumenta a excitabilidade do receptor NMDA, que
culmina com a neurotoxicidade e a morte neuronal (Gordon-Krajcer e cols., 2002;
Greenamyre and Young, 1989). A enzima glutamina sintetase converte o glutamato
em glutamina, na glia. A glutamina é entédo liberada. Quando a glutamina entra no
neurbnio ela é convertida em glutamato pela enzima glutaminase mitocondrial
(Butterfield and Pocernich, 2003).

Ndés avaliamos os niveis de glutamato e glutamina no hipocampo dos animais
CCR2-/- e C57BL6 (Figura 7.20). Obtivemos como resultado preliminar que ha um
aumento significativo dos niveis de glutamina nos animais CCR2-/- (n=3), em
comparagdo com os animais C57BL6. No entanto, os niveis de glutamato séo
similares entre os grupos C57BL6 e CCR2-/-, onde apenas um animal do grupo
CCR2-/- apresentou aumento dos niveis de glutamato. Por isso, esse dado do
glutamato ainda € inconclusivo, sendo necessario, aumentar o0 nimero de animais

em cada grupo.
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Figura 7.20. Nivel de glutamato e glutamina no hipocampo de animais CCR2-/- e C57BL6 com 10 semanas de
idade. Os animais C57BL6 e CCR2-/- com 10 semanas de idade, foram perfundidos com salina. Os cérebros dos
animais CCR2-/- e C57BL6 foram removidos, e o hipocampos foram dissecados, macerados com solu¢do RIPA e
homogeinizados com 5% de TCA (&cido tricloroacético), sendo centrifugado a 18000g a 4°C por 30 minutos.
Posteriormente a amostra foi lavada 3 vezes com agua saturada dietil Ester para remover o TCA. Realizamos a
guantificagcdo dos niveis de glutamato e glutamina no hipocampo através da cromatografia liquida de alta performance
(HsPCL). Os grupos experimentais consistem de 3 animais. Os simbolos representam os animais e a barra a média

dos niveis do glutamato ou glutamina.
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Como os animais CCR2-/- jovens (com 10 semanas de idade), apresentaram
prejuizo cognitivo, resolvemos averiguar se em animais idosos (com um ano e meio
de idade), a cognicdo estaria mais prejudicada. Inicialmente realizamos a natacéo
forcada dos animais CCR2-/- e C57BL6 com um ano e meio de idade (Idoso), por 3
dias consecutivos. Os animais permaneceram por 1 minuto na piscina e fizemos a
contagem do tempo de laténcia dos animais para encontrar a plataforma.

Os animais C57BL6 com um ano de meio de idade (Figura 7.21) aprenderam
no segundo dia da natacdo forcada com tempo de laténcia no terceiro dia
aproximado de 20 segundos em ambos os grupos. Os animais CCR2 idosos (Figura
7.21), ndo aprendem no terceiro dia da natagao forgcada, com tempo de laténcia em
torno de 35 segundos. Sugerindo que a presenca do comprometimento da memaoria
dos animais jovens CCR2-/- persiste nos animais idosos CCR2-/-.

Na esquiva passiva de um treino (Figura 7.22), o prejuizo da memdéria de
curto prazo e de longo prazo foi mais proeminente nos animais CCR2-/- idosos
(tempo de laténcia em torno de 17 segundos), que nos animais CCR2-/- jovens (10
semanas de idade - tempo de laténcia em torno de 90 segundos). Os animais
C57BL6 idosos, ndo possuem comprometimento da memoria de longo prazo e da
memoéria de curto prazo.

Quanto aos animais CCR2-/- com 10 semanas de idade (Figura 7.6), n0s
observamos que estes precisaram de 8 treinos para aprender, enquanto que 0sS
animais C57BL6 precisaram de cerca de 4 treinos para aprender. E apos esses 8
treinos os animais CCR2-/- apresentam a memoria de curto prazo e a memoéria de
longo prazo preservadas, da mesma forma que os animais C57BL6. No entanto, o
decaimento da memoaria ocorre de forma mais rapida nos animais CCR2-/- com 10
semanas de idade do que nos animais C57BL6. Quando realizamos a curva de
aprendizado nos animais CCR2-/- idosos (Figura 7.23), observamos que eles
precisam de cerca de 8 treinos para aprender, e os animais C57BL6 idosos precisam
de 4 treinos para aprender, ndo havendo alteragédo na curva de aprendizado, entre
0s animais jovens e idosos. Observamos também o decaimento maior da memoaria

nos animais CCR2-/-, em comparacdo com o0s animais C57BL6. Esses dados
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sugerem que os animais CCR2-/- independente da idade precisam de mais treinos
para aprender e depois que aprendem conseguem formar as memdérias de curto e de
longo prazo. No entanto, a memadria ndo é sustentada por longos periodos tanto nos
animais jovens quanto nos animais idosos.

E essa alteracdo do comportamento pode ser explicada pelo acumulo de
proteina amiloide B no hipocampo dos animais CCR2-/-, uma vez que 0s animais
CCR2-/- idosos, também apresentam acumulo da proteina amiloide B no cortex
(Figura 7.24) e no hipocampo (Figura 7.25), na regiao perivascular, da mesma forma
que foi observada nos animais CCR2-/- jovens. No entanto, os animais C57BL6
idosos, nao apresentam aumento da expressdao da proteina amiloide B no
hipocampo e no cértex, sugerindo que a auséncia do CCR2 tem papel fundamental

0 acumulo da proteina amiloide 8 no hipocampo e no cortex.
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Figura 7.21. Curva de aprendizado dos animais CCR2-/- e C57BL6 idosos na natacdo forcada. Os animais
CCR2-/- e C57BL6 foram submetidos a natacdo for¢cada por 3 dias consecutivos (com tempo de teste de 1 minuto).
Realizamos a andlise do tempo de laténcia nos trés dias, e os dados foram plotados em forma de curva de
aprendizado. Na natacdo forgcada os animais foram colocados dentro da piscina por um minuto e nds contamos o
tempo que os animais demoravam a encontrar a plataforma submersa na piscina (laténcia). Os animais C57BL6
idosos aprendem no segundo dia do teste, com reducdo significativa do tempo de laténcia em relagédo ao primeiro dia
do teste do grupo C57BL6. Ja os animais CCR2-/- ndo aprendem no terceiro dia, onde o tempo de laténcia néao foi
diferente estatisticamente em relagédo ao primeiro dia do grupo de animais CCR2-/-. O grupo C57BL6 consiste de 7
animais, sendo representativo de dois experimentos. O grupo CCR2-/- consiste de 10 animais, sendo representativo
de dois experimentos. Os resultados representam a média + E.P.M. (Erro padrdo da média). O asteristico (*)
representa diferenca significativamente estatistica entre o grupo C57BL6 (no 2° dia ou 3° dia) em compara¢ao com o
grupo C57BL6 (1° dia), com p<0,05.
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Figura 7.22. Tempo de Laténcia a plataforma dos animais CCR2-/- e C57BL6 idosos na esquiva passiva. Os
animais CCR2-/- e C57BL6 foram submetidos a esquiva passiva com um treino. Na esquiva nds colocamos o0s
animais na caixa da esquiva, por 180 segundos e contamos 0 tempo que 0s animais permaneceram na plataforma
segura (tempo de laténcia). Realizamos o treinamento dos animais até que eles permanecessem por 180 segundos
na plataforma. Uma hora e meia, contadas a partir do ultimo treino de cada animal avaliamos a memdria de curto
prazo, colocando o animal novamente na caixa da esquiva e 24 horas apés o Ultimo treino para avaliar a memoaria de
longo prazo. O grupo C57BL6 consiste de 7 animais, sendo representativo de dois experimentos. O grupo CCR2-/-
consiste de 10 animais, sendo representativo de dois experimentos. Os resultados representam a média + E.P.M.
(Erro padrédo da média). O asteristico (*) representa diferenga significativamente estatistica entre o grupo CCR2-/- (90
min. apds) e o grupo C57BL6 (90 min. apés), com p<0,05 (teste one way anova).Os asteristicos (***) representam
diferenca significativa entre o grupo CCR2-/- (24 horas ap0s) e o grupo C57BL6 (24 horas apos), com p<0,05 (teste
one way anova).
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Figura 7.23. Curva de aprendizado dos animais CCR2-/- e C57BL6 idosos na esquiva inibitéria. Os animais
CCR2-/- e C57BL6 com um ano de meio de idade foram submetidos a esquiva de mdltiplos treinos. Na esquiva nos
colocamos 0s animais na caixa da esquiva, por 180 segundos e contamos 0 tempo que 0s animais permaneceram na
plataforma segura (tempo de laténcia). Realizamos o treinamento dos animais até que eles permanecessem por 180
segundos na plataforma. Uma hora e meia contadas a partir do ultimo treino de cada animal avaliamos a memdria de
curto prazo, colocando o animal novamente na caixa da esquiva e 24 horas apds o Ultimo treino para avaliar a
memoéria de longo prazo. Sete dias apds o treino, realizamos novamente a esquiva passiva, para verificar o
decaimento da memdria. (A e B) Os animais CCR2-/- precisam de mais treinos para aprender, cerca de 8 treinos, em
comparagdo com os C57BL6, que necessitam de cerca de 4 treinos para aprender. Apés os mudltiplos treinos na
esquiva, os animais CCR2-/- conseguem formar a memdria de longo prazo (A e C) e de curto prazo (A e D), de forma
similar aos animais C57BL6. (A e E) E as duas linhagens, C57BL6 e CCR2-/-, ndo possuem decaimento da memoria,
7 e 8 dias ap6s a esquiva. Os grupos experimentais consistem de 7 animais, sendo representativo de dois
experimentos. Os resultados representam a média + E.P.M. (Erro padrdo da média). O asteristico (*) representa
diferenca significativamente estatistica entre o grupo CCR2-/- e 0 grupo C57BL6, com p<0,05 (teste T).
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Figura 7.24. Expressao de proteina amiloide B no cértex cerebral de animais CCR2-/- (C) e C57BL6 (A) idosos.
Os animais C57BL6 (A) e CCR2-/- (C) com um ano e meio de idade, foram perfundidos com salina. O cérebro dos
animais CCR2-/- e C57BL6 foi dissecado e preparado para a realizacéo de criocorte. Os cérebros foram fatiados em
criostato, com a espessura de 20 micrometros. Realizamos a imunohistoquimica da proteina beta-amil6ide no cérebro
dos animais. As laminas contendo os cérebros foram analisadas em microscépio de fluorescéncia. (A)
Imunohistoquimica representativa de beta-amiléde no cortex de animais C57BL6. (B) Marcagéo de nucleo com DAPI
no cortex de animais C57BL6. (C) Imunohistoquimica representativa da expressdo de beta-amiléde no cortex de

animais CCR2-/- naive. (D) Marcagdo de nicleo com DAPI no cortex de animais CCR2-/-. As imagens s&o
representativas de um animal por grupo experimental.
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Figura 7.25. Expressao de proteina amiloide 8 no hipocampo de animais CCR2-/- (C) e C57BL6 (A) idosos. Os
animais C57BL6 (A) e CCR2-/- (C) com um ano e meio de idade, foram perfundidos com salina. O cérebro dos
animais CCR2-/- e C57BL6 foi dissecado e preparado para a realizacéo de criocorte. Os cérebros foram fatiados em
criostato, com a espessura de 20 micrometros. Realizamos a imunohistoquimica da proteina beta-amildide no cérebro
dos animais. As laminas contendo os cérebros foram analisadas em microscopio de fluorescéncia. (A)
Imunohistoquimica representativa de beta-amiléde no hipocampo de animais C57BL6. (B) Marcacao de nucleo com
DAPI no hipocampo de animais C57BL6. (C) Imunohistoquimica representativa da expressdo de beta-amilode no
hipocampo de animais CCR2-/-. (D) Marcagdo de nucleo com DAPI no hipocampo de animais CCR2-/- naive. As
imagens séo representativas de um animal por grupo experimental.
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Como a proteina amiloide B se acumula ao redor dos vasos (El Khoury e
cols., 2007) e existem varios dados na literatura que comprovam que a proteina
amiloide B acumulada ao redor dos vasos leva a angiopatia (Miao e cols., 2005), nés
resolvemos analisar a perfusdo cerebral, o rolamento e adesdo de leucécitos nos
vasos (Figura 7.26). Como podemos observar na figura 7.16, os animais C57BL6 e
CCR2-/- apresentam perfusdo cerebral, densidade capilar cerebral, rolamento e
adesd@o de leucdcitos nos vasos cerebrais semelhantes. No entanto, os animais
idosos apresentam reducgdo significativa da perfusdo cerebral e da densidade
capilar, e um aumento do rolamento de leucocitos nos vasos do cérebro. Esse
aumento do rolamento de leucdcitos pode ser justificado pela reducdo da perfuséao
tecidual, com reducdo da velocidade do fluxo sanguineo cerebral e consequente
maior rolamento de células no endotélio vascular. Em pacientes com Alzheimer que
apresentam quadro de déficit cognitivo, ocorre a vasculite amiloideana,
acompanhada de hemorragia cerebral e os pacientes apresentam também areas
isquémicas no cérebro. Futuramente iremos analisar a barreira hematoencefalica
dos animais CCR2-/- e a analisar se ocorre a presenca de areas hemorragicas no

cérebro dos animais.
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Figura 7.26. Perfusdo cerebral do animais CCR2-/- e C57BL6. Os animais C57BL6 e CCR2-/- com 10
semanas e um ano e meio de idade tiveram sua perfuséo cerebral avaliada, o rolamento e adesé&o de leucécitos
nos vasos cerebrais quantificada e a densidade capilar verificada. N= 3 animais no grupo C57BL6 jovem,
CCR2-/- jovem e CCR2-/- idoso e 2 animais no grupo C57BL6 idoso. Os grupos experimentais CCR2-/- (jovem e
idoso) e C57BL6 (jovem) consistem de 3 animais. O grupo experimental C57BL6 idoso consiste de 2 animais. Os
resultados representam a média + E.P.M. (Erro padrdo da média). O asteristico (*) representa diferenca
significativamente estatistica entre o grupo CCR2-/- e o grupo C57BL6, com p<0,05 (teste T).

69



Ministério da Saude
FIOCRUZ
Fundag¢ao Oswaldo Cruz

Instituto Oswaldo Cruz
Pds-Graduacdo em Biologia Celular e Molecular

8. Concluséao

Nossos resultados sugerem que o CCR2 é importante para 0 processo de
cognicao, estando envolvido com o aprendizado e com a formacdo das memorias de
curto prazo e de longo prazo, das memorias contextuais e aversivas. O CCR2 é
importante para o processo de eliminagao da proteina amiloide 3. Como a proteina
amiloide 3 se acumula na regido perivascular, os animais geneticamente deficientes
para o0 CCR2 apresentam alteracdo da perfusdo sanguinea, aumento do rolamento
de leucécitos na parede dos vasos ao longo do envelhecimento. No entanto, esses
leucocitos ndo migram para o tecido cerebral. Mais investigacdes sdo necessarias
para identificar o papel do CCR2 no Alzheimer, analisar se 0 CCR2 é importante
para a eliminacdo da proteina amiloide B via ativacdo e atragdo de micréglia.
Futuramente também iremos tratar os animais com amantina e verificar como fica a
cognicao dos animais. Além disso, para investigar o papel do CCR2 no processo de
consolidacdo de memodria, iremos tratar animais com o antagonista do CCR2 antes
de realizar o ensaio de comportamento, tanto na esquiva passiva quando na natacao
forcada.

A compreensdo do papel fisiologico do CCR2 no sistema nervoso central é
fundamental, uma vez que existem poucos dados na literatura falando sobre o papel
das quimiocinas no processo de consolidacdo de memdria e aprendizado, bem como
seu papel na liberagdo de neurotransmissores, envolvidos com a consolidacédo de
memoéria. Além disso, futuramente avaliaremos se os animais CCR2-/- poderdo ser
utilizados como modelo de estudo para o Alzheimer, uma vez que 0s animais
apresentam acumulo de proteina beta amiloide no cérebro, acompanhada de déficit

de aprendizado, que sao caracteristicas do Alzheimer.
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ANEXO |

Ministério da Salde

/
FIOCRUZ f

Fundacédo Oswaldo Cruz

Comisséo de Etica

Vice- idéncia de P i L
ice-presidéncia de Pesquisa e no Uso de Animais

Laboratérios de Referéncia

LICENCA LW-36/10

Certificamos que o protocolo (P-95/09-4), intitulado "INTERFERENCIA DE CONDIGOES
PRE-EXISTENTES NA RESPOSTA DO HOSPEDEIRO A INFECCAO: VIAS METABOLICAS E DE SINALIZAGAO ENV
DESBALANGCO DA RESPOSTA INFLAMATORIA NA SEPSE", sob a responsabilidade de HUGO CAIRE DE CASTRQ
NETO, atende ao disposto na Lei 11794/08, que dispde sobre o uso cientifico no uso de animais,
inclusive aos principios da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL). A
referida licenca néo exime a observancia das Leis e demais exigéncias legais na vasta legislacéo
nacional.

Esta licenga tem validade até 04/10/2014 e inclui o uso total de :

Mus musculus
- 4800 Machos de Swiss Webster, Idade: 3 Semana(s), Peso: 18,0000 Grama(s).

Mus musculus
- 1000 Machos de C57BL/6, Idade: 4 Semana(s), Peso: 18,0000 Grama(s).
- 440 Fémeas de C57BL/6, Idade: 4 Semana(s), Peso: 18,0000 Grama(s).

Mus musculus
- 100 Machos de C3H/He, Idade: 4 Semana(s), Peso: 18,0000 Grama(s).

Mus musculus
- 100 Machos de C3H/HeJ, Idade: 4 Semana(s), Peso: 18,0000 Grama(s).

Mus musculus
- 430 Machos de B6. 129, Idade: 4 Semana(s), Peso: 18,0000.
- 120 Fémeas de B6. 129, Idade: 4 Semana(s), Peso: 18,0000 Grama(s).

Mus musculus
- 80 Machos de B6. 129 P2 - Nos2, Idade: 4 Semana(s), Peso: 18,0000 Grama(s).
- 20 Fémeas de B6. 129 P2 - Nos2, Idade: 4 Semana(s), Peso: 18,0000 Grama(s).

( Continua)

Comissao de Etica no Uso de Animais
Vice-presidéncia de Pesquisa e Laboratérios de Referéncia - Fundagao Oswaldo Cruz
Av. Brasil, 4036 - Prédio da Expansao - sala 200 - Manguinhos - Rio de Janeiro / RJ
Telefone: (21) 3882.9121 e-mail: ceua@fiocruz.br
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Laboratérios de Referéncia no Uso de Animais
LICENCA LW-36/10

{ Continuagao da Licenga N® LW-36/10, Protocolo N° P-95/09-4 )

Mus musculus
- 60 Machos de B6. 129 S1 - Il 12b, Idade: 4 Semana(s), Peso: 18,0000 Grama(s).
- 20 Fémeas de B6. 129 S1 - 1l 12b, Idade: 4 Semana(s), Peso: 18,0000 Grama(s).

Mus musculus
- 130 Machos de B6.129P2-Ccr2, Idade: 4 Semana(s), Peso: 18,0000 Grama(s).
- 20 Fémeas de B6.129P2-Ccr2, ldade: 4 Semana(s), Peso: 18,0000 Grama(s).

Mus musculus
- 60 Machos de B8. 12957 - Ifng, Idade: 4 Semana(s), Peso: 18,0000 Grama(s).
- 20 Fémeas de B6. 12957 - Ifng, Idade: 4 Semana(s), Peso: 18,0000 Grama(s).

Mus musculus
- 40 Machos de BS6. 129 - Tnfrs1a, Idade: 4 Semana(s), Peso: 18,0000 Grama(s).
- 20 Fémeas de B6. 129 - Tnfrsia, Idade: 4 Semana(s), Peso: 18,0000 Grama(s).

Mus musculus
- 12 Machos de Swiss Webster, Idade: 14 Mes(es).

Mus musculus
- 60 Machos de C.12854(B6)-MIf.
- 40 Fémeas de C.12954(B6)-MIf.

Rio de Janeiro, 4 de outubro de 2010

Octavio Augusto Franca Presgrave
Coordenador da CEUA

Comissfio de Etica no Uso de Animais
Vice-presidéncia de Pesquisa e Laboratdrios de Referéncia - Fundagio Oswaldo Cruz
Av. Brasil, 4036 - Prédio da Expansdo - sala 200 - Manguinhos - Rio de Janeiro / RJ
Telefone: (21) 3882.9121 e-mail: ceua@fiocruz.br
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i 4Cecal

-. CCLMTRO DE CRIACAD DE
ANIMATS DE LARDRATORIO

Relatdric do Monitoramento Genético Animal da linhagem B5.129P2-Cor2
Rio de janeire, 11 de abril de 2014,

Solicitante: Sennico de Criagac de Roedores e Lagomorfos (SCRL)

Responsavel pela solicitagao: Thais Veronez

Origem dos animais: Sala Al do SCRL

Data de entrada das amosiras: 24 de margo de 2014

Peniodo da extragao: 24 e 25 de margo de 2014

Peniodo dos ensaios: 28003 a 03/0472014

Linhagem: BA_1Z8P2-Cerl

MNomes Comuns: Cerd ™ Crnkbe2.

Classificagao: Krockout

Gene pesquisado: Receptor de quimiocing 2 {Cor2)

Resultado esperado:

Mutante (-] 280 pares de bases

Heterozigoto {+-) 424 pares de bases e 280 pares de basss

Tipo Eeh'agem -WT {++] 424 pares de basss

IO IDE™ Mascimento | Sexo Resultados

2rand -1 Caixa /410 18673 © 280 pares de bases (-
37314 -2 Caixa 74/10 196113 4 200 pares de bases (1-
2734 -3 Caixza 7510 254M3 © 280 pares de bases [
2ran4 4 Caixa TA/10 254M3 4 280 pares de bases [
27an4 -5 Caixa TG0 254M3 ¢ 280 pares de bases [
T I Caixa 1610 L7 T e 00 pares de bases [4-
e TH Caixa 11710 L2 T e 200 pares de bases [
27314 B Caixa 77/10 25413 3 280 pares de bases (-
274 g Caixa A0 30eM3 < 280 pares de bases [
27314 -10 Caixa A0 30813 & 280 pares de bases [
27314 -1 Caixa B/10 30eM3 ¢ 280 pares de bases [
27314 12 Caixa B/10 30eM3 4 280 pares de bases [
e F S e Cana G111 3073 © 00 pares de bases [4-
TTaN4-14 Caia C/11 3813 3 780 pares de bases (-

NS ar il i B0 (TrBaITed (LS0 EnCILsive oo SCOA] | S IDES0e Do B0 ey i (e idd [l SelcTanie)

LUiberada por- Vanessy Borges
Verificado por lgor Regis & Ulan Gongakles
Servigo de Controle da Gualidade Animal (SCGA)
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(Continuagao)

Solicitante: Senvico de Criagao de Rioedores e Lagomorfos [SCRL)

Responsavel pela solicitagao: Thais Veronez

COrigem dos animais: Sala A2 do SCRL

Data de entrada das amostras: 24 de marco de 2014

Feriodo da exfragio: 24 e 25 de margo de 2014

Penodo dos ensaios: 20003 a 020472014

Linhagem: BE_128P2-Ceorl

Nomes Comuns: Cord 7 Crrikbr2.

Classificagao: Knockout

Gene pesquisado: Receptor de quimiocina 2 (Cor)

Hotas importantes:

05 gentlipos dos animals foram Mentificados e regisirados pela téenica de reagdo em cacela da polmerase
(PCR). Reallzamos 3 prova & contraprova de todas 35 andlises, 0 SC0ro com amosas padrao de gendtipos
conhecidos (conrode Intemo do S00A).

Estes resultados 530 Daseados na cometa dentificacdo das amositas blolégicas coktadas pelo sollciants &
enviadas a0 SO0A.

Conclusdo:
AmosiTas que apresentaram coma produta da regifio analisada aklos com o5 pares de bases de acordo com
o padrio sugerem a permanéncla da autenticidade gendtica da Inhagem B6.120P2-Cor2

Ubersdo por: Wamessa Eorges
Werificado por Igor Regls. = Ulan Soncalies
Servigo de Controle da Gualidade Animal {SCGA)
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BACTERIAL CLEARANCE IN SEPTIC MICE IS MODULATED BY
MCP-1/CCL2 AND NITRIC OXIDE

Rachel N. Gomes" T, Mariana G. A. Teixeira-Cunha’, Rodrigo T. Figueiredo*, Patricia E.
Almeida’, Silvio C. Alves’, Patricia T. Bozza', Fernando A. Bozza!, Marcelo T. Bozza$, Guy
A. Zimmerman//, and Hugo C. Castro-Faria-Neto"

‘Laboratério de Imunofarmacologia, Instituto Oswaldo Cruz

fLaboratério Integrado de Medicina Intensiva, Instituto de Pesquisa Evandro Chagas, FIOCRUZ
#Polo de Xerém, Instituto de Ciéncias Biomédicas

SLaboratério de Inflamagio e Imunidade, Instituto de Microbiologia, UFRJ, Rio de Janeiro, Brazil
IDepartment of Internal Medicine, University of Utah, Salt Lake City, Utah

Abstract

Bacterial clearance is one of the most important beneficial consequences of the innate immune
response. Chemokines are important mediators controlling leukocyte trafficking and activation,
whereas reactive oxygen and nitrogen species are effectors in bacterial killing. In the present work,
we used 7n vivo and in vitro models of infections to study the role of monocyte chemoattractant
protein 1 (MCP-1)/CCL2 and nitric oxide (NO) in the bacterial clearance in sepsis. Our results
show that MCP-1/CCL2 and NO levels are increased in the peritoneal cavity of mice 6 h after
sepsis induced by cecal ligation and puncture. Pretreatment with anti-MCP-1/CCL2 monoclonal
antibodies increased the number of colony-forming units (CFUs) recovered in the peritoneal
lavage fluid. Moreover, CFU counts were increased in the peritoneal fluid of CCR2™~ mice
subjected to cecal ligation and puncture. /n vitro stimulation of peritoneal macrophages with
recombinant MCP-1/CCL2 reduced CFU counts in the supernatant after challenge with
Escherichia coli. Conversely, treatment with anti-MCP-1/CCL2 increased CFU counts under the
same experimental condition. Stimulation of cultured macrophages with MCP-1/CCL2 and
interferon had a synergistic effect on NO production. Macrophages from CCL2~"~ mice showed a
consistent decrease in NO production when compared with wild-type controls after stimulation
with LPS + interferon. Finally, we showed incubation of macrophages with E. coli, and the ERK
inhibitor U0126 increased CFU numbers and decreased intracellular levels of NO. In conclusion,
we demonstrated for the first time that MCP-1/CCL2 has a crucial role in the clearance of bacteria
by mechanisms involving increased expression of inducible NO synthase and production of NO by
ERK signaling pathways.
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INTRODUCTION

Sepsis is a major cause of death worldwide. Approximately 750,000 cases of sepsis occur
annually in the United States, with a mortality rate of 28.6% (1, 2). Current evidence
indicates that dysregulation of the host inflammatory response to the infectious agent is
central to the mortality of patients with sepsis. Although regulated inflammation is important
to control bacterial infection, an excessive systemic inflammatory response can lead to
shock and early mortality (3). Factors related to the infectious agent that trigger the immune/
inflammatory responses are amplified by molecules of the host origin including cytokines,
chemokines, lipid mediators, and reactive oxygen species. These inflammatory mediators
influence the recruitment and activation of leukocytes affecting pathogen clearance at a
potential cost of promoting tissue damage (4).

Chemokines are critically involved in leukocyte migration but also affect the biology of
leukocytes in several ways (5). Monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1)/CCL2 is the
prototype of the CC chemokine subfamily and exhibits the most potent chemotactic activity
for monocytes. Collectively, both experimental and clinical studies have clearly established
akey role of MCP-1/CCL2 in the pathogenesis of macrophage-driven inflammatory
diseases, such as atherosclerosis (6). In sepsis, studies suggested a protective role of MCP-1/
CCL2, where it promotes the balance between anti-inflammatory and proinflammatory
responses (o infection. Treatment with recombinant MCP-1/CCL2 increased bacterial
clearance and protected mice systemically infected with Pseudomonas aeruginosa or
Salmonella typhimurium (7). Also, the pretreatment of mice with anti-MCP-1/CCL2
increased lethality and was associated with impaired bacterial clearance and reduced
leukocyte recruitment in a model of peritoneal sepsis (8). In another study, administration of
MCP-1/CCL2 24 h after the induction of sepsis promoted tissue repair by inducing
phagocytosis of apoptotic neutrophils by macrophages (9).

We demonstrated that animals genetically deficient in the receptor for MCP-1/CCL2, CCR2,
are more susceptible to polymicrobial sepsis induced by cecal ligation and puncture (CLP)
(10). In another study, we observed similar results when we used the knockout mice for the
MCP-1/CCL2 chemokine. These animals were more susceptible to systemic inflammatory
response syndrome induced by LPS and to CLP model, and this susceptibility was
associated with a poor balance between proinflammatory and anti-inflammatory factors. We
identified MCP-1/CCL2 as a positive regulator of IL-10 and a negative regulator of the
proinflammatory cytokine macrophage migration inhibitory factor, thus suggesting the
mechanism for the increased lethality rate in the absence of MCP-1/CCL2 and the important
immunomodulatory role for MCP-1/CCL2 in sepsis (11). Nevertheless, previous studies
failed to address the impact of MCP-1/CCL2 signaling on the control of the infection and
the involved mechanism.

In addition to MCP-1/CCL2, other mediators favor the elimination of bacteria by
macrophages. It is well described in the literature that nitric oxide (NO) has an important
role in host defense against infection and especially in bacterial elimination. The role of NO
in sepsis has been controversial, since pharmacological manipulation of NO synthesis in
septic patients was shown to be both deleterious and beneficial (12, 13). Increased NO
synthesis following NO synthase (NOS) II induction plays a major part in the host defense
against viral and bacterial pathogens and in the containment of tumor growth, yet elevated
levels of NO can also exert deleterious effects in many acute inflammatory responses and
chronic diseases (14). Endogenous NO production was associated to an increase in survival
rate and to decreased numbers of bacteria in the lung and blood of animals inoculated with
Klebsiella pneumoniae, indicating an important role of NO in the bacterial elimination by
macrophages under septic conditions (15).
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A connection between MCP-1/CCL2 and NO pathways has been established in models of
tumoricidal activity (16), but this has not yet been studied in infectious conditions, nor a
potential intracellular pathway been proposed in these circumstances.

In the present study, we investigate the role of MCP-1/CCL2 and NO in the clearance of
bacteria after induction of polymicrobial sepsis, exploring the interrelationship between
these mediators and the signaling pathways involved.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Materials

Swiss and C57BL6 mice from the Oswaldo Cruz Foundation breeding unit weighing 20 to
25g were used for the studies. The animals were kept at a constant temperature (25°C) with
free access to food and water in a room with a 12-h light-dark cycle. In this set of
experiments, a C57BL/6 background was used with mice deficient in MCP-1/CCL2
chemokine (MCP-1/CCL2"), mice deficient in the MCP-1/CCL2 receptor CCR2
(CCR277), or mice deficient in inducible NO synthase (iNOS™). The experiments in this
study were approved by the Oswaldo Cruz Institute’s Animal Welfare Committee.

Murine recombinant MCP-1/CCL2 and murine recombinant interferon y (IFN-y) were from
Peprotech (Rocky Hill, NJ). Lipopolysaccharide (LPS) from Escherichia coli0111:B4,
Griess reagent, and --NAME (.-NG-nitroarginine methyl ester) were from Sigma-Aldrich
(St. Louis, Mo). Thiopental (Thionembutal) was from Abbott Labs do Brasil, LTDA (Sao
Paulo, Brazil), and ketamine was from Cristilia (Sdo Paulo, Brazil).

Cecal ligation and puncture

Mice were anesthetized with a mixture of thiopental (40 mg/kg) and ketamine (80 mg/kg)
diluted in sterile saline and administered intraperitoneally (0.2 mL). Laparotomy was
performed, and the cecum was exposed and ligated below the ileocecal junction with care to
avoid bowel obstruction. The cecum was punctured once with an 18-gauge needle and was
then gently squeezed to empty its contents through the puncture. The cecum was returned to
the peritoneal cavity, and the abdominal muscle and skin incisions were closed in layers
using a 3-0 nylon suture line. Immediately after the surgery, 0.5 mL of sterile saline was
administered subcutaneously to the animals for volume resuscitation. Sham-operated mice
were subjected to identical procedures except that ligation and puncture of the cecum were
omitted.

Septic animals were rated as healthy (score of 0 points) or to have mild sepsis (score of 2
points), moderate sepsis (score of 3—4 points), or severe sepsis (score of 5-6 points) by a
blinded observer using a severity score composed of the following parameters and
respective awarded points: appearance (0 = normal, 1 = piloerection), activity (0 = active, 1
= lethargic), awareness (0 = alert, 1 = lethargic, 2 = moribund), breathing (0 = normal, 1 =
amended), and appearance of eyes (0 = normal, 1 = with secretion).

Animals subjected to CLP developed early signs of sepsis, including lethargy, piloerection,
and diarrhea. Survival of mice subjected to CLP or sham injury was determined daily for 7
days. The model performed as described above yielded a 7-day mortality rate of around 10%
to 20% and a severity score of three points at 6 h (moderate sepsis) for C57BL6 wild-type
(WT) animals and Swiss mice. CCR2™/~ mice had a 7-day mortality rate of around 70% and
a severity score of four to five points at 6 h (severe sepsis).
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Bacteria inoculation

Treatments

For these experiments, we used the E. colf ATCC25922 strain grown in LB medium from a
single colony (10 g peptone, 5 g of yeast extract, and 10g NaCl, pH 7, sterilized by
autoclaving at 120°C for 30 min). Mice were inoculated intraperitoneally with E. co/i (5 x
10° bacteria/cavity). After 6 h, the peritoneal cavity was washed, and lavage fluid was
collected to measure colony-forming units (CFUs) and NO levels.

Treatment with -NAME (10 mg/kg) or anti-MCP-1/CCL2 (250 pg/kg) was done 2 h after
the CLP surgery by intraperitoneal injection. The ERK pathway inhibitor, U0126 (13 uM),
was added to macrophage cultures 15 min before MCP-1/CCL2 and E. coli stimulation.

Cytokine measurements

The magnitude of the inflammatory response was evaluated by measuring the levels of
MCP-1/CCL2 in the peritoneal fluid, using enzyme-linked immunosorbent assay technique
with specific monoclonal antibodies, according to the manufacturer’s instructions (Duo Set
Kit from R&D Systems, Minneapolis, Minn). Mice were killed in a CO, chamber at
designated time points, and the peritoneal cavity was opened and rinsed with Hanks
balanced saline solution without calcium (Caz*) or magnesium (Mgz*). The particulate
matter was removed by centrifugation at 800g for 10 min, and the supernatant fractions were
used for immunoassays.

Determination of CFUs

Twelve microliters of peritoneal lavage fluid from each mouse was placed on ice and was
serially diluted with sterile saline. Twelve microliters of each dilution was placed on agar
plates and incubated overnight at 37°C, after which the number of colonies was counted
with the aid of a colony counter.

In vitro stimulation of peritoneal macrophages

Mice received an intraperitoneal dose of 3 mL of thioglycollate (3% Sigma). Three days
later, they were killed, and the peritoneal macrophages were obtained by washing the
peritoneal cavity with 3 mL of saline. One million cells in RPMI media were distributed in
24-well culture plates and were placed into a 37°C CO; incubator for 2 h. All nonadherent
cells were subsequently removed, and the adherent cells were treated with MCP-1/CCL2
(100 ng/mL), anti-MCP-1/CCL2 (10 ng/mL), LPS from E. co/i 0111: B4 (300 pg/mL), or
IFN-vy (20 ng/mL) and after 1 h stimulated with live £ coli (10° bacteria/mL). The
supernatants were removed 30 min after the stimulation and used for CFU counting and
measurement of NO production. The cell viability was determined by trypan blue dye
exclusion at the end of each experiment and was never lower than 90% for all experiments.
To study the effect of ERK inhibitor, cells were pretreated with U0126 (13 pM) at 37°C for
15 min before treatment with MCP-1/CCL2 (100 ng/mL).

NO measurements

Mice were killed in a CO, chamber at designated time points, and the peritoneal cavity was
opened and rinsed with phosphate-buffered saline (PBS). The peritoneal fluid, or
supernatant from peritoneal macrophages culture as described above, was collected and
centrifuged for nitrite level determinations using Griess reagent, which detects NO; ~, a
primary stable and nonvolatile breakdown product of NO. The Griess Reagent System is
based on a chemical reaction that uses sulfanilamide and N-1-naphthylethylenediamine
dihydrochloride under acidic (phosphoric acid) conditions.
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investigate the role of MCP-1/CCL2 in bacterial clearance, the animals were treated with
anti-MCP-1/CCL2, 1 h before CLP, and the peritoneal fluid was collected 6 h later and
plated in agar plates for CFU determination. As shown in Figure 1B, CFU numbers were
significantly increased in anti-MCP-1/CCL2—treated animals when compared with the
control group. This result is additional evidence for the involvement of MCP-1/CCL2 in
controlling bacterial clearance using the well-established and clinically relevant
polymicrobial model of sepsis induced by CLP. Similar results were obtained when we used
CCR27~ mice in another model of bacterial sepsis. Challenge of CCR2™/~ animals with E.
coli (5 x 10*/animal, i.p.; Fig. 2A) showed an increase in CFU numbers recovered from the
peritoneal fluid as compared with WT animals, indicating that negative modulation of
MCP-1/CCL2 signaling has a detrimental effect on bacterial clearance in different models of
sepsis.

We also investigated the role of MCP-1/CCL2 in bacterial clearance using an 7n vitro model
of gram-negative (E. coli) infection. Peritoneal macrophages were collected, plated, and
treated with recombinant MCP-1/CCL2 or anti-MCP-1/CCL2 before the incubation with E.
coli. Colony-forming units were then determined in the supernatant 30 min later. Similar to
our results in the 7n vivo CLP model, we found that treatment of macrophages with anti—
MCP-1/CCL2 caused a significant increase in CFU numbers after incubation with E. coli
(Fig. 2B). On the other hand, decreased CFU numbers were detected after treatment of
macrophages with recombinant MCP-1/CCL2 before incubation with E. coli (Fig. 2C).

NO is required for elimination of bacteria in the CLP model

A variety of studies demonstrate that NO is an innate bactericidal effector molecule (18, 19).
Enhanced NO production by macrophages and neutrophils is a critical defense mechanism
in many fungal and bacterial infections (20). Initially, we measured the levels of NO in the
peritoneal cavity after the CLP procedure. We observed an increase in NO levels 6 h after
CLP when compared with the sham-operated control group (Fig. 3). Next, we used .--NAME
(20 mg/kg) treatment to block NO synthesis and observed an increase in CFU counts in mice
subjected to CLP (Fig. 4A). In addition, mice genetically deficient in the inducible isoform
of NO synthase (iNOS™~) were submitted to CLP, and 6 h after the procedure, the
peritoneal fluid was collected and plated for CFU counts. As shown in Figure 4B, and in
agreement with the pharmacological blockage of NO synthesis, CFU counts were markedly
increased in animals genetically deficient of NOS. Together with these results, an important
role for NO is suggested in the bacterial elimination in septic mice.

MCP-1/CCL2 is a trigger for NO production and bacterial clearance

In view of the above results, we examined the possibility that there is a link between the
production of MCP-1/CCL2 and NO in our models of infection. First, we observed that NO
production after CLP was decreased by anti-MCP-1/CCL2 treatment (250 pg/kg) (Fig. 3).
Similarly, NO levels were significantly decreased in CCR2™/~ animals submitted to CLP as
compared with the WT septic group (data not shown). We also treated peritoneal
macrophages 7 vitro with recombinant MCP-1/CCL2 and IFN-y and measured NO levels
after 24 h. Figure 5A shows that cotreatment with MCP-1/CCL2 and IFN-y increased the
production of NO. Next, we treated peritoneal macrophages from MCP-1/CCL2~~ and WT
mice with LPS, IFN-y, or LPS + IFN-y. As shown in Figure 5B, we observed a consistent
decrease in NO production for all treatment groups in macrophages from MCP-1/CCL2™~
mice when compared with the macrophages from the WT control group.

To investigate if NO production was related to the MCP-1/CCL2 signaling, we looked at
iNOS expression by immunofluorescence in peritoneal macrophages after stimulation with
E. coli and MCP-1/CCL2. As indicated in Figure 6A, stimulation of peritoneal macrophages
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from WT mice with MCP-1/CCL2, E. coli, or both increased the phosphorylation of pERK
and increased the expression of iNOS when both stimuli were done together. The increase in
pERK under the same conditions was confirmed by Western blotting (Fig. 6B). In addition,
Figure 6 shows a decrease in pERK after treatment with ERK inhibitor U0126 (13 uM).
Furthermore, incubation of macrophages with U0126 before stimulation with MCP-1/CCL2
and E. coli increased CFU numbers in the culture supernatant (Fig. 7A) and decreased
intracellular levels of NO detected by the use of DAF probing (Fig. 7B). These results
suggest that the mechanisms involved in NO production by murine peritoneal macrophages
after MCP-1/CCL2 treatment are associated with the ERK1/2 signaling pathway and that
NO is essential for the control of the bacterial load in this model of sepsis.

DISCUSSION

Early studies suggested that the mortality and organ injury associated with severe sepsis are
primarily due to an exaggerated inflammatory response. Nevertheless, despite the
association of inflammation with mortality, anti-inflammatory therapies have, for the most
part, failed to significantly improve clinical outcomes (21). This may suggest that the
balance between beneficial and detrimental effects of innate immune responses, that is,
inflammation, is far more intricate than anticipated.

The control of bacterial burden is a key event in the management of septic patients.
Antibacterial therapy is therefore required early after diagnosis, and its delay has a clear
impact on mortality (22, 23). It has been long recognized that the most striking beneficial
effect of the inflammatory response to an invading organism is the control of the spreading
of the infection and the tissue colonization by the pathogenic organism. In this respect,
phagocytosis by competent cells and the production of oxygen and nitrogen reactive species
occupy a central role in the innate immune response dealing with control and/or elimination
of the invading microorganism. Chemokines are known to control leukocyte influx to tissues
under inflammatory conditions (24). Monocyte chemoattractant protein 1/CCL2 is a key
chemokine that can recruit monocytes, macrophages, and lymphocytes by a mechanism
dependent on its binding to the CCR2 receptor, but other activities such as an indirect
control of neutrophil migration under infectious conditions have also been described (25).
Our findings in this work, together with that in a previous publication (11), indicate that
endogenous MCP-1/CCL2 protects mice from sepsis by regulating proinflammatory and
anti-inflammatory cytokine production. We observed that, after CLP, the levels of MCP-1/
CCL2 were increased and that blocking of this chemokine using anti-MCP-1/CCL2
antibodies caused an increase in CFU counts. This result suggested that the protective role of
MCP-1/CCL2 may be related to its ability to limit bacterial load. Similarly, the increased
bactericidal response to listeriosis after sepsis is related to CCR2-dependent recruitment of
myeloid cells to the spleen and liver (26), adding support to the idea that MCP-1/CCL2 has
important actions in the control of bacterial elimination in different preclinical models of
infection. More importantly, we could mimic the effects of MCP-1/CCL2 in the control of
bacterial clearance using an in vitro system of cultured macrophages challenged with E. colf
as an infectious agent. In this system, stimulation of macrophages with recombinant MCP-1/
CCL2 increased bacterial clearance, whereas incubation with anti-MCP-1/CCL2
monoclonal antibodies increased the numbers of CFUs in the culture supernatant. This
important observation confirmed our current and previous observations in animal models
and opened the possibility for mechanistic studies dissecting the molecular pathways
involved in this effect.

The production of NO is critical for killing bacteria in different infectious conditions (27).
Nitric oxide is produced by three different forms of NOS, namely, neuronal NOS (or
NOS1), endothelial NOS (or NOS3), and iNOS (or NOS2). Because of the huge difference
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in the amount of NO produced, it has been generally assumed that neuronal NOS and
endothelial NOS are critical for a normal physiology, whereas iNOS is associated more with
injury (28). Inducible NOS-derived NO influences the physiological functions of most
leukocytes and is implicated in phagocytic, antimicrobial, and tumoricidal activities (29, 30).
However, the excessive production of NO by immune cells and nonimmune cells such as
endothelial, epithelial, and smooth muscle cells can also lead to tissue damage, as
demonstrated by the protective effects of NOS inhibitors in many inflammatory and
autoimmune disease models (14). We confirmed previous studies showing that NO
production is significantly increased after CLP or other septic conditions (31). Our results
point to NO as an effector molecule in bacterial clearance in our polymicrobial model of
sepsis. The role of NO in sepsis has been hotly contested, because pharmacological
manipulation of NO synthesis in septic patients has been shown to be both deleterious and
beneficial (12, 13, 32). The deleterious effects of NOS inhibition are related in part to the
inability of NOS substrate inhibitors to discriminate between the constitutive and inducible
isoforms of NOS, whereas the beneficial effects of these compounds have been attributed to
the ability of NOS inhibitors to restore normal cardiovascular function in septic patients
(32). Nitric oxide production in the early phases of sepsis is likely to contribute, together
with respiratory burst, to efficient microbial clearance by phagocytic cells, especially
because respiratory burst and NO-derived mediators have well-known antimicrobial
activities (33). This effect is likely to explain why a nonspecific inhibitor of iNOS was
found to be detrimental in a clinical trial (34) and as illustrated by our experiments, where
the bacterial burden was increased either after treatment of animals with .-NAME, an
inhibitor of iNOS (12), or the induction of sepsis in iNOS™~ mice.

A connection between MCP-1/CCL2 signaling and NO production has been established by
previous observations. Murine peritoneal macrophages, upon activation with MCP-1/CCL2,
show a dose- and time-dependent production of NO together with increased tumoricidal
activity. -NMMA (N-monomethyl-i-arginine), a specific inhibitor of NO production,
inhibits the MCP-1/CCL2-induced NO secretion and macrophage-mediated tumoricidal
activity (16). Consistent with this finding in anti-tumor assays, we observed by
immunostaining that stimulation of macrophages with MCP-1/CCL2 and E. coli is able to
induce an increase in iNOS expression. In contrast, stimulation of CCR2™~ macrophages
with LPS and IFN-v failed to increase iNOS expression. Taken together, these findings
demonstrate that MCP-1/CCL2 signaling is central to NO production by macrophages
challenged by infectious stimuli to increase the expression of the inducible isoform of NOS.

The production of NO after stimulation of peritoneal macrophages with MCP-1/CCL2 was
shown to occur via signal transduction cascades involving the participation of protein
kinases, phosphatases, and the secondary messenger calcium (16). Our results extend this
conclusion because we localized by immunofluorescence phosphorylated ERK and iNOS in
macrophages stimulated with MCP-1/CCL2 in the presence of E. coli. Furthermore, we
established functional relevance for ERK phosphorylation in this system; the ERK inhibitor
U0126 decreased the intracellular production of NO while increasing the CFU counts in the
supernatants of MCP-1/CCL2-stimulated cultured macrophages challenged with E. coli.
These results indicate that the mechanism involved in MCP-1/CCL2 bacterial clearance is
closely associated with the increased local release of NO, which is an important mediator for
the death of microorganisms, and the signaling pathway involved in this mechanism is
dependent on MAP kinases and, more specifically, an ERK signaling pathway. Although the
protective effect of MCP-1/CCL2 has been established before (11, 25), this is an important
new contribution to the understanding of the mechanism by which MCP-1/CCL2 exerts a
protective role in septic syndromes.
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The clinical importance of MCP-1/CCL2 in sepsis is still a matter of interest and debate. In
previous studies, we demonstrated that MCP-1/CCL2 plays an important role in the survival
of septic animals, by a mechanism based on the balance of inflammatory mediators. Several
reports in the literature have shown that this balance is essential for the homeostasis to be
restored after noxious stimulation, such as bacterial infection in septic syndromes. Clinical
data obtained in septic patients by our group demonstrated a role for MCP-1/CCL2 as a
biomarker to predict early mortality (<48 h). Monocyte chemoattractant protein 1/CCL2
levels showed the best accuracy for predicting 28-day mortality and were also associated
with prognosis (35). With this new study, we are further reinforcing the importance of
MCP-1/CCL2 in the pathophysiology of sepsis pointing to its central role in the elimination
of microorganisms.

In summary, we demonstrated a crucial role of MCP-1/CCL2 in the clearance of bacteria by
a mechanism that involves increased expression of iNOS and production of NO by ERK
signaling pathways. The data further support the postulate that maintenance of a balance
between proinflammatory and anti-inflammatory factors during sepsis is necessary for
limiting tissue damage and maximizing beneficial infection control effects of inflammation
in models of sepsis. This has also provided a novel mechanism through which MCP-1/CCL2
and NO participate in bacterial clearance in septic responses.
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Fig. 1. Monocyte chemoattractant protein 1/CCL2 levels are increased and are important for the
control of bacterial burden in vivo

A, Swiss mice were submitted to the CLP procedure, and 6 h later, the peritoneal lavage
fluid was obtained and used for MCP-1/CCL2 determination by enzyme-linked
immunosorbent assay. A group of sham-operated animals was used as the control. Each bar
is the mean + SEM from six animals. B, Swiss mice were treated with anti-MCP-1/CCL2
monoclonal antibody (10 ng/kg) 1 h after undergoing CLP. Six hours later, the peritoneal
fluid was obtained, plated on tryptic soy agar medium (TSA) plates, and incubated overnight
at 37°C for CFU counting. *Statistically significant differences when compared with sham-
operated group.
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Fig. 2. Monocyte chemoattractant protein 1/CCL2 is important for the control of bacterial
burden in in vivo and in vitro models of gram-negative infection

A, CCR27~ mice were injected intraperitoneally with E. coli (105 bacteria/animal), and 6 h
later, the peritoneal fluid was obtained and plated on plates and incubated overnight at 37°C
for CFU counting. B, Peritoneal macrophages (10%well) from Swiss mice were incubated
with anti-MCP-1/CCL2 monoclonal antibody (10 ng/mL) and 1 h later challenged with E.
coli (103 bacteria/mL). C, Peritoneal macrophages ( 10%well) from Swiss mice were
incubated with recombinant MCP-1/CCL2 (100 ng/mL) and 1 h later challenged with E. coli
(105 bacteria/mL). After 30 min, the culture supernatant was collected in B and C and plated
in TSA plates for CFU counting. Each figure represents one experiment out of three
repetitions with similar results. Each square represents one well, and the horizontal lines
represent the mean. *Statistically significant difference, P< 0.05 (Student ¢ test).
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Fig. 3. Monocyte chemoattractant protein 1/CCL2 is involved in NO production after CLP-
induced sepsis

Nitrite levels in the peritoneal cavity 6 h after sham or CLP surgery in Swiss mice treated
with anti-MCP-1/CCL2 monoclonal antibody (250 pg/kg) or vehicle. The peritoneal fluid
was collected and used to measure nitrite levels by the Griess method. Each bar is the mean
+ SEM from six animals in sham and nine animals in CLP + vehicle and CLP + anti—
MCP-1/CCL2. +Statistically significant differences from CLP + vehicle group; *statistically
significant differences between CLP + vehicle and sham-operated group, with a P< 0.05
(Student ¢ test).
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A, The Swiss mice were submitted to CLP and treated with .-NAME (20 mg/kg i.p.) 2 h
later. After 6 h, the animals were Killed, and the peritoneal fluid was collected, plated on
TSA plates, and incubated at 37°C for CFU counting. B, Inducible NOS-deficient mice
were submitted to CLP, and after 6 h, the peritoneal fluid was collected for CFU counting as
described above. Each square represents one animal in the experimental group with the
mean value represented by a horizontal line. The figures represent one experiment out of
two repetitions with similar results. *Statistically significant difference, with a P<0.05

(Student ¢ test).
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Fig. 5. Monocyte chemoattractant protein 1/CCL2 and IFN-y induce NO production in cultured
peritoneal macrophages

A, Peritoneal macrophages (10° cells/well) were incubated with rMCP-1/CCL2 (100 ng/
mL), IFN-y (10 ng/mL), or both. After 24 h, the culture supernatants were obtained for
determination of nitrite levels by Griess. The figure represents one experiment out of three
repetitions with similar results, and the bars are the mean of duplicate wells. B, Peritoneal
macrophages (10° cells/well) from CCL2~~ mice were incubated with LPS (50 ng/mL),
IFN-y (10 ng/mL), or both. Each bar is the mean + SEM of six wells. This is a
representative experiment out of two repetitions with similar results. *Statistically
significant difference when compared with macrophages incubated with vehicle (P< 0.005).
+Statistically significant difference when compared with stimulated macrophages obtained
from WT animals (P<0.005).
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Fig. 6. Monocyte chemoattractant protein 1/CCL2 primes macrophages for enhanced expression
of iNOS and phosphorylation of ERK

A, Peritoneal macrophages were obtained and plated in 24-well culture plates (10° cells/
well). Cells were then incubated with MCP-1/CCL2 (100 ng/mL) or vehicle and after 30
min challenged with E. coli (10° bacteria/mL) or vehicle. After 1 h, the cells were recovered
and cytospun onto glass slides, fixed with 3.7% formaldehyde and permeabilized with 0.2%
Triton X-100. Immunostaining with specific antibodies was performed as described in
Materials and Methods, and the slides were observed under phase-contrast and fluorescent
microscopy. B, Western blot analysis of pERK in macrophages stimulated with MCP-1/
CCL2 and E. coli. Thioglycollate peritoneal macrophages were obtained and plated in 24-
well culture plates (100 cells/well). Cells were then incubated with U0126 (13 uM) for 15
min followed by incubation with MCP-1/CCL2 (100 ng/mL) or vehicle for 30 min before
they were challenged with E. coli (10° bacteria/mL) or vehicle. After 1 h, the cells were
recovered and lysed in lysis buffer. The lysate was blotted in a sodium dodecyl sulfate—
polyacrylamide gel electrophoresis gel. Each experiment shown is representative of two
repetitions with similar results.
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Bacterial Clearance Is Improved in Septic Mice by
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Abstract

Current evidence indicates that dysregulation of the host inflammatory response to infectious agents is central to the
mortality of patients with sepsis. Strategies to block inflammatory mediators such as PAF have been investigated as
adjuvant therapies for sepsis. PAF-AH, the enzyme responsible for PAF degradation, showed positive results in pre-clinical
studies and phase Il clinical trials, but the results of a phase lIl study were disappointing. In this study, we investigated the
potential protective mechanism of PAF-AH in sepsis using the murine model of cecal ligation and puncture (CLP). Treatment
with rPAF-AH increased peritoneal fluid levels of the anti-inflammatory mediators MCP-1/CCL2 after CLP. The numbers of
bacteria (CFU) in the peritoneal cavity were decreased in the rPAF-AH-treated group, indicating more efficient bacterial
clearance after rPAF-AH treatment. Interestingly, we observed increased levels of nitric oxide (NO) after PAF-AH
administration, and rPAF-AH treatment did not decrease CFU numbers either in iNOS-deficient mice or in CCR2-deficient
mice. We concluded that administration of exogenous rPAF-AH reduced inflammatory injury, altered cytokine levels and
favored bacterial clearance with a clear impact on mortality through modulation of MCP-1/CCL2 and NO levels in a clinically
relevant sepsis model.
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macrophages [11]. Clinical conditions of excessive inflammation
leading to multiple organ failure are associated with suppressed

Introduction

Scpsis is a major cause of death worldwide. Approximately
750,000 casces of sepsis occur annually in the USA, with a mortality
rate of 28.6% [1,2]. The rates of sepsis are increasing in hospitals
worldwide. Using the US National Hospital Discharge Survey
database, Martin ct al. [3] reported an increase in the frequency of
severe sepsis from 83 cases per 100,000 population in 1979 to 240

levels of PAF-AH in the circulation and may explain the
unchecked PAF activity and excessive inflammation in septic
states [12]. In pre-clinical studies developed by our group, we
observed that sepsis induced a significant decrcase in plasma PAF-
AH activity, and this effect correlated with the mortality of the
animals subjected to endotoxemia and a clinically relevant model
of sepsis, the cecal ligation and puncture (CLP) [13]. The effect of
PAF-AH in clinical studies, however, is contradictory. Treatment
with rPAF-AH resulted in positive effects on survival in a Phase 1T

cases per 100,000 population in 2000.
Several studies have demonstrated the involvement of lipid
mediators, such as platelet-activating factor (PAF), in a variety of

human inflammatory syndromes and in animal models of discases

[4,5]. High levels of PAF were found in plasma and tissues of

animals subjected to animal models of sepsis as well as in patients
with sepsis [5-8]. Circulating levels of endogenous PAF are
controlled by PAF-acetylhydrolase (PAF-AH), which is a highly
specific phospholipase that hydrolyzes the sn-2 acyl group of PAF
and structurally related phospholipids, terminating their signals
and thus regulating inflammatory responses [9,10]. The anti-
inflammatory properties of recombinant PAF-AH (rPAF-AH) in
animal models were first shown after its cloning from human

PLOS ONE | www.plosone.org

study with patients with sepsis or multiple traumas [14]. However,
a Phase I trial failed to confirm this benefit [15]. The reasons for
the difference in the Phase II and Phase III results remain to be
determined and likely involve the multiple challenges inherent to
sepsis trials.

In the present work, we further investigated the protective effect
of rPAF-AH on animal models of sepsis, emphasizing the bacterial
clearance and the mediators involved in this phenomenon. We
have previously shown that PAF-AH treatment protects mice from
polymicrobial sepsis, and this protective effect is accompanied by
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an increase in MCP-1 levels and is dependent on CCR2 signaling
[13]. More recently, we have observed that MCP-1/CCL2 is
important for optimal bacterial climination, and this mechanism
involves the release of nitric oxide, which is an important
antimicrobial agent. The molecular pathway connecting an
increase in MCP-1 levels with increased NO production, and
thercfore increased killing capacity, involves ERK activation [16].
Here, we show that administration of rPAF-AH alters cytokine
levels and favors bacterial clearance through the modulation of

MCP-1/CCL2 and NO levels.

Materials and Methods

Animals

Swiss and C57BL6 male mice weighing 20 to 25 g, age 6-8
weeks, from the Oswaldo Cruz Foundation breeding unit were
used. The animals were maintained at a constant temperature
(25°C) with free access to chow and water in a room with a 12-h
light/dark cycle. In one set of experiments, MCP-1/CCL2
receptor-deficient mice (CCR2—/—) or inducible nitric oxide
synthase-deficient mice (iNOS—/—), in a C57BL/6 background,
were used. This study was approved by the committee of animal
use (CEUA), Oswaldo Cruz Foundation, with the license number
LW-36/10.

Materials

Human rPAF-AH (Pafasc(@) was provided by ICOS Corpora-
tion (Bothell, WA, USA) as an endotoxin free solution. PAF and
SR27417 were from Sigma-Aldrich (USA), and Lyso-PAF was
from Cayman Chemical (Michigan-USA). Murine recombinant
MCP-1 was from Peprotech (Rocky Hill, NJ). Griess reagent was
from Sigma-Aldrich (USA). Thiopental (Thionembutal) was from
Abott Labs. do Brasil, LTDA, and ketamine were from Cristdlia
(Brazil).

Cecal Ligation and Puncture (CLP)

Mice were anesthetized with a mixture of Thiopental (40 mg/
kg) and Ketamine (80 mg/kg) diluted in sterile saline and
administered  intraperitoneally (0.2 ml). Laparotomy was per-
formed, and the cecum was exposed and carefully ligated below
the ilcocecal junction with care to avoid bowel obstruction. The
cecum was punctured once with an 18-gauge needle and then
gently squeezed to empty its contents through the puncture. The
cecum was returned to the peritoneal cavity, and the abdominal
muscle and skin incisions were closed in layers using a 3-0 nylon
suture line. Immediately after the surgery, 0.5 ml of sterile saline
was administered subcutancously to the animals for volume
resuscitation. Sham-operated mice were subjected to identical
procedures except that ligation and puncture of the cecum were
omitted. Animals subjected to CLP developed carly signs of sepsis,
including lethargy, pilocrection, and diarrhea. Survival of mice
subjected to CLP or sham injury was determined daily for 7 days.
For the experiments with rPAF-AH, the animals were treated with
I mg/kg (ip) of the enzyme fifteen minutes after the CLP
procedure.

Bacteria Inoculation

Mice were stimulated intraperitoneally with S, Typhimurium
(5x10° bact/cavity) or E. coli (10° bact/cavity). For these
experiments, the E. coli ATCC25922 strain was grown in LB
medium (10 g of bactotriptona, 5 g of yeast extract and 10 g of
NaCl, pH 7, sterilized by autoclaving at 120C for 30 min.) from a
single colony. For studies of Salmonella infection, Salmonella enterica
serovar Typhimurium ISC 5302/2004, a generous gift from the
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Department of Microbiology of the Instituto Oswaldo Cruz, were
cultured in Luria-Bertani broth (Guria Broth Miller; Sigma-
Aldrich) for 16-18 h at 37°C to obtain stationary growth phase
cultures. The bacteria were then centrifuged (200 rpm) for 10 min
at 4°C, and the pellets were resuspended in PBS to an OD of 0.1
at 660 nm, comesponding to 10° CFU/ml. The animals were
treated with 1 mg/kg (i.p) of rPAF-AH fiftcen minutes after
bacterial stimulation. After 6 hours, the peritoncal cavity was
washed, and the lavage fluid was collected for determination of
CFU and NO levels.

MCP-1/CCL2 Measurement

The levels of MCP-1/CCL2 were evaluated using an ELISA
method. Mice were killed in a carbon dioxide chamber at
designated time points, and the peritoneal cavity was opened and
rinsed with 3 ml of PBS solution. The supernatant fractions were
used for immunoassays. All measurements were performed in
duplicate following the manufacturer’s instructions (R&D systems
Duo set kit).

Determination of CFU

Twelve microliters of peritoneal lavage fluid from each mouse
were placed on ice and serially diluted with sterile saline. Twelve
microliters of cach dilution were plated on agar plates and
incubated overnight at 37°C after which the number of colonies
was counted.

Nitric Oxide Measurements

Mice were euthanized in a CO, chamber at designated time
points, and the peritoneal cavity was opened and rinsed with 3 ml
of PBS. The peritoneal fluid or supernatant of the cell culture was
collected and centrifuged for determination of nitrite levels using
Griess reagent according to the manufacturer’s instructions
(Sigma-Aldrich).

Isolation of Peritoneal Macrophages

Peritoncal macrophages were obtained after washing the
peritoneal cavity with 3 ml of PBS. One million cells were
distributed on culture plates and placed into a 37°CO, incubator
for 2 h. All nonadherent cells were subsequently removed, and the
adherent cells were treated with rMCP-1/CCL2 (100 ng/ml) or
rPAF-AH (0.025 mg/well) and stimulated with E. coli (10 bact./
well). After 1 hour of E. coli stimulation, the supernatant was
obtained and used for nitrite determination by the Griess assay as
described above.

Statistical Analysis

Data were analyzed statistically using the unpaired t-test with
the Graph Pad Prism software. Data were considered statistically
significant if’ P values were less than 0.05.

Results

Treatment with PAF-AH Increases Bacterial Clearance in
the Peritoneal Cavity of Animals Subjected to CLP or
Inoculated with Salmonella Typhimurium

Previous studies demonstrated that administration of rPAF-AH
(1 mg/kg) 15 min or 6 h after CLP increased the survival rate and
reduced the inflammatory response [13]. To investigate the
mechanisms involved in this protective effect, we examined the
numbers of bacterial colony forming units (CFU) in the peritoncal
cavity of the animals after treatment in different models of sepsis.
As shown in Figures 1A and B, CFU numbers were significantly
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diminished in PAF-AH-treated groups 6 and 24 hours after the
CLP procedure. Because CLP is a polymicrobial model of sepsis,
we investigated if rPAF-AH would increase bacterial clearance in a
model of Gram-negative sepsis induced by intraperitoneal
injection of S. Typhimurium or E. coli. As shown in Figures 2A
and B, rPAF-AH treatment decrcased CFU numbers in both
models of bacterial infection.

To investigate a direct anti-bacterial effect of rPAF-AH, we
incubated S. Typhimurium or E. coli with rPAF-AH in the absence
of host cells. We observed that incubation with rPAF-AH did not
affect bacterial growth of S. Typhimurium (721.3%20.9-vehicle
versus 731.0=29.7-PAF-AH group) or E. coli (344.8=144.0-
vehicle versus 259.0=131.7-PAF-AH group). Similar results were
observed when we investigated the direct effect of rPAF-AH on
Gram-positive bacteria S. aureus (344.8% 144.0-vehicle versus
259.0£131.7-PAF-AH group). The hydrolysis of PAF by PAF-
AH releases the biologically inactive PAF metabolite, lyso-PAF.
Therefore, we investigated if PAF or lyso-PAF had any direct
effect on bacterial growth. We observed no difference in the CFU
number after incubation of S. Typhimurium with PAF or lyso-PAF
(539.1£62.5-vehicle versus 505.2%19.7-PAF versus 491.0£29.1-
Lyso-PAF group).
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Figure 1. Treatment with rPAF-AH decreases CFU numbers in
the peritoneal fluid after CLP model. (A) Mice subjected to CLP
were treated with rPAF-AH (1 mg/kg-i.p. 15 minutes after). At 6 h after
CLP, the mice were euthanized, and the peritoneal fluid was collected
and plated on agar plates. (B) At 24 h after CLP, mice were euthanized,
and the peritoneal fluid was collected and plated on agar plates. After
infection, mice were euthanized 6 (CLP+Vehicle n=11 animals;
CLP+PAF-AH n=10) and 24 (CLP+Vehicle n=6 animals; CLP+PAF-AH
n=6) hours after infection, and the peritoneal fluid was collected.
Twelve microliters of the peritoneal fluid from each mouse were serially
diluted and plated on agar plates. The data represent three different
experiments, and the horizontal line represents the median of CFU
count. (*) indicate significant difference (P=0.05) when compared to
vehicle treatment.

doi:10.1371/journal.pone.0074567.g00 1
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Treatment with rPAF-AH Increases the Production of
MCP-1/CCL2 and Nitric Oxide in Septic Mice

To analyze the mediators involved in bacterial clearance, we
measured the MCP-1/CCL2 and nitric oxide (NO) levels in the
peritoneal cavity of the animals 6 hours after CLP. Several studies
have demonstrated the involvement of NO as a bactericide
substance and its central role in phagocytosis [17-21]. As shown in
Figures 3A and B, treatment of septic mice with rPAF-AH
significantdy increased MCP-1/CCL2 and NO levels in the
peritoneal fluid of treated mice compared to the control. We next
used mice deficient in inducible nitric oxide synthase (iNOS—/—)
to assess if NO was ivolved in rPAF-AH-induced bacterial
clearance. We found that administration of rPAF-AH to iNOS—/
— mice failed to reduce the CFU numbers when compared to the
vehicle-treated group. The CFU numbers were significantly higher
in rPAF-AH-trcated iNOS—/— mice than in wild-type mice,
further reinforcing the role of NO in controlling bacterial
clearance in the model (Figure 4A).

MCP-1/CCL2 Levels are Relevant to NO Production and
Increased Bacterial Clearance after Treatment with rPAF-
AH

We have previously demonstrated that rPAF-AH treatment
alters the cytokine/chemokine profile in sepsis [13]. We hypoth-
esized that these changes in the cytokine/chemokine profile,
specifically increased MCP-1 levels, would favor bacterial clear-
ance by the host. Here we confirmed that treatment with rPAF-
AH increased MCP-1 levels in the peritoncal fluid 6 hours after
CLP. Nakano et al. have demonstrated that treatment with MCP-
1 protected the animals from mortality induced by P. aeruginosa by
increasing the bacterial clearance [22]. To investigate if increased
MCP-1/CCL2 levels would be important for more efficient
clearance of bacteria after YPAF-AH treatment, we performed
CLP in MCP-1/CCL2 receptor-deficient mice (CCR2—/—). As
observed in iINOS —/— mice, we found that rPAF-AH treatment
did not affect CFU numbers in CCR2—/— mice (Figure 4B).
Interestingly, treatment with rPAF-AH did not increase survival in
CCR2—/— mice (data not shown) [13]. To investigate a direct
anti-bacterial effect of MCP-1/CCL2, we incubated E. coli with
MCP-1/CCL2 in the absence of host cells. We observed that
incubation with MCP-1/CCL2 did not affect E. coli bacterial
growth (372£44 2- E.coli+vehicle versus 400242,5 E.coli+NMCP-1).

To further demonstrate the interaction between MCP-1/CCL2
and NO, we showed that MCP-1/CCL2 and PAF-AH had an
additional effect on NO production when peritoneal macrophages
were stimulated with E. coli (Figure 5). Altogether, these results
indicate that the increase in MCP-1/CCL2 and NO levels
induced by the treatment of septic mice with rPAF-AH leads to a
more efficient bacterial clearance at the site of infection and
therefore impacts the beneficial effects of this enzyme in septic
conditions.

Discussion

The killing of infectious agents is an essential component of the
first-line host defense and a central mechanism in the host immune
innate response against pathogens [23,24]. The importance of this
phenomenon in the development of sepsis has been clearly
demonstrated [25,26]. In the present study, we characterized a
previously unknown effect of PAF-acetylhydrolase in bacterial
clearance in a clinically relevant model of sepsis. Previous studies
from our laboratory have shown that rPAF-AH treatment protects
animals from sepsis, modifies cytokine levels and decreases
leukocyte accumulation and activation. Although the precise
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Figure 2. Treatment with rPAF-AH decreases CFU bers in the peri I fluid after S. Typhi ium or E. coli administration. (A)

Mice injected with S. Typhimurium (5x10°) were treated with rPAF-AH (1 mg/kg-i.p. 15 minutes after - S. Typhimurium+Vehicle n=5 animals; S.
Typhimurium+PAF-AH n=6). (B) Mice injected with E. coli (10°) were treated with rPAF-AH (1 mg/kg-i.p. 15 minutes after- E. coli+Vehicle n=5
animals; E. coli +PAF-AH n =4). Six hours after infection, the mice were euthanized, and the peritoneal fluid was collected. Twelve microliters of the
peritoneal fluid from each mouse were serially diluted and plated on agar plates. The data represent three different experiments, and the horizontal
line represents the median of CFU count. (*) indicate significant difference (P=0.05) when compared to vehicle treatment.
doi:10.1371/journal.pone.0074567.g002

%
2~
E
g‘ *
E
o 4
] 1
<
o
-
0 ] Sham
Bl CLP+ Veiculo
= Bl CLP+rPAF-AH
40 5
. 301 <
3 —
2 207
E
10
0 -

Figure 3. Treatment with rPAF-AH increases MCP-1/CCL2 and NO levels in the peritoneal cavity after CLP. Swiss mice were injected
intraperitoneally with rPAF-AH (1 mg/kg) or vehicle 15 min after the CLP procedure (n =6 in all groups). After 6 h, the peritoneal fluid was obtained
and used for MCP-1/CCL2 (A) or NO (B) determination by ELISA and Griess assays, respectively. The values are the mean=SEM from 6 animals. (*)
Statistically significant differences when compared to Sham group. (+) Statistically significant differences when compared to CLP+vehicle group.
doi:10.1371/journal.pone.0074567.g003
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Figure 4. CFU numbers are not affected by rPAF-AH treatment in MCP-1/CCR2-deficient mice (CCR2—/—) or iNOS-deficient mice
(iNOS—/—) subjected to CLP. Mice were treated with rPAF-AH (1 mg/kg-i.p. - minimum of 7 animals in each group) 15 min after CLP. At 6 h,
the mice were euthanized, and the peritoneal fluid was plated on agar plates. The data represent three different experiments, and the horizontal line
represents the median of CFU count. (*) Statistically significant differences when compared with C57BL-6 group. (+) Statistically significant differences

when compared with C57BL-6+PAF-AH group.
doi:10.1371/journal.pone.0074567.g004

molecular mechanism for this protective effect is not completely
understood, our previous study suggests the involvement of the
chemokine MCP-1/CCL2 [13].

PAF signaling influences bacterial clearance in different models.
Moreno ct al. (2006) demonstrated an improvement of bacterial
clearance and a reduction of the systemic spread of bacteria after
trcatment with the PAF receptor antagonist PCA-4248 in mice
subjected to CLP [27]. In addition, treatment with another PAF
receptor antagonist, WEB2170, induced protection with more

[ Vehicle
W £, coii

Nitrite (uM)

PAF-AH: - ¥ + =
rMCP-1/CCL2: - = = * ¥

Figure 5. rPAF-AH and MCP-1/CCL2 increase NO production by
peri | macrophag imulated with E coli. Peritoneal
macrophages (10° cells/well) were incubated with rMCP-1 (100 ng/
ml), PAF-AH (0,025 mg/well) or rMCP-1+PAF-AH and stimulated with E.
coli (10° bact./well). After 1 hour of E. coli stimulation, the superatant
was obtained and used for nitrite determination by the Griess assay.
The values are the mean=SEM from 4 wells. The data represent two
different experiments. (*) Statistically significant differences when
compared with E coli group (P=0.030).

doi:10.1371/journal.pone.0074567.g005
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cffective bacterial clearance in the lungs of mice infected with
Kiebisiella pneumoniae [28]. Studies with PAF receptor-deficient mice
(PAFR—/—) demonstrated that deficient PAFR signaling is
associated with protection against lethal pneumonia, attenuated
bacterial growth in the lungs and diminished dissemination of the
infection after infection with S. pneumoniae [29]. Our observations
that rPAF-AH trcatment decreases CFU count numbers in
animals subjected to CLP or inoculated with Salmonella Typhimur-
ium further indicate that decreasing PAF signaling modulates
innate responses to improve bacterial killing in septic conditions. A
direct effect of rPAF-AH in bacterial growth and/or viability,
although unlikely, could explain our observations in the CLP or .
Typhimurium model. Nevertheless, the results from incubating S.
Typhimurium, E. coli or S. aureus (data not shown) with rPAF-AH
in vitro completely eliminated this possibility. A polymicrobial
infection and a Gram-negative infection (S. Typhymurinm) were
similarly affected by treatment with rPAF-AH, indicating a specific
effect restricted to one or few bacterial species and that the
increase in bacterial clearance induced by rPAF-AH is a more
general process involving basic innate immune response pathways.

PAF is an carly mediator of inflammatory syndromes, such as
sepsis, that can influence cytokine response and cell behavior
[30,31]. In a previous study, we measured the cytokine profile in
the peritoneal fluid of mice subjected to CLP after treatment with
rPAF-AH. We observed that rPAF-AH treatment decreased the
levels of KC, IL-6, TNF and MIF while it increased the levels of
anti-inflammatory cytokines, such as IL-10 and MCP-1/CCL2
[13]. MCP-1/CCL2 has a protective effect in murine endotox-
emia [32], and administration of blocking monoclonal antibodies
[33] or genetic deficiency of MCP-1/CCL2 is associated with
increased mortality rates in mice with sepsis [34]. Increased levels
of MCP-1/CCL2 after rPAF-AH treatment in septic mice are
associated with decreased mortality and, in fact, rPAF-AH failed
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to decrease mortality in animals that were genetically deficient in and its signaling through CCR2 in the control of bacterial burden
the MCP-1/CCL2 receptor (CCR2—/—) [13]. The precise during infection.
molecular mechanism for this protective effect is not completely Cytokines influence the production of NO by leukocytes
understood; however, in the present investigation, we postulated through modulating the expression of INOS [41]. NO and
that changes in the cytokine/chemokine profile, especially MCP-1 MCP-1 co-regulation in a number of endotoxin-activated cells,
levels, modulated innate responses to favor bacterial clearance and including macrophages, has been investigated. Experiments
hence control infection. We found evidence to support this demonstrated that LPS-induced production of the CC chemokines
hypothesis  because  CFU  numbers were  decreased in the MCP-1 and MIP-1 was NO dependent [42]. In another study,
peritoneal fluid of mice subjected to CLP or challenged with S. murine macrophages activated with tGPI-mucin in the presence of
Typhimurium and treated with rPAF-AH, while this effect was IFN-y produced large quantities of NO and CCL2. On the other
abrogated in CCR2—/~ mice. hand, MCP-1 exerts a number of effects via the increase or
Nitric oxide (NO) has numerous physiological and pathophys- decrease in the production of NO by activated cells [43,44]. For
iological actions, including both pro-inflaimmatory and anti- instance, MCP-1/CCL2 contributes to the production of NO by
inflammatory properties depending on the phase of the inflam- macrophages infected with 7. ¢ruzi and hence to the microbiostatic
matory reaction and the cellular population responsible for its activity of activated macrophages [45]. Our results show that
production [35]. In addition, NO plays a crucial role in killing synergism for NO production was also observed when macro-
pathogens including Gram-positive and Gram-negative bacteria phages stimulated with E. ok were treated with rPAF-AH and

[20,21,36-38]. In fact, INOS—/— mice are more susceptible to MCP-1, which correlated with better bacterial killing by macro-
CLP due to their inability to control the growth of bacteria at the phages.

infection site [39]. We measured the levels of NO in the peritoneal Our results identify, for the first time, a fundamental role for
fluid of mice submitted to CLP and treated with rPAF-AH and rPAF-AH treatment in bacterial clearance, which may contribute
observed increased levels when compared to controls, suggesting to the beneficial effect of this enzyme observed in sepsis models
that the increased bacterial clearance after rPAF-AH treatment [13] and in defined conditions in the clinical setting (21). In
resulted from increased NO  production under this condition. addition, we identified a synergistic mechanism involving MCP-1
Confirming that NO is involved in microbicidal activity, the and NO production that is under control of PAF signaling, and
treatment with rPAF-AH was not effective in reducing bacterial therefore affected by rPAF-AH treatment, and bolsters the ability
CFU in the peritoneal fluid after CLP in iNOS—/— mice. of macrophages to kill invading bacteria. These findings may lead

Several studies indicate the involvement of MCP-1/CCL2 in to additional discussion about the therapeutic potential of rPAF-
bacterial clearance. For instance, pretreatment of mice with anti- AH in patients with scpsis.

MCP-1/CCL2 increased the lethality rate and was associated with
impaired bacterial clearance in a model of peritoneal sepsis [33].
In addition, treatment with tMCP-1/CCL2 increased bacterial
clearance and pl‘ot(‘(‘t(‘d mice after infection with Pseudomonas The authors thank Dr. Claudia Benjamin and Dr. Willian A. Kuziel for
aeruginosa ov Salmonella Typhimurium [22]. MCP-1/CCL2-defi- CCR2 knockout animals and their backcrossed controls.

cient mice infected with Salmonella Typhimurium showed increased

mortality and bacterial dissemination, characterized by pathogens ~ Author Contributions

in the liver and spleen [40]. Our results concur with these studies Conceived and designed the experiments: RNG GAZ FAB PB SP DS
because rPAF-AH treatment increased bacterial clearance in HCCFN., Performed the experiments: MGATC RNG NR. Analyzed the
parallel with an increase in MCP-1 levels but failed in CCR2—/— data: RNG FAB PTB HCCFN. Contributed reagents/materials/analysis
mice. This finding suggests an important role for MCP-1/CCL2 tools: PTB HCCFN. Wrote the paper: RNG GAZ HCCFN.
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Abstract

recruitment in a sepsis model.

in liver proteins were evaluated by Western Blot.

Background: Sepsis is a prevalent condition in critically ill patients and may be associated with thiamine deficiency
(TD). The aim of this study was to evaluate the effect of TD on inflammation, oxidative stress and cellular

Methods: The experimental sepsis model, cecal ligation and puncture (CLP), was utilized on mice in comparison
with a sham procedure. The following four groups were compared against each other: SHAM with AIN93G
complete chow, SHAM with thiamine deficient (TD) chow, CLP with AIN93G complete chow, and CLP with TD
chow. Thiamine pyrophosphate (TPP) blood concentrations were determined, and blood and peritoneal fluid were
evaluated for differences in TNF-alpha, IL-1, IL-6, KC and MCP-1/CCL2 levels. In addition, the levels of 4-HNE adducts

Results: The mean TPP blood concentration from the mice fed with the complete chow was 303.3 +42.6 nmol/L, and
TD occurred within 10 days. TNF-a and MCP-1 concentrations in the peritoneal fluid were significantly greater in the
CLP with TD chow group when compared with the other groups. The blood IL-1B level, however, was lower in the
CLP with TD chow group. Liver 4-HNE levels were highest in the TD chow groups. Blood mononuclear cell numbers, as
well as peritoneal total leukocyte, mononuclear cell and neutrophil numbers were greater in the CLP with TD chow
group. Peritoneal bacterial colony forming units (CFU) were significantly lower in the CLP with TD chow group.

Conclusion: TD was associated with greater bacterial clearance, oxidative stress and inflammatory response changes.

Keywords: Thiamine, Sepsis, Oxidative stress, Inflammation, Sepsis model

Background

Several clinical conditions, such as trauma, burn, severe
acute illness and major postoperative surgery generate a
series of organic response reactions in response to these
injuries, called the systemic inflammatory response syn-
drome (SIRS). When SIRS is associated with an infection,
it is defined as sepsis [1-3]. Epidemiological studies world-
wide [4-6] and in Brazil [7,8] indicate that sepsis is a
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prevalent condition with a high mortality rate that is associ-
ated with the emergence of multidrug-resistant pathogens
[9,10] while also generating high social and financial costs
[11]. Thiamine (vitamin B1) is a water soluble vitamin that
does not accumulate in the body; therefore, it has to be
ingested daily [12]. Thiamine pyrophosphate (TPP; the bio-
logically active form of vitamin Bl) is an important mito-
chondrial enzyme cofactor [12] with a key role in energy
balance. In addition, TPP participates as a transketolase co-
factor in the pentose phosphate pathway, a pathway that re-
plenishes NADPH, which is necessary for the recovery of
the reduced form of glutathione (GSH) from its oxidized
form. TPP is also a cofactor of the a-ketoglutarate

| Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the
ommons.org/license: 0), which permits unrestricted use,
the original work is properly credited
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dehydrogenase complex [12], theoretically participating in
the recovery of cellular reducing power [13].

The prevalence of TD in critically ill patients has been
described [14-16] and was associated with increased mor-
bidity and mortality [16]. Recent studies have demonstrated
that additional attention is needed in the identification of
thiamine deficiency (TD) and that thiamine supplementa-
tion is necessary not only in intensive care unit patients but
also in patients with heart failure [15,17,18].

Evidence that TD may cause heart failure has been
demonstrated [12,19,20], whereby an increase in oxida-
tive stress due to TD led to the apoptosis of cardiomyo-
cytes [21] and produced cardiac remodeling [20,22].
Structural remodeling and the destruction of cardio-
myocyte mitochondria were also observed with TD [20].
A similar finding was observed in a study with human
neuroblastoma cells cultured under TD conditions [23].

Several neurological disorders have been associated with
TD, including acute confusion and changes in eye move-
ment and gait (Wernicke’s encephalopathy). These fin-
dings may be associated with chronic memory impairment
(Korsakoff’s syndrome) [12,24,25]. Thiamine deficiency
may also be associated with brain degenerative condi-
tions such as Parkinson’s disease and Alzheimer’s dis-
ease [24-27]. Thiamine deficiency is also associated with
lesions of the endoplasmic reticulum of neurons [28].
The influence of TPP in an experimental model of sepsis
in dogs has recently been performed [29], and the follow-
ing outcomes were analyzed: blood pH, oxygen consump-
tion, base excess, mean arterial pressure and the cardiac
index. The authors observed recovery of all of these pa-
rameters in the animals treated with TPP, suggesting the
involvement of thiamine as a possible protective agent
against the onset of sepsis.

Sepsis is associated with an intense inflammatory re-
sponse [30]. In response to an injury, the initial inflamma-
tory response is the activation of the innate immunity
pathways. The innate inflammatory response is a series of
“primitive” non-specific reactions that occur in the early
hours after the interaction with a pathogen and involve
acute phase proteins, the complement system, dendritic
cells, macrophages and natural killer cells (NK), with the
end result being inflammation [31-34]. When an activated
macrophage comes into contact with a pathogen, it begins
to produce TNF-a, which is responsible for an increase
in vascular permeability. In addition, pathogen stimula-
tion of macrophages leads to the production of IL-1p
and IL-6, which have decisive roles in the genesis of
fever by acting on the central hypothalamic temperature
control system [34]. The chemotactic factors KC and
MCP-1 are involved in the recruitment of neutrophils
and monocytes, respectively, and are involved in the
perpetuation of the cellular response to injury. In paral-
lel, IL-10 secretion is a self-regulatory mechanism of the
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inflammatory response, acting as an anti-inflammatory
cytokine [30,31].

The cellular injury observed in sepsis produces highly
reactive biochemical intermediates from nitrogen and
oxygen [35]. Following an injury, we now know that the
increased production of reactive oxygen species (ROS)
and the increased activity of clearance mechanisms do
not necessarily indicate cell damage [35,36]. ROS have
the ability to react with proteins, lipids, and genetic ma-
terial. The products of these reactions are known today
and include 4-hydroxy 2-nonenal (4-HNE), an aldehyde
that results from the lipid peroxidation of the cell mem-
brane [37]. 4-HNE plays a key role in cell signaling and
redox balance [38,39], but in high concentrations, it can
be harmful to cells [37-39].

Experimental sepsis models are necessary to evaluate
some aspects of this clinical condition, due to ethical
constraints [40-42]. Many methods are used to simulate
hemodynamic, immunological and clinical sepsis events, in-
cluding surgical manipulation of organs (such as ligation or
perforation of the bowel loops) [42] and injection of bac-
teria or their components (e.g., endotoxins, such as gram-
negative lipopolysaccharides) into the bloodstream [41], or-
gans and anatomical cavities. These methods are not free of
criticisms from both a methodological standpoint [43,44]
and from technical and ethical standpoints, with regard to
animal handling [45]. These experimental models, however,
represent important tools for sepsis investigation.

This study analyzed the possible effect of thiamine defi-
ciency on changes in sepsis markers of inflammation (cy-
tokines), the balance of the oxidation-reduction system
(based on the presence of a marker of lipid peroxidation),
and the leukocyte recruitment profile. The hypothesis in
question was that thiamine deficiency in experimental
sepsis conditions could result in a pro-inflammatory pro-
file, with greater oxidative stress and cellular migration.

Methods

This study was approved by the ethics committee for the
use of animals for research at the Roberto Alcéntara
Gomes Biology Institute — UER] (CEUA/036/2011).

Animals and chow

Sixty-five male C57bl6 mice (Cecal — FIOCRUZ, Rio de
Janeiro, R]J, Brazil), between 6 and 8 weeks old, were
maintained in groups of 5 per cage, with free access to
water and food. The mice were exposed to a 12-hour
light cycle (lights off until 6 a.m. and a controlled
temperature (24°C + 2°C). Two types of chow were used
for the study (Pragsolugoes Biociéncias, Jau, SP, Brazil).
The first type of chow contained all of the components
of a normal AIN93G chow [46]. The second chow type
was similar to the AIN93G chow but without the addition
of thiamine. Before each experiment, all groups were fed
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with the AIN93G chow for one week to standardize the
thiamine intake. Throughout the study, the animal’s body
weight and chow intake were measured.

Determining the time required for TD

To determine the time required to produce a TD, mice
were divided into five groups (five animals per group). Ini-
tially, all groups were fed with the AIN93G chow for seven
days to standardize the thiamine intake. The control group
was sacrificed after seven days, and blood was collected for
determination of the circulating thiamine levels by High
Performance Liquid Chromatography (HPLC). The other
four groups were fed with the thiamine deficient AIN93G
chow for an additional 10, 15, 20 and 25 days before euthan-
asia, and blood samples were collected for HPLC analyses.
We determined the normal concentration of TPP in C57bl6
mice, which is information that was not found in prior stud-
ies. Thiamine deficiency was defined as a TPP blood concen-
tration lower than two standard deviations below the mean.

The experimental sepsis procedure
For the experimental sepsis model experiments, forty mice
were divided into 4 groups (10 animals per group), and the
duration of the each experiment was 15 days. The experi-
mental groups were as follows: 1) a control group fed with
the AIN93G complete chow that was subjected to laparot-
omy without cecal ligation and puncture - CLP (sham); 2)
a group fed with the AIN93G complete chow that was sub-
jected to laparotomy and CLP; 3) a group fed with the
thiamine deficient AIN93G chow that was subjected to
laparotomy without CLP; and 4) a group fed with the
thiamine deficient AIN93G chow and subjected to laparot-
omy and CLP. For all groups, euthanasia was performed
24 hours after surgery to collect liver and blood samples.
The animals were anesthetized by intraperitoneal in-
jection of ketamine (65 mg/kg) and xylazine (13 mg/kg)
(Vetbrands Brazil, Campinas, SP, Brazil). A cutaneous ab-
dominal incision was made longitudinally and medially,
approximately 2 centimeters in length, followed by open-
ing of the peritoneum and cecum identification. The
cecum was then ligated to form a closed intestinal loop
and was perforated two times by an 18 gauge needle. The
closed loop was gently compressed to expose the abdom-
inal cavity to feces, and then the intestinal loop was placed
back into the abdominal cavity. The peritoneum and skin
were then sutured closed. Sham-operated mice were sub-
jected to identical procedures, except the cecum ligation
and puncture steps were omitted. After surgery, a sterile
saline subcutaneous injection was given for fluid replace-
ment [42,47]. Euthanasia was performed by an injection of
double the amount of anesthetic that was calculated for
each animal during the CLP or sham surgeries. Following
euthanasia, a blood sample was collected and the abdo-
men was opened for liver removal.
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Blood sample preparation for HPLC

The blood samples were preserved by refrigeration and
processed on the same day of collection. Whole blood was
frozen three times in liquid nitrogen to complete hemolysis
and was then centrifuged at 14,000 rcf. Then, after thirty
minutes of rest, the liquid phase was collected and depro-
teinated by the addition of 40% trichloroacetic acid (TCA).
The TCA was then extracted with five volumes of water-
saturated ethylic ether. To form the thiamine thiochrome
derivatives, the lower watery fraction was collected and
derivatized by adding 50 pL of potassium ferricyanide
(30.4 mmol/L) and 50 pL of sodium hydroxide (0.8 mol/L)
for each 1,000 pL aliquot of blood. The final sample was
frozen at —70°C for later analysis by HPLC [20].

The determination of TPP by HPLC/fluorescence

After derivatization, 100 pL of the final sample was
injected into a Hypersil Gold Amino column (Thermo,
USA) (250 x 4.6 mm, 5 pum particle). The shimadzu
HPLC system (Shimadzu, Kyoto, Japan) consisted of a
LC-10 AD pump valve 535, and a fluorimetric RF-
detection method was utilized, based on the excitability
of the thiochrome to fluorescent light.

The mobile phase (isocratic), with 30% acetonitrile in a
potassium phosphate buffer (0.1 M, pH 7.5), was pumped
at a flow rate of 1.0 mL/min. The fluorimetric detection
occurred at 450 nm emission and 370 nm excitation wave-
lengths [20,48]. Standards equivalent to 4.6875, 9.375,
18.75, 37.5, 75, 150, 300 and 600 nmol/L were prepared
for the construction of calibration curves.

The assessment of 4-HNE in the liver by western blot

About 100 mg of hepatic tissue were homogenized in
500 pl of lysis buffer (50 mM HEPES, 1 mM MgCl,, 1%
Triton X-100, 0.1% SDS, 10 mM EDTA; pH 6.4), containing
protease inhibitor cocktail Sigma-Adrich Fine Chemicals
(1.04 mM AEBSE 800 nM aprotinin, 20 pM leupeptin,
40 M bestatin, 15 pM pepstatin A and 14 uM E-64) in ice.
Tissue homogenate was centrifuged at 10,000 rpm for
10 min. the pellet was discarded and the supernatants were
used for protein quantification by the Peterson’s method.
Whole protein extracts (about 80 pg) were subjected to
electrophoresis in a 15% SDS-polyacrylamide gel under
reducing conditions. Proteins were transferred (25 mM
Tris, 192 mM glicine, pH 8.3, 20% methanol) to a nitro-
cellulose membrane at 4°C for 2 h. Membranes were
blocked with Tris-buffered saline solution containing
0.1% Tween 20 (TBS-T) and 5% bovine serum albumin
(BSA). The membranes were then incubated overnight
with anti-4-HNE antibody (1:1000), diluted in blocking
solution, washed in TBS-T, and finally incubated for 1 h
with horseradish peroxidase-conjugated anti-mouse anti-
body (1:10.000). The bands were revealed by chemilumines-
cence using the ECL substrate. Blots were exposed to ECL
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Hyperfilm (Amersham) and quantification was performed
by densitometric analysis of the exposed films (Adobe
Photoshop 5 programme) and the Ponceau S stained
membranes were used as a load control [49].

Blood and peritoneal fluid cell counts

Blood and peritoneal fluid samples were stained with
Giemsa stain for total and differential leukocyte counts by
optical microscopy at 1,000x magnification in a Neubauer
chamber [47].

Blood and peritoneal fluid cytokine determination
Determination of the blood and peritoneal fluid TNF-a,
IL-1, MCP-1/CCL2, IL-6 and KC levels were performed
by ELISA (Duo Set Kit - R & D systems, USA). ELISA
plate reading was performed on an ELISA plate reader
at 450 nm. The data were analyzed using the Soft Max
Pro program, and cytokine concentrations were deter-
mined based on their respective standard curves [47].

Peritoneal fluid colony-forming unit counts

The peritoneal fluid sample colony-forming unit (CFU)
counts were obtained by diluting the peritoneal fluid
samples 1:50 in sterile PBS, and then the diluted samples
were seeded in Petri dishes with TSA growth medium.
The plates were incubated at 37°C for 24 hours, after

Table 1 Thiamine pyrophosphate whole blood mean
concentration

TPP nmol/L p (compared
(mean + SEM) to control)
Control (AIN93G) 3033+19.06 -
10 days of TD chow 11.93+1.11 < 0001
15 days of TD chow 501+£067 < 0001

which the number of CFUs was counted. The whole
procedure was performed under sterile conditions [47].

Statistics analyses

A two-way ANOVA with a Sidak post-test was used to
analyze the differences between the groups for the bio-
chemical, immunological and cellular assays, to perform
a multiple comparison analysis between the variables
and to evaluate the contribution of each variable. The
software used was the Windows version of Prism 6.00
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). The signifi-
cance level was set at 0.05 [50].

Results

The body weight evolution and chow intake

The AIN93G chow intake by the mice increased during the
experiments; however, the average TD chow intake was re-
duced significantly by the 20th and 25th days (Figure 1A).
The body mass gain of the animals fed with the AIN93G
complete chow increased during the first experiment. Body
weight loss occurred at the 20th and 25th days in the
animals fed with the TD chow (Figure 1B).

Determining the efficiency and time required for TD
Initially, the time required for TD was determined.
Using HPLC, the mean retention times were 3.4 minutes

Table 2 Thiamine pyrophosphate whole blood mean
concentration for all groups in sepsis experiment

Group TPP nmol/L P
(mean + SEM)
(1) sham + AIN93G 3836+ 1539 -
(2) sham + TD chow 414+1073 < 0.001 (compared to group 1)
(3) CPL + AIN93G 3769+ 1217 -
(4) CLP +TD chow 40+ 6.87 < 0.001 (compared to group 3)

After 10 days of TD chow, the thiamine pyrophosphate whole blood mean
concentration was lower than two standard deviations below the mean, what
characterizes thiamine deficiency in these animals.
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The groups that were fed with TD chow for 15 days showed significantly
lower blood TPP concentrations than groups that were fed with complete
chow, profile that was similar to that found in the first experiment.
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Figure 2 Determination of 4-HNE binding protein in the liver. (A) Western blot detail for each group (the image was sliced). (B) Optical
density analysis for each group, showing a significant increase of 4-HNE in TD chow groups without significant difference between the sham and
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for free thiamine, 5.3 minutes for thiamine monopho-
sphate, and 6.2 minutes for the TPP. The TPP detection
limit was 4.6875 nmol/L. The mean blood TPP concentra-
tion in the mice fed the AIN93G complete chow was
303.3 £42.6 nmol/L. Thiamine deficiency was observed at
10 days in the mice fed the TD chow, and the blood
concentration of TPP in this group at this time point was
12.5 +2.4 nmol/L (Table 1).

The TPP blood concentrations were also assessed in the
sepsis experiments for validation purposes. As shown in

-

Table 2, both the sham and CLP groups that were fed with
TD chow for 15 days showed significantly lower blood TPP
concentrations than the sham and CLP groups that were
fed with complete chow (Table 2).

Effect of TD on 4-HNE-protein adduct formation

As shown in Figure 2, we observed an increased level of
4-HNE adducts in liver proteins of TD animals when
compared with the animals fed with the AIN93G complete
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Figure 3 Total number of leukocytes, mononuclears and neutrophils in peripheral blood (A,B,C) and peritoneal fluid (D,E,F).
Mononuclear cell number in the peripheral blood (B) was greater in the CLP group which was fed with the TD chow (p < 0,05) but the
others cellular types were similar among groups (A - B). In the peritoneal fluid all cellular types were greater in the CLP groups, independent of chow type.
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chow. There was no significant difference between the
sham and CLP groups (Figure 2).

Blood and peritoneal fluid cell counts

The total number of leukocytes and neutrophils in the
peripheral blood was similar in all groups. However, the
mononuclear cell number in the peripheral blood was
greater in the CLP group that was fed with the TD chow
(Figure 3 ABC). In the peritoneal fluid, total leukocyte,
mononuclear cell and neutrophil counts were greater in the
CLP groups, independent of whether the mice were fed the
AIN93G complete or the TD chow (Figure 3 DEF).

Effect of TD on the blood and peritoneal fluid cytokine
levels during sepsis

As shown in Figure 4, 24 h after CLP, the levels of TNF-q,
KC, IL-1 B and IL-6 were significantly increased when
compared with the sham groups. There were no differences
in the TNF-a, KC and IL-6 blood concentrations when the
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CLP with TD chow group was compared with the CLP with
AIN93G complete chow group (Figure 4). Interestingly, the
IL-1B blood concentration was greater in the groups that
were fed the AIN93G complete chow (independent of
sham or CLP surgeries) when compared with the TD chow
groups (p <0.0001) (Figure 4).

In Figure 5, the local peritoneal production of the cyto-
kines was evaluated. The peritoneal concentrations of KC,
IL-1B and IL-6 were greater in the CLP groups, independ-
ent of whether the mice were fed the complete or TD chow
(Figure 5). Interestingly, the MCP-1 and TNF-a peritoneal
fluid concentrations were significantly greater in the CLP
groups than in the other groups. Both CLP and TD
contributed to the elevation of MCP-1 and TNF-« in the
peritoneal fluid (Figure 5).

Peritoneal fluid colony forming unit counts
The CLP group with AIN93G complete chow displayed a
higher bacterial clearance capacity when compared with all
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Figure 4 Blood cytokines 24 h after CLP. There were no differences in the TNF-a (A) blood concentrations in all groups (n= 10 per group).
IL-1beta blood concentrations (B) were greater in AIN93G groups (independent if sham or CLP) (n = 10 per group). IL-6 blood levels (C) tended to be
higher in CLP groups (n = 10 per group). KC blood levels (D) were higher in CLP groups (n=5 per group). All data are shown as mean + SEM.
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Figure 5 Peritoneal cytokines 24 h after CLP. (E) TNF-a peritoneal concentrations were higher in septic animals that were fed with TD chow
compared with CLP + AIN93G group (n = 10 per group). IL-1beta (F) (n =10 per group), IL-6 (G) (n =10 per group) and KC (I) (n =5 per group)
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were fed with TD chow compared with all others groups. All data are shown as mean + SEM.
A

of the other groups, including the CLP group fed the TD
chow, where the bacterial clearance was equivalent to the
sham animal groups (Figure 6).

Discussion

In this study, we found that mice fed the thiamine
deficient AIN93G chow had significantly reduced levels
of the biologically active form of thiamine in their
serum, providing an experimental condition to assess
the effect of thiamine deficiency during sepsis.
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First, the normal blood TPP concentration and the
number of days necessary for TD induction with TD
chow in the mice were determined. Of note, this
information had not yet been described in previous
research.

The chow intake and mass gain were progressive in
the AIN93G complete chow fed animals. In contrast, a
decrease in the chow intake and a loss of body weight
throughout the study were observed in the mice fed
the thiamine deficient chow. This was a profile similar
to what was previously described with Wistar rats [20].
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Figure 6 Peritoneal fluid colony forming unit (CFU) counts. The septic group that was fed with TD chow showed a lower bacterial
concentration in peritoneal fluid, similar to non-septic groups (sham), but the CLP + AIN93G group showed a higher bacterial concentration in
peritoneal fluid, what suggests a higher bacterial clearance capacity of the TD chow group. All data are shown as mean + SEM.

Although the animals fed with the thiamine deficient
chow for 10 days displayed a significant reduction of TPP
in the blood, the decision to carry out the sepsis experi-
ments after 15 days was made to leave no doubt that
thiamine deficiency induction had occurred. Because there
was no significant difference in the body mass gain and
chow intake between the groups on the 15th day, it was not
necessary to perform a paired feeding to avoid errors re-
lated to ingestion of different amounts of calories, proteins
and other nutrients among the groups.

The levels of IL-6, MCP-1 and KC in the blood and of
IL-1B, IL-6 and KC in the peritoneum were not different
among the septic groups, independent of their thiamine
status. In addition, CLP increased the number of bacteria
in the peritoneum, except in the TD group, where the
bacterial recovery was similar to that observed in the sham
groups.

The level of TNF-a in the peritoneal fluid of the septic
animals fed with TD chow was significantly greater than
that observed in the other groups. TNF-a is a cytokine
of the early innate inflammatory response. It is produced
within the first hour of injury, with a peak between the
second and third hours following injury. For this reason,
it is not usually used in the monitoring of septic patients
[51] because the timing of the peak TNF-a level may have
already passed when these patients are first evaluated.
However, TNF-a is an early marker of inflammation
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commonly used in sepsis models [47]. TNF-a is a marker
of the activity of NK cells and macrophages and may help
explain the increased bacterial clearance in the peritoneal
fluid that was observed in the CLP mice fed the TD chow
used in this study. In addition, we observed a persistent
high level of TNF-a in the peritoneal fluid of the CLP
mice fed the TD chow, although the number of total leu-
kocytes, monocytes and neutrophils in the peritoneal fluid
was similar between the septic animals, independent of
their thiamine status. This finding suggests that TD may
not change cellular recruitment into the peritoneal cavity
following sepsis and that another mechanism may be
involved in the increased peritoneal bacterial killing
observed in the CLP group fed with TD chow, possibly
mediated by TNF-a.

Lipid peroxidation is one of the hallmarks of the oxi-
dative stress. Lipid peroxides are usually decomposed
into reactive aldehydes such as malondialdehyde (MDA)
and 4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE), which are also react-
ive oxygen species. Due to its electrophilic properties,
the aldehyde 4-HNE forms adducts with cellular pro-
teins [52]. The present study also demonstrated a greater
level of liver proteins modified by 4-HNE in the animals
subjected to TD chow compared with what was ob-
served in the other groups. This finding was expected,
considering that thiamine may be associated with a
lower efficiency of cellular reducing power, since enzymes
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such as pyruvate dehydrogenase and a-KGDH are
responsible for increasing NADH levels in the cell,
favoring oxidative stress. Thus, one could suppose that
thiamine deficiency also creates greater oxidative stress
in the peritoneal cavity, therefore potentially inhibiting
bacterial proliferation. The increased bacterial clearance
that was observed in this study might initially suggest a
better outcome against sepsis in these animals; however,
the increased inflammation, as was observed with the
increased TNF-a levels, may also be detrimental to
sepsis outcomes. Indeed, it was reported that following
CLP, an increased mortality rate occurred in animals
that displayed an unbalanced inflammatory response,
despite a greater bacterial clearance [53].

Extending the analysis of inflammation beyond the first
24 hours after the initiation of sepsis may present a more
complete picture of the dynamics of the interleukins.

It is important to remember that the model of sepsis
used in the present study can be adjusted to induce a
low mortality rate, which may also allow for the investi-
gation of thiamine deficiency in the mechanisms of
immunologic tolerance.

Conclusions

TD was associated with a greater bacterial clearance in the
peritoneal fluid, greater oxidative stress and a change in
the immune response profile in an experimental model of
abdominal sepsis in mice. Further investigation is needed
to define the impact of these changes on the severity of
sepsis, septic mortality, and also to elucidate the participa-
tion of other cellular and biochemical mechanisms.
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ANEXO VI
(ARTIGO EM PREPARACAO)

THE CCR2 IS IMPORTANT TO CONSOLIDATION OF SHORT TIME MEMORY AND
LONG TIME MEMORY

Teixeira-da-Cunha, M.G.; Alves-Junior, S.C; Chaves, D.; Albuquerque, D.; Magno, F.;
Veronez, T.; Rajao, M.; Guercio, G.; D’Avila, J.C.P.; Piazinuti, R.; Mendez-Otero, R.;
Pamplona, F.; Reis, P.A.; Bozza, P. T. ; Bozza, F.A,
Castro-Faria-Neto, H.C. & Gomes, R.N.

ABSTRACT

The CCR2 is a chemokine receptor and your major ligand is the CCL2, in which is
severely associated with neuroinflammatory response in infection process, brain trauma,
Alzheimer, multiple sclerosis. The CCR2 and CCL2 are expressed and released by
immune cells and constitutively expressed in important places of the central nervous
system, such as in hippocampus. Studies show that the CCL2/MCP-1 treatment
increased the calcium levels inside of the neurons from the hippocampus and cortex.
The CCL2 can induce the excitation of neurons from the hippocampus. No study has
shown, so far, the role of CCR2 in memory consolidation in physiological conditions. To
elucidate this problem, we investigated the role of CCR2 in learning and memory
consolidation. CCR2 deficient mice were subjected to water maze test to evaluate
contextual memory; subjected to passive avoidance test to analyze the aversive
memory; subjected to open field and PPI to examined both motor response and reflex
response, and we analyze the swimming velocity in water maze test. In summary the
absence of CCR2 was correlated with the impaired in the memory consolidation of
contextual memory and of aversive memory in comparison with wild type animals; in
delayed learning process, the CCR2-/- require more trials to learn in passive avoidance
test. The cognitive dysfunction is not associated to motor and reflex impaired response
and the swimming velocity was similar between CCR2-/- mice and wild type mice.
Decreased the expression of ERK phosphorylated 1 hour after training in passive
avoidance test and decreased expression of mature BDNF in hippocampus 12 hours
after training in passive avoidance test. In CCR2 deficient mice we observed decreased
co-localization of PSD 95 and Synaptophysin, explained by lower expression of
synaptophysin in hippocampus in comparison with WT. These data suggest that the
CCR2 is important to fisiological function of synapsis in hippocampus, to neuronal
function involved with learning process and to sustentation of the memory.
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