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RESUMO
TESE DE DOUTORADO
Livia Teixeira

Sepse é a resposta inflamatoria sistémica secundaria a um processo infeccioso e
caracteriza-se por um desbalanco entre as respostas pré e antiinflamatoérias. Em
anos recentes tornou-se evidente que o0 estresse oxidativo e a disfuncao
mitocondrial desempenham papéis importantes na faléncia de multiplos 6rgéaos
associada a sepse. Além disso, alteracdes no metabolismo lipidico, com aumento na
formacdo de corpusculos lipidicos (CLs) tem sido demonstradas em modelos
experimentais de sepse e também em amostras de pacientes sépticos. No entanto,
pouco se sabe sobre a associacao entre estes dois eventos na sepse, a saber, a
producdo de ROS e a biogénese de CLs e qual o impacto do estresse oxidativo
sobre estas organelas. No presente trabalho demonstrou-se que o tratamento com
antioxidante especifico para ROS de origem mitocondrial bem como a inibicao,
farmacoldgica ou genética, da NADPH oxidase é capaz de reduzir significativamente
a biogénese de CLs, indicando um papel importante de ROS, produzido por ambas
as vias, nos mecanismos de formacdo destas organelas induzidas pelo estimulo
com LPS + IFNy. Demonstramos também que os componentes lipidicos dos CLs
sdo alvos da acdo de ROS e sofrem peroxidacdo. Estes lipidios peroxidados
induzem modificagdes proteicas principalmente em proteinas localizadas na periferia
dos CLs fato este observado tanto in vitro quanto in vivo. As alteracbes dos
componentes moleculares dos CLs foram dependentes da ativacdo da NADPH
oxidase uma vez que o pré tratamento com apocinina reduz a peroxidacao lipidica e
previne a modificacao proteica induzidas por lipidios peroxidados in vitro. A interacao
entre CLs e mitocOndrias foram frequentes em nossos modelos. Alteracdes
ultraestruturais nas mitocondrias foram observadas principalmente naquelas que
estabeleciam associacdo com os CLs em células peritoniais de animais submetidos
ao CLP. No figado, a sepse experimental induziu um aumento acentuado de CLs e
em paralelo com alteragBes ultraestruturais de elétron-densidade ao longo do tempo
gue apontam para mudancas na composicdo lipidica destas organelas. Tanto o
acumulo de CLs guanto alteracdes do metabolismo hepatico estdo correlacionados
com a gravidade do modelo de sepse. Em conjunto estes resultados demonstram
uma associacdo entre o0 estresse oxidativo, biogénese de CLs e alteracdes
oxidativas de seus componentes, e sugerem que este mecanismo possa contribuir
para o dano tecidual durante a sepse.
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ABSTRACT
TESE DE DOUTORADO
Livia Teixeira de Almeida

Sepsis is a systemic inflammatory response secondary to an infectious process and
is characterized by an imbalance between pro- and anti-inflammatory responses. In
recent years it has become evident that oxidative stress and mitochondrial
dysfunction play important roles in multiple organ failure associated with sepsis. In
addition, changes in lipid metabolism with increased formation of lipid bodies (LBS)
have been demonstrated in experimental models of sepsis also in septic patient
samples. However, little is known about the association between these two events in
sepsis, namely the production of ROS and the biogenesis of LBs and the impact of
oxidative stress on these organelles. Our results showed that treatment with
mitochondrial target antioxidant or pharmacological and genetic inhibition of NADPH
oxidase is able to significantly reduce LBs biogenesis, indicating that ROS produced
by both pathway play a role in mechanisms of formation of LB induced by LPS +
IFNy stimuli. This work also showed that the lipid components of the LDs are targets
of ROS action and is susceptible to peroxidation. These peroxidized lipids induced
LDs proteins modifications mainly those located on its surface, fact observed both in
vitro and in vivo. These LBs changes proved to be dependent on NADPH oxidase
activation since pretreatment with apocynin reduces lipid peroxidation and prevents
protein modification induced by peroxidized lipids in vitro. Close association between
LBs and mitochondria was often observed in our experimental models. Ultrastructural
changes in mitochondria were observed especially when they were interacting with
LBs in peritoneal cells of animals submitted to CLP. In the liver, experimental sepsis
induced a massive increase of LBs and over time ultrastructural changes of electron
density that point to changes in lipid composition of these organelles. Both LBs
accumulation and changes in hepatic metabolism are correlated with severity of
sepsis model. All together these results demonstrate an association between
oxidative stress, biogenesis of LBs and oxidative changes of its components, and
suggest that mechanism may contribute to tissue injury during sepsis.
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1 Introducao

1.1 Sepse

Sepse é definida como uma sindrome da resposta inflamatdria sistémica (SIRS)
secundaria a um processo infeccioso com a presenca de algum grau de disfuncéo
organica (Vincent et al., 2013). Trata-se de uma sindrome complexa onde as
respostas pré e antiinflamatérias coexistem e, de maneira desregulada, causam
danos aos tecidos e 6rgaos do paciente (Cohen et al., 2015). Estudos europeus e
norte-americanos apontam para uma incidéncia de 200-1000 casos por cada
100.000 habitantes (Angus et al., 2001; Flaatten, 2004; Wilhelms et al., 2010).
Apenas nos Estados Unidos a sepse é responsavel por 200.000 mortes anuais
(Angus et al., 2001). Apesar dos avangos em terapia intensiva moderna, a taxa de
mortalidade global causada pela sepse grave é superior a 30% e alcancam até 50%
guando o choque esta presente (Vincent et al.,, 2014), sendo a terceira causa
principal de morte depois das doencas cardiovasculares e cancer. Estima-se que
$16.7 bilhdes de dolares sejam gastos anualmente no tratamento dos pacientes nos
Estados Unidos (Angus and Wax, 2001). O aumento da incidéncia de sepse esta
relacionado ao aumento do uso de antibiéticos de amplo espectro mais potentes,
agentes imunossupressores, e técnicas invasivas no tratamento de doencas
inflamatorias, infecciosas e neoplasicas (Bone, 1992).

N&o existe atualmente um tratamento especifico efetivo para septicemia, e
talvez a grande dificuldade em desenvolvé-lo esteja na complexidade desta
sindrome. A sepse consiste em um conjunto heterogéneo de infeccbes que variam
guanto ao agente causador e foco infeccioso além de ter seu curso altamente
influenciado pelo status imunolégico do paciente. A gestdo dos pacientes com sepse
baseia-se principalmente no reconhecimento precoce do quadro e a rapida
administracdo de antibiéticos adequados e medidas de controle da origem da
infeccdo, sendo a administracdo de fluidos intravenosos e drogas vasoativas
indicado nos casos mais graves (Dellinger et al., 2013). Os sintomas observados
incluem, mas nao se limitam, a temperatura corporea maior que 38°C ou menor que
36°C; frequéncia cardiaca maior que 90 batidas/minuto; taquipnéia (taxa respiratoria
maior que 20 inspiros/minuto) ou hiperventilacdo ( PaCO, menor que 32 mm Hg); e

alteracbes nas contagens de leucdcitos (maior que 12.000/cu mm ou menor que



4.000/cu mm, ou a presenca de mais de 10% de neutrdéfilos imaturos) (Bone et al.,
1992).

A utilizacdo dos critérios de SIRS para a definicdo dos sintomas da sepse tem
sido questionada uma vez que dentro destes critérios estdo abarcadas as infeccoes
estéreis, como pancreatites, traumas e doencas auto imunes, e as infeccfes de
menor gravidade t&o recorrentes no ambiente de unidades de terapia intensiva. Uma
definicdo mais direcionada e sensivel em detectar os casos onde a inflamacao
sistémica causada por um quadro infeccioso tende a evoluir para a sepse € de
extrema importancia para uma intervencdo precoce apropriada. A proposta atual
defende a avaliacdo de sinais de danos teciduais e disfungcdo orgéanica. A avaliacéo
sistematica da funcao cardiovascular, respiratéria, renal, neuroldgica, hepatica, e de
coagulacdo do paciente permite detectar qualquer tipo de disfuncdo organica
associada que possa indicar uma doenca aguda com potencial risco de morte, que
tem de ser tratada rapidamente e de forma adequada para evitar o desenvolvimento
de faléncia de mdltiplos 6rgdos e otimizar os resultados clinicos (Dellinger et al.,
2013).

1.1.2 Sindrome da disfuncdo de multiplos 6rgdos (MODS)

Uma vez desencadeada, a resposta imune exacerbada caracteristica do
guadro séptico pode progredir para diferentes estagios de gravidade. No que tange a
classificacdo, a sepse grave pode ser associada com hipoperfusédo, hipotensdo e
disfuncéo organica aguda. O choque séptico é definido como o quadro séptico onde
h& hipotensdo mesmo com a adequada administracdo de fluidos de ressucitacdo
(Vincent et al., 2013). Dado que SIRS/sepse é um processo continuo, a sindrome da
disfuncdo de mudltiplos o6rgdos (do inglés MODS) pode ser entendida como
representando o final mais severo do espectro de gravidade da doenca. A MODS
pode ser definida como “o desenvolvimento de um desarranjo fisioldgico
potencialmente reversivel de dois ou mais sistemas organicos que nao se relaciona
com a desordem que levou a internacao inicial na UTI elevando o risco de morte”
(Ramirez, 2013).

A disfuncdo organica aguda afeta de maneira mais frequente os sistemas
respiratorio e cardiovascular. O comprometimento respiratorio geralmente se
manifesta como a sindrome do estresse respiratério agudo (do inglés ARDS)
caracterizado pela hipoxemia e infiltrado de origem néo-cardiaca (Ranieri et al.,

2012a). J4 o compromentimento cardiovascular inclui o aumento de lactato
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circulante, como consequéncia da hipoxia, e a hipotensédo (Dellinger et al., 2013). O
sistema nervoso central e os rins também séo frequentemente afetados, sendo a
disfuncéo do sistema nervoso central caracterizada por lesdes de encefalopatia n&o
focal e apresenta manifestacdes clinicas que incluem obnubilacéo e delirio. Por sua
vez, a disfuncdo renal é reconhecida pela diminuicdo da producdo de urina e
aumento nos niveis de creatinina no soro, o que frequentemente exige a terapia de
hemodidlise. Outras alteragdes recorrentes entre pacientes com sepse grave
incluem ileo paralitico, niveis de aminotransferase elevados, alteracdo no controle
glicémico, trombocitopenia e coagulacdo intravascular disseminada, disfuncdo
adrenal e sindrome eutireoideana (Levy et al., 2003). Existe uma forte associacao
entre o nimero de sistemas organicos disfuncionais e o progndstico do paciente. O
risco de morte eleva proporcionalmente ao numero de érgdos disfuncionais podendo
chegar a 90% em pacientes com quatro ou mais sistemas organicos em faléncia
(Shapiro et al., 2006). De fato, a principal causa de morte entre os pacientes

septicos é a faléncia de 6rgaos vitais (Deitch, 1992).

1.1.3 Patogénese da sepse

Os mecanismos envolvidos no choque e lesdes de orgdos induzidos pela
sepse sdo multifatoriais (Figura 1). Envolve a ativacdo massiva de sistemas
celulares importantes como o sistema mondcitos-macrofagos, polimorfonucleares e
células endoteliais. Este processo de ativacao leva a sintese e liberacdo de produtos
celulares como citocinas, proteases, eicosanodides, fator ativador de plaguetas e
espécies reativas de oxigénio (ROS), que em conjunto contribuem para o dano
tecidual e faléncia organica (Salvemini e Cuzzocrea, 2002; Stearns-Kurosawa et al.,
2011). No caso da sepse, a ativacdo desordenada da resposta inflamatéria é
consequéncia de um foco infeccioso (Parrillo et al., 1990). As infec¢des bacterianas,
principalmente as causadas por bactérias Gram-negativas, respondem por
aproximadamente 50% dos casos que evoluem para o quadro séptico (Alberti et al.,
2002). Escherichia coli, Klebsiella sp e Pseudomonas aeruginosa sdo as bactérias
Gram-negativas predominantes nas culturas isoladas de pacientes sépticos
enquanto Staphylococcus aureus e Streptococcus pneumonia Sa0 as principais

bactérias Gram-positivas (Opal et al., 2003; Ranieri et al., 2012b).
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Figura 1: Origem multifatorial do dano tecidual e disfuncdo organica na sepse.
Adaptado (Gupta e Jonas, 2006).

Os microorganismos podem liberar moléculas durante o processo de invasédo
do hospedeiro e ao longo do processo infeccioso. Estas moléculas conhecidas como
PAMPs (do inglés pathogen-associated molecular patterns) sao reconhecidas pelo
sistema imune inato do hospedeiro como moléculas ndo préprias, e a partir de suas
estruturas moleculares as identificam como sendo de origem microbiana (Janeway e
Medzhitov, 2002). A ativacdo da resposta inflamatéria e imune na sepse é mediada
pelos PRRs (do inglés patterns recognition receptos) dentre 0os quais 0s receptores
do tipo Toll (TLRs) sdo os mais estudados. Até o momento a familia dos TLRs é
composta por dez membros que reconhecem 0s componentes presentes em
diversos patégenos incluindo bactérias, fungos e virus (Aderem e Ulevitch, 2000).
Apesar de haver a possibilidade de um mesmo receptor reconhecer diferentes
PAMPs, o TLR2 reconhece principalmente componentes da parede de bactérias
Gram-positivas. O TLR4 é responsavel por reconhecer lipopolissacarideos (LPS),
componente da parede de bactérias Gram-negativas, e provavelmente o PAMP mais
amplamente reconhecido no contexto da sepse. TLR5 reconhece flagelina e o TLR9
motivos CpG presentes nos acidos nucleicos bacterianos (Bauer et al., 2001;
Hayashi et al., 2001; Takeuchi et al., 1999).

TLRs séo glicoproteinas, e sua porgéo extracelular consiste em dominios com
repeticbes ricas em leucinas responsaveis pelo reconhecimento de PAMPs. O
dominio transmembrana e intracelular é conhecido com TIR (Toll-IL-1R) nomeado
assim pela sua extensa homologia com o receptor de interleucina 1 (IL-1). A

ativacdo dos TLR por seu ligante provoca mudangas conformacionais na porgao
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intracelular permitindo a associacdo de proteinas adaptadoras, que por sua vez
ancoram e ativam a proteina cinase associada ao receptor de IL-1. Uma vez ativada,
esta enzima é responsavel pela indugcédo do fator associado ao receptor de TNF 6
(TRAF 6) e provoca a translocacao do fator nuclear kB (NF-kB), responséavel por
modular a expressao de varios genes envolvidos na resposta inflamatéria, incluindo
0s genes de citocinas (Cinel e Opal, 2009). Macréfagos ativados via TLR4, por
exemplo, ap6s 60-90 minutos do estimulo produzem uma ampla gama de citocinas
pro-inflamatorias incluindo TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8 e IL-12. Trabalhos experimentais e
clinicos destacam o papel dos TLRs no desenvolvimento da sepse, principalmente
TLR2 e TLR4, e o bloqueio de TLR4 tem sido avaliado como possivel tratamento de
pacientes com sepse grave (Barochia et al., 2011; Paterson et al., 2003; Wittebole et
al., 2010).

Além disto, o dano tecidual causado pela reacdo inflamatéria desordenada
durante a sepse contribui para a amplificacdo da resposta imune. Moléculas
enddgenas liberadas na circulagdo como consequéncia da lesdo tecidual sao
capazes de ativar vias de sinalizacdo inflamatorias. Estas moléculas sdo conhecidas
como padrédo molecular associado ao dano ou DAMPs e podem incluir DNA livre,
histonas, proteinas do choque térmico e componentes mitocondriais (Abraham e
Singer, 2007; Zhang et al., 2010). Durante a sepse, 0 aumento na secrecao de
citocinas mediado pelo reconhecimento de PAMPs e DAMPs promove a ativacéo de
diferentes vias de sinalizacao intracelular, entre elas vias responsaveis pelo aumento
na producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Alguns dos mecanismos
moleculares postulados para progressdo da sepse estdo ligados ao desequilibrio
entre a producéo de ROS e sua degradacao por antioxidantes celulares (Andrades
et al., 2009). Estudos clinicos tem demonstrado a associacdo entre 0 aumento na
producdo de ROS, o desenvolvimento de disfuncdo organica e o progndéstico do
paciente (Ojeda et al., 2011; Santos et al., 2012).

1.1.4 Espécies reativas de oxigénio e a sepse

O termo radicais livres refere-se a espécies quimicas que apresentam
elétrons ndo pareados na camada orbital mais externa (Riley, 1994). Foram
descritos pela primeira vez por Moses Gomberg, e devido sua alta reatividade e
meia vida curta, sua presenca em sistemas biologicos foi inicialmente descartada

(Gomberg, 1900). Em 1954, no entanto, esta visdo mudou e sua associacdo com
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processos patologicos e de envelhecimento foi quase imediato (Commoner et al.,
1954). Em muitos textos os termos radicais livres e ROS s&o tratados como
sinbnimos. Entretanto ROS s&o representadas por moléculas necessariamente
oxigenadas que podem ou nao apresentar radicais livres. Como por exemplo, 0
peroxido de hidrogénio (H20-), anions superoéxido (O, ), oxigénio atémico (1/2 O,), e
radicais hidroxil (-OH). ROS sao subprodutos do metabolismo aerébico e, em
condicbes normais durante a respiracdo celular, uma pequena quantidade do
oxigénio consumido pelas células (menos de 10%) é reduzido a estas entidades
guimicas altamente reativas. (Figura 2). Cerca de 90% do ROS intracelular séo
produzidos nas mitocondrias (Skulachev, 2012), na cadeia transportadora de
elétrons (CTE). Os elétrons podem escapar da CTE, principalmente da coenzima Q,
e se associar ao oxigénio molecular gerando o anion superdxido, que serdo

convertidos espontaneamente ou enzimaticamente a H,O, ou HO".

Oy 05 2;+ > H,0,—S—>HO" +HO
de|4H"
YH, 0= e, H (H)
2 .
= H

Figura 2: Formacédo de espécies reativas a partir do oxigénio. O oxigénio molecular ao
ganhar um elétron é reduzido a &nions superoxido (O,7). Uma reducdo adicional
acompanhada da ligagcédo de duas moléculas de hidrogénio produz o peréxido de hidrogénio
(H,0,), que apesar de ser uma mlécula altamente reativa ndo é considerada um radical
livre. Ao receber mais um elétron é dissociado em um radical hidroxila e um anion hidroxila,
gue ao se associarem respectivamente com um elétron e um préton, ou apenas um préton,
produzem &gua (H,0). Retirado de (Lushchak, 2014)

Existem outras fontes intracelulares de ROS que, em condi¢cbes normais,
contribuem em menor propor¢do. E o0 caso do reticulo endoplasmatico
(principalmente a familia de enzimas citocromo P450), 0s peroxissomos gue Sao
importantes organelas envolvidas na detoxificacdo de H,O, (Boveris et al., 1972), as
membranas nucleares que contém citocromo oxidases e sistemas de transporte de
elétrons de funcdo ainda desconhecida (Freeman e Crapo, 1982) e a membrana

plasmatica cuja as enzimas oxidases associadas sdo responsaveis pela producéo
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de oxidantes estimulados pela maioria dos fatores de crescimento e citocinas
(Hordijk, 2006; Sundaresan et al., 1995).

As oxidases tem importante papel na geracdo de ROS durante a resposta
inflamatéria (Rada e Leto, 2008). Apesar de frequentemente se encontrarem
associada a membrana algumas oxidases sdo encontradas na forma soluvel. Estas
enzimas oxidam substratos organicos como carboidratos, aminoacidos, aldeidos, e
em determinadas circunstancias liberam uma quantidade significativa de ROS. Em
situacdo de hipoxia, por exemplo, a enzima xantina oxidase pode ser a principal
fonte de ROS (Griguer et al., 2006; Nanduri et al., 2013). Quando patdégenos séo
reconhecidos pelo sistema imune o complexo enzimatico da NADPH oxidase (NOX)
€ ativado e o ROS produzido € capaz de inativar e até mesmo eliminar o agente
infeccioso (Briggs et al., 1977; Kakinuma et al., 1980).

Os membros da familia NOX talvez sejam as oxidases melhor estudadas
(Figura 4). Todos os membras da familia NOX s&o proteinas transmembranas que
transportam elétrons através de membranas celulares reduzindo o oxigénio
molecular a ions superéxido. Para isso, seus membros compartilham homologias
estruturais que incluem seis dominios transmembranas, um sitio de ligacdo ao
NADPH (fonte dos elétrons usada na reducdo do oxigénio), um dominio contendo
adenina flavina dinucleotideo (FAD) e quatro grupos heme (por isso considerados
flavocitocromos) (Bedard e Krause, 2007). O primeiro membro da familia NOX foi
descoberto inicialmente em fagocitos, como uma enzima central no processo de

burst respiratério (nomeadas como gp91°"™

agora chamada de NOX2), cuja Unica
funcdo enziméatica é produzir ROS, diferentes de outras fontes onde ROS é apenas
um subproduto de outras reacdes (Brandes et al., 2014; Nayernia et al., 2014).

A NOX2 ao longo do tempo foi extensivamente estudada e seu
funcionamento ajuda a compreender as outras isoformas da familia. Em estado
quiescente, NOX2 se associa constitutivamente com p22°"* (formando o
flavocitocromo bssg), esta ligacdo é fundamental para a estabilidade de NOX2 na
membrana, uma vez que células fagociticas de pacientes deficientes em p22P"°
apresentam niveis ndo detectaveis de NOX2 (Dinauer et al., 1990; Parkos et al.,
1989). Para sua ativacdo outras subunidades localizadas no citosol precisam ser
recrutadas e associar ao dimero NOX2/p22P"* s&o elas as proteinas reguladoras,
p40P"* pa7PM* @ p67P"* (Groemping and Rittinger, 2005; Sumimoto et al., 2005).

Apés estimulo a subunidade reguladora p47ph°" é fosforilada induzindo mudancas

conformacionais que permitem sua associacdo a p22°"* promovendo a translocacéo
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do complexo citosolico inteiro para a membrana. Pequenas GTPases como a Rac2
GTPase e RaplA também séo requeridas para a montagem e ativacdo do complexo
(Diebold e Bokoch, 2001). Uma vez ativado, o complexo produz ions superoxidos a
partir da transferéncia de elétrons do NADPH para o oxigénio molecular. Nos ultimos
anos muitos avancos foram feitos nos estudos dos homologos da NOX2.
Atualmente, a familia NOX é composta por sete membros nomeadas NOX 1-5 e
DUOX1 e 2, compartilhando entre si extensa homologia e diferem quanto a
distribuicdo entre os diversos tipos celulares, as subunidades estruturais,

dependéncia de Ca * e o tipo de ROS produzido (Panday et al., 2015) (Figura 3).

0, 0, 0y 0, H,0,
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Figura 3: Familia NADPH oxidase. Possui sete isoformas descritas, NOX 1-5 e DUOX 1 e
2, classificadas pela estrutura dos dominios, regulacdo e ROS gerado. NOX 1 e 3 formam
heterodimeros com a proteina p22™"™ e para formar o complexo ativo se associam com as
proteinas citoplasmaticas RAC, NOXA1l e NOXO1l. NOX 2 também esta presente na

membrana associada a p22°"*

e sob ativacéo recruta os componentes citoplasmaticos RAC,
p67°"* pa7P"™ e p40P"™*. NOX 4 se associa a p22”"™ mas ndo depende de proteinas
citoplasmaticas, além disso, é constitutivamente ativa. Nox 5 e Duox1 e DUOX2 séo ativadas
pelo Ca*" e estes dois Ultimos formam complexos com as proteinas transmembranares
DUOXA1 e DUOXA2 respectivamente. NOX1, 2, 3 e 5 produzem primariamente ions
superoxidos enquanto NOX 4 e DUOX1 e 2 geram principalmente peroxido de hidrogénio.

Retirado de (Lambeth e Neish, 2014).

Organismos vivos possuem sistemas finamente regulados para manter baixos

0s niveis de ROS, isto é, a sua producdo e eliminacdo sdo bem equilibrados



(Persson et al., 2014). As defesas antioxidantes tem importante papel nesta
regulacdo e, para fins didaticos, podem ser divididas em duas categorias, 0s
antioxidantes enzimaticos e nao enzimaticos (Aslani e Ghobadi, 2016). Dentre os
antioxidantes enzimaticos temos as enzimas primarias, chamadas assim porque
previnem a formacdo de ROS ou neutralizam sua acdo, como a glutationa
peroxidase (GPx), a catalase (CAT) as peroxiredoxinas (PRXs) e a superdxido
dismutase (SOD), sendo as enzimas antioxidantes mais efetivas (Carocho e
Ferreira, 2013; Jonsson et al., 2009; Rahman, 2007; Valko et al., 2006). As enzimas
secundarias sédo aquelas que ndo neutralizam diretamente as espécies reativas, mas
desempenham um papel fundamental auxiliando a atuacdo de outros antioxidantes,
principalmente por regenerar o potencial redutor destes agentes. Como exemplo,
podemos citar a glutationa redutase (GR) que reduz a glutationa oxidada (GSSG) e
a enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) que regenera o NADPH (Carocho
e Ferreira, 2013).

Os antioxidantes ndo enzimaticos podem ser classificados como
antioxidantes metabdlicos ou nutrientes antioxidantes. Antioxidantes metabolicos
sdo gerados endogenamente por vias metabodlicas especificas, incluem os
antioxidantes que possuem o grupamento tiol como a glutationa, tiorredoxina (Trx),
glutarredoxina (GRX) e o acido lipdico. Aléem destes, existem também a melatonina,
coenzima Q10 (CoQ), &cido urico, bilirrubina e as proteinas quelantes de metais
(Nordberg e Arnér, 2001; Pham-Huy et al., 2008; Rahman, 2007). Como o proéprio
nome ja diz, os nutrientes antioxidantes sado aqueles obtidos de fontes exdgenas
através da alimentacdo ou pela ingestdo de suplementos vitaminicos e minerais.
Nesta categoria se encontram a vitamina C, vitamina E, carotendides, selénio,
enxofre, zinco e compostos polifendlicos (Battin e Brumaghim, 2009; Fang et al.,
2002; Pham-Huy et al., 2008; Rahman, 2007).

O papel de ROS néao se limita a efeitos deletérios, apesar desta ser a visao
predominante por muito tempo, efeitos biolégicos importantes vem sendo atribuidos
as ROS (Schieber e Chandel, 2014). Por exemplo, seu papel na resposta imune vai
além da acdo citotoxica direta sobre os patdgenos (Babior et al., 1975, 1973),
evidéncias recentes mostram que ROS sdo importantes segundos mensageiros
durante as respostas imunes inata e adaptativa (Kamiski et al., 2013; West et al.,
2011). A participagéo da sinalizagao via ROS na ativagéo de fatores de crescimento,
acompanhada pelo sua acdo na inativagdo de fosfatases, como a supressora de

tumores PTEN (do inglés Phosphatase and tensin homolog), evidencia seu papel
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regulador sobre a proliferacéo celular (Kwon et al., 2004; Lee et al., 2002; Leslie et
al., 2003). ROS ¢é essencial também no processo de diferenciacdo de varios tipos
celulares, incluindo a diferenciacdo de células tronco mesenquimais em adipdcitos
(Tormos et al., 2011) e de precursores hematopoiéticos (Juntilla et al., 2010). Hoje
se sabe que os niveis de ROS podem se controlados por horménios como a insulina
(Spagnoli et al., 1995) reforcando a possibilidade do seu envolvimento em processos
metabdlicos.

Chamamos de estresse oxidativo a producéo excessiva de ROS que nao
pode ser contrabalanceada pelas defesas antioxidantes, perturbando assim o
balanco redox da célula (Sies, 1985). Devido a sua instabilidade molecular, o0 ROS
em excesso reage prontamente com biomoléculas alterando sua estrutura e funcgéo.
O estresse oxidativo esta associado a inumeras patologias, além de ter funcdes
definidas no processo de envelhecimento (Berlett e Stadtman, 1997; Halliwell et al.,
1992; Uttara et al., 2009). Em um organismo, as duas fontes mais potentes de
espécies reativas sédo a disfuncao mitocondrial e o sistema imune ativado, ambos 0s
eventos ocorrem na sepse (Blackwell e Christman, 1997).

Devido a correlagdo observada entre o aumento do lactato circulante
(metabolismo anaerdbio) e a taxa de mortalildade de pacientes (Border e Weil,
1964), inicialmente acreditava-se que disfun¢cdo organica ocorria principalmente em
consequencia de alteracbes na perfusdo e a consequente hipdxia tecidual.
Entretanto, medidas para otimizar a perfusao tecidual tem mostrados ter pouco ou
nenhum beneficio no quadro de sepse associada a disfuncdo de um ou mais 6rgaos
(Hayes et al 1994; Gattinoni et al. 1995). Além disto, trabalhos tem demonstrado que
durante a sepse ocorre uma redistribuicdo do fluxo microvascular (Ince et al, 1999) e
também uma normal, ou mesmo aumentada, tensdo do oxigénio em orgaos de
animais e pacientes com sepse (VanderMeer et.al 1995; Rosser et al, 1995;
Boekstegers et. al,1991; Sair et.al, 2001) sugerindo que o defeito resida mais na
inabilidade das células em usar o oxigénio (disoxia) do que na distribuicdo de
oXigénio per se.

A hipoétese da hipdxia citopatica proposta por Fink postula que um desarranjo
intrinseco do metabolismo energético da célula com dano a fosforilagdo oxidativa e
reducdo na producéo de ATP potencialmente induz a MODS (Fink, 2002). Esta bem
descrito na literatura que a disfuncdo mitocondrial esta envolvida na patogénese da
MODS em vérias condi¢cfes patoldgicas (Brealey e Singer, 2003; Hotchkiss e Karl,
2003; Streck et al.,, 2003; Wallace, 2005). Na sepse, tanto em modelos
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experimentais quanto em humanos as mitocondrias manifestam evidéncias de danos
a nivel ultraestrutural e anormalidades bioenergéticas que correlacionam com a
gravidade do quadro (Krishnagopalan et al, 2002; Crouser et al, 2002; Brealey et al,
2002).

Os mecanismos associados a disfuncdo mitocondrial durante a sepse
derivam de uma série de eventos complexos. A combinacdo da producdo de
grandes quantidades de ROS, NO e mediadores inflamatérios podem influenciar
diretamente na fungdo mitocondrial e na producdo de energia. Por exemplo, a
peroxidacdo do lipidio cardiolipina, presentes na membrana mitocondrial interna,
induz modificagcdes profundas na fisiologia da membrana que levam a dissociagéao
do citocromo c, reducdo da producdo de ATP e ainda mais producdo de ROS
(Droge, 2002; James e Murphy, 2002). Além disso, o DNA mitocondrial (DNAmMt)
também é um alvo para os danos gerados pelo estresse oxidativo, ainda mais
devido a sua proximidade a CTE. O DNAmt codifica genes para varios polipeptideos
vitais para o transporte de elétrons e a geracdo de energia. O dano oxidativo ao
DNAmt pode acarretar na producdo de proteinas defeituosas e perda de funcédo das
enzimas envolvidas no transporte de elétrons e mais geracdo de ROS (Fariss et al.,
2005; Remmen e Richardson, 2001). Entretanto, a ocorréncia destes ciclos de auto-
amplificagéo da geragdo de ROS e danos mitocondriais ainda ndo se encontram
claros no caso da sepse.

Além da disfun¢do mitocondrial, na sepse, existem varias fontes potenciais de
ROS. A ativacdo da xantina oxidase, por exemplo, ocorre em resultado dos
episodios de esquemia e reperfusdo e refletem a perda de controle da
microvasculatura. Pacientes sépticos apresentam niveis aumentados de atividade da
xantina oxidase (Galley et al., 1996), e seus niveis sdo superiores em pacientes que
nao sobreviveram a sepse em comparacdo com os sobreviventes (Luchtemberg et
al., 2008). Mas, a principal oxidase envolvida na producdo de ROS durante a sepse
€ a NADPH oxidase e sua ativacdo responde pela principal fonte de O, (Babior,
2004), essencial para o burst respiratorio associado a ativacdo de leucdcitos. Os
anions superoxido gerados pelo complexo da NADPH-oxidase em células
fagociticas tem funcao primordial na eliminagcdo de microorganismos invasores e
consequentemente no controle da infec¢cdo, uma vez que camundongos deficientes
em subunidades da NADPH-oxidase e humanos com doenca granulomatosa
crobnica, onde também falta a atividade da NADPH oxidase, sdo incapazes de

executar adequadamente as fungdes bactericidas (Gao et al., 2002).
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Os danos decorrentes do estresse oxidativo ocorrem quando ha excesso na
producdo de ROS e/ou ineficiéncia nas defesas antioxidantes incluindo SOD, CAT,
as vitaminas C e E, e GSH, e ambos processos podem ocorrer durante a sepse
(Cowley et al., 1996a; Galley et al., 1997; Macdonald et al., 2003). ApOs a inducao
da sepse, trabalhos mostram que o desequilibrio entre as enzimas antioxidantes
SOD e CAT é seguida por danos oxidativos nos principais sistemas de 6rgdos
(pulméo, coracdo, figado, e rim) (Hotchkiss e Karl, 2003). Além disso, evidéncias
sugerem que a capacidade antioxidante total do plasma de pacientes em estagios
iniciais de disfuncdo orgéanica se encontra reduzida (Cowley et al., 1996b). Pacientes
sépticos apresentam reducdo nos niveis de alfa-tocoferol (Goode et al., 1995;
Ogilvie et al., 1991), selenio (Ogilvie et al.,, 1991), vitamina A, beta-caroteno,
licopeno (Goode et al., 1995) e acido ascorbico (Borrelli et al., 1996). De maneira
interessante, a concentracdo de acido ascorbico (vitamina C) no plasma se
correlaciona inversamente com a incidéncia de faléncia organica e diretamente com
a taxa de sobrevivéncia (Borrelli et al., 1996). Por isso a terapia antioxidante tem
sido considerada como um potencial tratamento para a MODS (Andrades et al.,
2011; Crimi et al., 2006; Fowler et al., 2014).

1.1.5 Dano oxidativo: peroxidacéao lipidica.

Devido ao papel de ROS no processo de eliminacdo de patdgenos e sua
participacdo como segudo mensageiro na transducdo de sinal e na ativacado de
genes durante a resposta inflamatoria sua importancia na resposta imune do
hospedeiro ndo pode ser desconsiderada. (Ray et al., 2012). Entretanto, na sepse, a
producdo desregulada de ROS associada a niveis inadequados de defesas
antioxidantes levam a efeitos deletérios graves sobre a maquinaria celular e seus
componentes (Galley, 2011; Victor et al., 2009). Em altas concentracdes, ROS pode
causar dano a todos os tipos de biomoléculas presentes no organismo.

O dano oxidativo as proteinas, por exemplo, pode ser causado pela acao
direta de ROS ou pela rea¢cbes com intermediarios reativos gerados pelo estresse
oxidativo. Alteracdes estruturais importantes ocorrem como a quebra da estrutura
proteica, cross-linking e modificagGes nas cadeias laterais de praticamente todos os
aminoacidos, sendo a maioria destas modificagdes irreversiveis (Davies, 2005;
Davies et al., 1999; Stadtman e Berlett, 1997). As proteinas participam ativamente

na maioria dos processos biologicos celulares e por isso estas modificacdes tem
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uma ampla gama de consequéncias fucionais como a inibicdo de atividade
enzimatica, alteracdes no funcionamento de receptores e proteinas carreadoras,
formacdo de agregados, aumento da susceptibilidade a protedlise, dentre outros
(Grune et al., 2003; Stadtman e Levine, 2003). Proteinas carboniladas sdo geradas
pela oxidacdo de cadeias laterais de varios aminoacidos e por sua estabilidade
guimica sdo importantes biomarcadores do dano oxidativo em diferentes condicdes,
incluindo na sepse (Winterbourn et al., 2000).

O DNA também pode ser afetado pelo estresse oxidativo. Degradagédo de
bases, fragmentacdo de fitas simples ou dupla, modificacbes nas estruturas de
purinas, pirimidinas ou da pentose, cross-linking com proteinas sdo algumas das
alteracdes observadas. Além disso, uma série de alteracdes na sequencia de bases
decorrentes de delecdes ou translocacbes sao geradas pelo dano oxidativo, mas de
maneira indireta, pela inativacdo de enzimas de reparo do DNA e danos a DNA
polimerase (Halliwell e Gutteridge, 2007). Normalmente, o 8-hidroxi-20-
desoxiguanosina (8 OHdG) é medido como um indice de dano oxidativo ao DNA
(Halliwell e Whiteman, 2004).

Dentre as biomoléculas mais suceptiveis ao dano oxidativo podemos destacar
os lipidios. Atualmente a peroxidacao lipidica é considerada o principal mecanismo
molecular envolvido no dano oxidativo a estruturas celulares e em processos de
toxicidade que levam a morte celular. Pode ser descrito de maneira geral como um
processo em que oxidantes, tais como os radicais livres, atacam os lipidios contendo
uma ligacéo dupla carbono-carbono. Os acidos graxos poli-insaturados (PUFAS) sdo
mais susceptiveis ao ataque por radicais livres, devido a presenca de carbono
metilénico bis-alilico. A ligacdo metileno C-H proxima a uma dupla ligacdo é
enfraquecida e como consequéncia o hidrogénio € mais propenso a abstracdo. O
elétron ndo pareado € estabilizado por um rearranjo molecular das duplas ligacées
formando dienos conjugados que combinados ao oxigénio formam o radical peroxil
(ou peroxila), esta reacao pode ser chamada de iniciadora. A partir dai a reacéo
oxidativa pode ser amplificada uma vez que os radicais lipidicos peroxil podem
subtrair a&tomos de hidrogénios de outros PUFAs iniciando uma reacdo em cadeia
(Halliwell e Gutteridge, 1984; Yin et al., 2011).

A decomposicao de peroxidos lipidicos é catalisada pelos complexos de
metais de transicdo e produzem intermediarios reativos como os radicais alcoxila
(RO, hidroxila (HO") e alquila, que assim como o radical peroxil, sdo capazes de

retirar atomos de hidrogénio dos PUFAs, perpetuando a reacdo de peroxidacao
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lipidica. Este ciclo de producéo de radicais peroxil gerando hidroperéxidos organicos
€ chamado de fase de propagacdo e explica a conversao de varios PUFAs em
hidroperoxidos lipidicos a partir de uma reacdo de iniciacdo. ApdOs rearranjo, 0s
produtos finais da peroxidacdo lipidica se tornam relativamente estaveis, Sao
compostos principalmente por aldeidos reativos a,B-insaturados, como o
malondialdeido (MDA), 4-hidroxi-2-nonenal (HNE), e 2-propenal (acroleina), e os
isoprostanos (Esterbauer et al., 1991).

Devido sua natureza anfifilica, estes aldeidos reativos podem se difundir
facilmente através da membrana e atuar em sitios intracelulares distintos ou mesmo
fora da célula, atuando como segundos mensageiros de eventos citotoxicos em
regibes distantes do seu sitio original (Negre-Salvayre et al., 2008; Uchida, 2003).
Sua capacidade de causar efeitos citotoxicos e alteragbes em diversas funcdes
celulares depende principalmente da formacédo de adutos intra e intermolecular com
biomoléculas como proteinas (Grimsrud et al., 2008), DNA (Marnett, 2002, 1999) e
fosfolipidios (Reis e Spickett, 2012). Dentre estes intermediarios reativos destaca-se
0 MDA descrito como o produto mais mutagénico de peroxidacao lipidica, e 0 4-
HNE, o mais toxico (Esterbauer et al., 1990).

A nivel celular, os efeitos lipotdxicos mediados por lipidios oxidados incluem
alteracbes na composicdo e permeabilidade de membranas celulares, modificacao
na estrutura e alteragdes funcionais de enzimas e receptores, estresse do reticulo
endoplasmatico, além de danos ao DNA (Orlicky et al., 2011; Zimmeman. J.J, 1995).
O dano oxidativo pode afetar também a composicdo da membrana mitocondrial
resultando em despolarizacdo e desacoplamento da fosforilacdo oxidativa, com
profundos impactos no metabolismo energético da célula. Em dltima instancia o
dano mitocondrial pode levar a liberagdo de citocromo C para o citosol e
conseqguente ativacdo de caspases levando a morte celular por apoptose (Schaffer,
2003). A concentracao fisioldgica de produtos da lipoperoxidacéo € baixa, entretanto
este panorama muda em condi¢cfes patoldgicas. As concentracdes plasmaticas de
MDA e HNE aumentam significativamente em pacientes com diabetes mellitus
(Slatter et al., 2000), asma (Wood et al., 2003), e no cérebro de pacientes com
doenca de Parkinson e Alzheimer (Barnham et al., 2004). Em pacientes com artrite
reumatoide, esclerose sistémica, lupus eritramatoso ou faléncia renal crdnica os
niveis séricos de HNE aumentam de 3 a 10 vezes em comparagdo com 0s valores

fisiologicos (Siems e Grune, 2003).
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A peroxidacdo lipidica também € um importante componente das lesdes
mediadas por radicais livres durante a sepse (Schaffer, 2003). Os primeiros
trabalhos realizados por Takeda e colaboradores ja demonstravam o aumento nos
niveis plasmaticos de substancia reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) em
pacientes com sepse grave se comparados com os controles, sugerindo aumento da
peroxidacdo lipidica (Takeda et al.,1984). Posteriormente, Goode e colaboradores
demonstraram uma correlacédo entre aumento de TBARS plasmaticos em pacientes
gue desenvolveram trés ou mais 6rgdos com disfuncdo secundéaria (Goode et al.,
1995). Isoprostanos e isofuranos sao subprodutos estaveis de peroxidacao lipidica e
marcadores especificos do estresse oxidativo in vivo. Os niveis plasmaticos de F2-
isoprostanos e isofuranos foram demonstrados estar associados com faléncia renal,
hepatica e de coagulacdo em pacientes com sepse grave, sugerindo que a
peroxidacao lipidica é uma caracteristica proeminente da faléncia de multiplos
orgaos (Ware. et al., 2010).

1.1.6 Alteracdes do metabolismo lipidico na sepse

O metabolismo de todos os tipos principais de macronutrientes (carboidratos,
proteinas e lipidios) é desregulado na sepse e muitas dessas perturbacdes
metabodlicas sdo mediadas por alteracbes no sistema enddcrino e no sistema
nervoso autbnomo (Khardori e Castillo, 2012; Norbury et al.,, 2007). A ativacao
destes dois sistemas ocorre simultaneamente e, em geral, aumenta o consumo de
energia. Os lipidios sdo a principal fonte de energia em pacientes com infeccdes e
adaptacdes em seu metabolismo sdo caracteristicas em pacientes sépticos (Michie,
1996). A chamada lipemia da sepse é marcada pelo aumento na circulacdo de
triacilglicerol e acidos graxos livres (Andersen et al., 2004; Gallin et al., 1969) e
ocorre devido a reducdo na oxidacdo apresentada em diferentes Orgaos,
principalmente no figado, e o aumento da lipdlise no tecido adiposo (Johnson et al.,
2005; Macfarlane et al., 2008; Wang e Evans, 1997).

Estas alteracdes ocorrem em resposta a massiva liberacdo de catecolaminas,
corticosteroides e mediadores inflamatoérios (Khardori e Castillo, 2012; Klein et al.,
1991). Em conjunto, esses mediadores antagonizam a acao insulina no tecido
adiposo e hepatico gerando resisténcia a insulina, hiperglicemia e aumento da
lipdlise (Lang, 1992). Além do aumento de &cidos graxos circulantes, os pacientes
com sepse grave tem baixos niveis de colesterol e consequentemente de
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lipoproteina de alta densidade (HDL), lipoproteinas de baixa densidade (LDL), e
apolipoproteina A-l (Apo A-1) (Chenaud. et al., 2004; Dimopoulou, 2014; Wendel et
al., 2007). Concentragdes mais baixas de HDL e LDL estdo associados a pacientes
gue nao sobreviveram ao quadro séptico e por iSso seus niveis sdo apontados como
potenciais parametros preditores de mortalidade (Chien et al., 2005; Lekkou et al.,
2014; Ngaosuwan et al., 2015). Além disso, McDonald e colaboradores relataram
gue o pré-tratamento com HDL reconstituido (rHDL) reduziu a gravidade dos danos
a 6rgaos como pulmao, figado e intestino induzidos pelo estimulo com LPS em ratos
por mecanismos envolvendo a expressao de moléculas de adesdo como p-selectina
(McDonald et al., 2003). Além disso, animais knockout para Apo A-l apresentam
maior suceptibilidade a sepse por apresentar baixa capacidade de producao de
corticosterona, deficiéncia nos processos de neutralizagdo ou remogéo do LPS, e o
recrutamento de leucocitos prejudicado (Guo et al., 2013).

Os mecanismos responsaveis por estas alteracdées no metabolismo lipidico
nao estdo completamente elucidados, entretanto fatores como a inibicdo de
lipoproteina lipases, a superproducdo de trigliceridios pelo figado, o desequilibrio
entre sintese e utilizacdo dos acidos graxos, e a influéncia de vias de sinalizacao
mediadas por citocinas e endotoxinas certamente contribuem para este processo
(Large e Arner, 1998; van Leeuwen et al., 2003). A respeito deste ultimo, estudos
demonstraram a contribuicdo do LPS na reducdo da oxidacdo de acidos graxos
livres por induzir a reducéo da expresséao de enzimas centrais no processo da beta-
oxidacdo como a carnitina palmitoiltransferase-1 (CPT-1) e a acil-CoA
desidrogenase de cadeia média (MCAD) no figado, rim e muasculo esquelético
(Feingold et al., 2008). Estas proteinas estdo sob o controle dos receptores
nucleares PPARa e PGC-1a, ambos também tem os niveis reduzidos pelo estimulo
por LPS, tanto in vitro quanto in vivo (Feingold et al., 2008; Wang e Evans, 1997).

A nivel celular, alteracées no metabolismo lipidico podem ser frequentemente
observadas sob a forma de pequenas gotas lipidicas acumuladas no citoplasma das
células conhecidas como corpusculos lipidicos (CLs). Aumento na formacao de CLs
durante a sepse tem sido demonstrados tanto in vivo quanto in vitro. Pacheco e
colaboradores, por exemplo, demonstraram o aumento de CLs em leucécitos de
pacientes sépticos em comparacdo com individuos saudaveis. O modelo de sepse
por injecdo intratoracica de LPS em camundongos também induziu o aumento
destas organelas de maneira dose e tempo-dependente (Pacheco et al., 2002). A

biogénese de CLs €& um evento altamente regulado e as vias de sinalizacéo
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envolvidas dependem do tipo celular e do estimulo (P.T. Bozza et al., 2009). Estudos
prévios demonstraram que o aumento no numero destas organelas induzido por
diferentes modelos de sepse depende de vias de sinalizacdo mediadas por TLRA4,
CD14, CD11b, PAF (fator ativador de plaquetas) e MCP-1 (Gomes et al., 2006; Leite
et al., 2005a; Pacheco et al., 2007, 2002). O acumulo de CLs em tecido que ndo o
adiposo é considerado um marcador de doencas inflamatérias e infecciosas
(Rossana C N Melo et al., 2006).

1.2 Corpusculos lipidicos (CLS)

Os CLs, também conhecidos como gotas lipidicas ou adipossomos, sao
organelas intracelulares ricas em lipidios neutros presentes em virtualmente todos
0s organismos (Alvarez et al., 1996; Murphy, 2012; Service, 2009; Waltermann et al.,
2005; Zhang et al., 2010). A concentracdo de lipidios no citoplasma das células é
uma caracteristica altamente conservada, provavelmente por seu papel no estoque
de energia e homeostase lipidica (Listenberger et al., 2003; Masuda et al., 2006) e
por muito tempo estas foram as Unicas fungbes atribuidas aos CLs. No entanto,
estudos recentes baseados na estrutura, composicao, biogénese e interacdo com
outras organelas apontam para um papel muito mais amplo, contribuindo para uma
mudanca na percepcdo de que CLs sejam apenas sitios de estoque de lipidios.
Atualmente, os CLs sdo reconhecidos como organelas dinAmicas e funcionalmente
ativas envolvidas no metabolismo, sinalizacdo celular e inflamacdo (Bozza et al.,
2009; Farese e Walther, 2009; Fujimoto et al., 2008; Martin e Parton, 2006a).

Os CLs nao séo organelas homogéneas, o seu teor de lipidios e proteinas pode
variar de acordo com tipo celular e estado de ativagcdo. Os CLs sdo estruturas
geralmente esféricas, compostas principalmente de triacilgliceréis (TAG) e colesterol
ésteres, e ndo sao delimitadas por uma membrana bilaminar classica (Figura 4 A),
mas sim por uma monocamada de fosfolipidios e colesterol (Tauchi-Sato et al.,
2002). Esta organizacgdo Unica desafia a compreensdo de como ocorrem as vias de
transporte de proteinas e lipidios, uma vez que 0 arranjo ndo se encaixa Nnos
mecanismos classicos de transporte vesicular. Por outro lado, favorece a sua
distincdo de outras organelas sob o microscopio eletrénico de transmisséao (Melo et
al., 2011) (Figura 4 C, D).
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Figura 4: Organizacao ultraestrutural dos CLs. (A,B) Representacdo esquematica dos
CLs enfatizando sua caracteristica distintiva de outras organelas, seu envoltério constituido
de uma camada Unica de fosfolipidios. (C,D) As micrografias eletrbnicas mostram a
heterogeneidade dos CLs a nivel ultraestrutural variando de fortemente elétron-densos a
elétron-licidos de acordo com o tipo celular e o estado de ativacdo. Adaptados de (Melo et
al., 2011).

A biogénese dos CLs ndo é um processo completamente compreendido. Entre

as varias teorias que tentam explicar este processo ha relativo consenso de que os
CLs tém origem no RE. Semelhancas no conteldo lipidico e proteico entre essas
organelas e estudos ultra-estruturais sugerem fortemente essa derivagéo (Bartz et
al., 2007a; Ozeki et al., 2005; Ploegh, 2007; Robenek et al., 2004; Tauchi-Sato et al.,
2002). O modelo classico da biogénese de CLs propfe a sintese e acumulo de
lipidios neutros entre os dois folhetos da bicamada lipidica do RE. Depois de atingir
determinado tamanho, os CLs brotam da membrana do RE como organelas
independentes ricas em lipidios neutros, rodeado por uma heme-membrana e com a
proteina desprovida de dominio de trans-membrana (Martin e Parton, 2006b;
Murphy, 2001; Robenek et al., 2004). No entanto, a identificacdo de proteinas que
atravessam a membrana permeando o centro dos CLs, tais como caveolinas e
ciclooxigenases (Bozza et al., 1997; Dvorak et al., 1992; Fujimoto et al., 2001; Pol et

al., 2001) associado a visualizagédo de estruturas membranosas ou membranotubular
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dentro dessas organelas, levaram a formulacdo de uma nova teoria chamada de
‘modelo de englobamento”, que propde que o CL em formacao incorpora projecoes
de membrana do RE, de ambos os folhetos, citoplasmética e luminal (Bozza et al.,
2009; Wan et al., 2007).

Mais de 160 espécies de lipidios foram identificadas nos CLs, presentes em
maiores ou menores quantidades. Em adipécitos, os TAGs sao largamente
dominantes, enquanto que em macrofagos espumosos, colesterol ésteres é mais
abundante (Bartz et al., 2007a; Grillitsch et al., 2011; Leber et al., 1994). Uma
variada gama de proteinas esta associada a superficie dos CLs através de porcoes
moleculares de natureza anfipatica e/ou hidrofébica (Boulant et al., 2006; Bussell e
Eliezer, 2003; Ostermeyer et al., 2004; Subramanian et al., 2004) e outras foram
detectadas no seu nucleo lipidico hidrofébico (Robenek et al., 2009, 2005). O grupo
mais abundante e bem caracterizado de proteinas associado com os CLs sao
denominados familia PAT e, por conseguinte, sdo frequentemente utilizados como
marcadores moleculares destas organelas (Bickel et al., 2009; Brasaemle, 2007).
Membros desta familia partilham semelhancas de sequéncia que inclui 0 dominio
conservado PAT, principalmente na sua regiao N-terminal (Bussell e Eliezer, 2003;
Lu et al., 2001; Miura et al., 2002).

As proteinas da familia PAT s&o as principais proteinas estruturais presentes na
superficie dos CLs, incluem a perilipina, ADRP (adipose differentiation-related
protein), TIP47 (tail-interacting protein of 47kDa), também chamadas PLIN 1, PLIN2
e PLIN3, respectivamente. Mais recentemente, outras proteinas desta familia foram
descritas (Dalen et al., 2007; Wolins et al., 2006). Perilipina € a proteina mais
abundante em CLs de adipdcitos e atua regulando mecanismos de lipdlise. Em
condi¢cOes basais, a perilipina protege os CLs da acéo das lipases, mas em resposta
a estimulacdo hormonal, esta proteina é fosforilada por cinases A dependente de
AMPc (PKA) e recruta lipases sensivel a hormonios, dentre outras lipases para os
CLs, permitindo o acesso destas enzimas ao seu substrato promovendo a lipdlise
(Greenberg et al., 1991; Sztalryd et al., 2003; Tansey et al., 2004). ADRP, que é
expressa ubiquamente, tém funcdes na incorporacdo e acumulacédo de lipidios em
diferentes tipos de células (Brasaemle et al.,, 1997). TIP47 foi originalmente
identificada como uma proteina envolvida no trafego de membrana a partir da rede
trans do Golgi. Por existir em outros compartimentos subcelulares, mas ser
rapidamente recrutados apds estimulo lipogénicos, TIP47 foi denominada proteina

permutavel associada aos CLs (Wolins et al., 2001).
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Nos ultimos anos, o numero de proteinas identificadas nos CLs aumentou
bastante, principalmente devido aumento dos estudos em prote6mica (Beller et al.,
2006; Cermelli et al., 2006; Hodges e Wu, 2010). Muitas destas proteinas estdo
envolvidas na biossintese, transporte e catabolismo de lipidios. Os CLs
compartimentalizam enzimas como acil-CoA sintetase, acil-CoA carboxilase,
esqualeno epoxidase, lanosterol sintase, triglicerideo lipase, alcool desidrogenase,
dentre outras (Brasaemle et al., 2004; Fujimoto et al., 2004; Liu et al., 2004,
McGookey e Anderson, 1983; Wan et al., 2007).

No entanto, associacdes inesperadas também foram encontradas, incluindo
proteinas de origem ribossomal, mitocondrial e componentes do RE. Foram
identificadas também proteinas relacionadas ao transporte vesicular, fusdo de
membranas e de associacdo ao citoesqueleto, como proteinas da familia das Rabs,
fator de ribosilacdo de ADP (ARF), pequenas GTPases e caveolinas, o que sugere
gue os corpusculos lipidicos possam sofrer eventos de fuséo e fissdo, aléem de poder
interagir com as demais organelas (Bartz et al.,, 2007b; Bostrom et al., 2007;
Fujimoto et al., 2001; Hodges e Wu, 2010; Ozeki et al., 2005; Wu et al., 2000).
Proteinas envolvidas na sinalizacdo celular e na produgdo de mediadores
inflamatérios foram detectadas em CLs de diferentes tipos celulares sob diferentes
condicbes (Bozza et al., 1997; Chen et al., 2002; Dvorak et al., 1993; Umlauf et al.,
2004; Yu et al., 2000, 1998). Em conjunto, estes achados destacam os CLs como
organela especializada, dindmica, com papéis que vdo muito além da regulacdo do
metabolismo lipidico, desempenhando fungdes na sinalizacdo celular, no trafego de

membrana e na formacéo e secrecdo de mediadores inflamatorios.

1.2.1 CLs e aiinflamacao.

Um importante avanco no entendimento biologia dos CLs foi a observacao de
gue estas organelas sdo induzidas em associacdo a resposta inflamatoria.
Leucdcitos ndo ativados, incluindo macréfagos, neutrofilos e eosindfilos, apresentam
poucos CLs os em seu citoplasma (entre 1 e 5). Entretanto, apds estimulacéo
inflamatéria de diferentes origens, um dramatico aumento ocorre no numero e
tamanho destas organelas (Bozza and Bandeira-Melo, 2005). O acumulo de CLs em
leucocitos tem sido observado em diversas patologias de origem inflamatéria e
infecciosa, como em macrofagos provenientes de lesdes ateroscleréticas (Paul et

al., 2008), eosinodfilos em inflamacdes alérgicas (Vieira-de-Abreu et al., 2010),
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células cancerosas (Accioly et al., 2008), em leucocitos do lavado pleural e de
granulomas formados durante infeccbes por micobactérias (Cardona et al., 2000;
D’Avila et al., 2006), em macréfagos presentes no peritdnio e no influxo inflamatério
no tecido cardiaco durante a infec¢cdo experimental por T. cruzi in vivo (Melo et al.,
2003).

A formacao de CLs durante o processo inflamatério € um evento regulado e,
de acordo com o estimulo, dependem de vias de sinaliza¢cdes especificas. Por
exemplo, prostaglandina D, (PGD2, um potente agente quimiotatico de leucécitos,
desencadeia a formacéo de CLs via receptor acoplado a proteina G em eosindfilos,
mas ndo em macrofagos (Mesquita-Santos et al., 2006) O PAF, mas néo liso-PAF,
através de seu receptor, induz formacdo de CLs em neutréfilos e eosindfilos (Bozza
et al., 1998, 1996) e as quimiocinas eotaxina (CCL11) e RANTES (CCL5), agindo via
receptores CCR3, estimulam formacéo de CLs em eosindfilos (Bandeira-Melo et al.,
2001; Vieira-De-Abreu et al., 2005). Durante as infec¢cdes por Mycobacterium bovis
BCG e por T. cruzi, a formagdo de corpusculos lipidicos tem mostrado ser
dependente do receptor semelhante a Toll 2 (TLR2), mas nao Toll 4 (TLR4) (D’Avila
et al., 2011, 2006).

Durante o processo inflamatorio os CLs funcionam como sitios de formacéo
de mediadores inflamatorios, os eicosandides. Os eicosanodides sdo mediadores
lipidicos formados a partir do metabolismo do &cido araquiddnico. Os CLs
compartimentalizam proteinas envolvidas no metabolismo e transporte do acido
araquidénico, bem como todas as enzimas necessarias para a sintese dos
eicosandides, incluindo fosfolipase A, (PLA;) (Wooten et al., 2008) ciclooxigenases
(COX) (Dvorak et al., 1993), prostaglandina E; (PGE,) sintase, 5- e 15-lipoxigenase
(5-LO e 15-LO) e leucotrieno C4 (LTC,4) (Bozza et al., 1997). Consistente com estas
observacdes, estudos tem mostrado significativa correlacdo entre o aumento no
namero de CLs e a formacéo de eicosanoides como LTCy, LTB4 e PGE-.

Durante as infec¢gbes por T.cruzi, o aumento no numero de CLs em
macroéfagos inflamatérios se mostrou positivamente correlacionado com a geracao
de PGE,, indicando a importancia desta organela na producdo de eicosanoides
durante a doenca de Chagas (Melo et al., 2003). Resultado similar foi observado
durante a infec¢édo por BCG, onde os CLs foram identificados como principal sitio de
localizacdo de PGE, nas células infectadas (D’Avila et al., 2006). Sob condicdes
alérgicas, os CLs foram apontados como principais sitios de localizagdo de LTC4 em

eosinofilos (Bandeira-Melo et al.,, 2001). LTB, foi identificado em grandes
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guantidades nestas organelas durante a sepse (Pacheco et al., 2007; Pacheco et al.,
2002) Além da producdo de eicosandides, os CLs podem desempenhar outros
papéis durante as desordens inflamatérias ou em resposta a infec¢Bes por
compartimentalizar citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento em leucdcitos
ativados. A primeira citocina detectada nos CLs foi o TNF-alfa, a partir de
imunomarcacao ultraestrutural em biopsias de pacientes com doencas de Crohn
(Beil et al.,1995). Posteriormente esta mesma citocina foi detectada em CLs de
leucécitos derivados de pacientes sépticos (Pacheco et al., 2002). Em eosindfilos
humanos, além da deteccdo de TNF-alfa, foram identificados o fator quimiotatico de
linfocitos RANTES e IL-16 (Lim et al.,1996). O fator de crescimento de fibroblastos
béasico (bFGF) foi demonstrado CLs em mastdcitos pulmonares (Dvorak et al., 2001).
Entretanto até 0 momento pouco se sabe sobre a funcdo destas moléculas dentro
dos CLs.

1.2.2 CLs e alipotoxicidade

Lipotoxicidade tem sido implicada na patogénese de doencas humanas
clinicamente importantes (Schaffer, 2003). No entanto, os mecanismos celulares que
determinam se o0 excesso de lipidios & bem tolerado ou citotoxico permanecem em
grande parte desconhecida. A principio, a formacao de CLs tem sido apontada como
citoprotetora, uma vez que protege as células dos danos gerados por altas
concentracbes de acidos graxos livres (Herms et al., 2013). Além disso, o
armazenamento de lipidios sob a forma de TAG é considerado segura devido a sua
inércia quimica. (Listenberger et al., 2003). As vias intracelulares que regulam a
dindmica de estoque e liberacdo de &cidos graxos, através do metabolismo dos
TAG, tem sido apontadas como determinantes se havera acumulo de metabdlitos
lipidicos e efeitos toxicos.

O conceito de que a acumulacdo de TAG pode proteger da lipotoxicidade
induzida por &cidos graxos foi introduzido por Listenberger e colaboradores. Em seu
trabalho, os autores observaram que a incubacdo de células com excesso de
palmitato, um &cido graxo saturado que tem baixa incorporacdo sob a forma de
TAGs, induz a morte celular desencadeada por lipotoxicidade. Entretanto, a co-
incubacdo com o acido graxo insaturado oleato reverte este efeito por direcionar o
palmitato para os reservatérios de TAG intracelular, os CLs, limitando sua

capacidade de estimular vias de apoptose. Utilizando células com a sintese de TAG
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prejudicada (Dgatl”) até o oleato foi capaz de induzir lipotoxicidade e morte celular
(Listenberger et al., 2003). Esses resultados sugerem que o sequestro de &cidos
graxos sob a forma de TAG nos CLs pode resgatar as células dos efeitos lipotdéxicos
dos &cidos graxos saturadas.

Em concordancia, animais knockout para a Dgatl(acil-CoA:diacilglicerol
aciltransferase), a Ultima enzima envolvida na sintese de TAG, desenvolvem
insuficiéncia cardiaca e morrem prematuramente. As andlises do tecido cardiaco
revelaram aumento nos niveis de diacilglicerol (DAG) e ceramidas, sugerindo que a
diminuicdo no sequestro destes metabdlitos lipidicos toxicos sob a forma de TAG
pode contribuir para insuficiéncia cardiaca (Liu et al., 2014). O mesmo aconteceu em
consequéncia da super expressao de ATGL (lipase adiposa de triacilglicerideos) em
cardiomidcitos, onde o aumento dos acidos graxos livres desencadeou mecanismos
de lipotoxicidade via estresse do RE (Bosma et al., 2014). Estudos recentes
demonstraram que a auséncia de perilipina 5 (PLIN 5 ou OxPAT), proteina
reguladora dos processos de estoque e hidrélise de TAG nos CLs em tecidos
oxidativos, induz a reducdo do numero destas organelas em paralelo com uma
elevada taxa de lipdlise, producdo de ROS e injuria lipotoxica em hepatdcitos e
cardiomidcitos (Kuramoto et al., 2012; Pollak et al., 2015; Wang et al., 2014).

Apesar de todas estas evidéncias apontando para um papel citoprotetor de se
armazenar acidos graxos livres em CLs, recentemente Pl6tz e colaboradores
apresentaram uma Vvisdo contraria, demonstrando que a deficiéncia nas proteinas
PLIN1 e PLIN2 em células produtoras de insulina ndo aumentam sua sensibilidade
aos efeitos citotoxicos mediados pelo acido palmitico (PA), apesar de reduzir
significativamente a formacdo de CLs. Além disso, a co-incubacdo de PA com
acidos graxos insaturados (&cido oléico) em diferentes concentragdes protege as
células dos efeitos citotoxicos do PA mesmo nas células deficientes em PLIN1 e
PLIN2, o que sugere que os CLs nao teriam funcdo essencial nestes mecanismos
protetores (Pl6tz et al., 2016).

O papel dos CLs nos eventos lipotéxicos mediados por lipidios peroxidados
também é controverso. Em 2015, ao estudar o desenvolvimento do sistema nervoso
central de drosofilas, Baley e colaboradores observaram que o estresse oxidativo é
capaz de induzir uma redistribuicdo dos éacidos graxos, incluindo &cidos graxos
insaturados, das membranas para os CLs, induzindo um aumento no nimero destas
organelas por mecanismos dependentes de fosfolipase D, lipinas e DGAT1. Os

autores também demonstraram que dentro dos CLs os acidos graxos poliinsaturados
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estdo mais protegidos da peroxidacdo lipidica do que quando associados as
membranas, desta forma os CLs forneceriam um ambiente de protecdo que
minimiza a reagdo em cadeia de peroxidacgao lipidica e limita os niveis de ROS. Este
papel antioxidante dos CLs protegeria ndo s6 as células da glia, como também
células-tronco neuronais e sua progénie (Bailey et al., 2015).

Em contrapartida outros trabalhos sugerem que os CLs podem conter lipidios
peroxidados e mediar danos lipotéxicos. No mesmo ano de 2015, Liu e
colaboradores, estudando modelos de doencas neurodegenerativas desencadeadas
por defeitos mitocondriais, observaram um acumulo de CLs em células da glia
ocorrendo no inicio ou precedendo o processo de neurodegeneracao tanto em
drosdfilas quanto em camundongos. O simples acumulo de CLs néo foi capaz de
induzir a neurodegeneracdo neste modelo. Entretanto, na presenca de ROS,
gerados pela disfuncdo mitocondrial, os lipidios acumulados nos CLs sofreram
peroxidacao e foram apontados como indutores de morte neuronal. Esta hipétese foi
fortalecida uma vez que a reducéo farmacoldgica ou genética do nimero e tamanho
dos CLs bem como da formagao de ROS significativamente retardou o processo de
neurodegeneracao (Liu et al., 2015).

Um potente efeito lipotoxico pode emergir quando associamos um quadro de
estresse oxidativo e acumulo de lipidios. O estresse oxidativo € um componente da
patogénese da esteatose hepética de origem alcodlica. O metabolismo do etanol
induz aumento na producdo de ROS por via mitocondrial e microssomal, este por
sua vez € capaz de reagir com a abundante carga lipidica gerando lipidios
peroxidados (Lieber, 2004; Tuma e Casey, 2003). Neste contexto, Orlicky e
colaboradores demonstraram a presenca de adutos de 4-HNE co-localizando com
as proteinas da familia PAT no figado de animais submetidos a dieta suplementada
com etanol, sugerindo que as proteinas da familia PAT ou moléculas associadas
encontradas na superficie dos CLs podem ser alvo de peroxidacao lipidica (Orlicky
et al., 2011). Ainda ndo se sabe qual o impacto destas modificagcbes nas fungbes
destas proteinas, principalmente aquelas relacionadas ao controle da lipolise. Os
autores também destacam que a distribuicdo espacial desta marcacdo de 4-HNE
nas zonas do figado se correlaciona com a de marcadores do estresse de RE, a

calreticulina e a Grp78.
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2 Justificativa

A sepse, como exposto, € uma patologia onde ocorrem ambos 0s eventos,
estresse oxidativo e disfuncdo do metabolismo lipidico. Apesar disso, o papel dos
efeitos lipotoxicos na disfuncdo celular e consequente disfuncédo organica durante a
sepse ainda é pouco estudado. Nos Ultimos anos tornou-se evidente a associacao
entre o aumento do estresse oxidativo e a progressao para estagios mais graves do
qguadro séptico, incluindo a disfuncdo organica. Adicionalmente a circulacdo de
lipidios peroxidados no plasma de pacientes sépticos aumenta, e seus niveis
correlacionam com a gravidade do quadro e com os eventos de faléncia organica,
(Ware et al., 2010). Os CLs tem papel chave no metabolismo dos TAG e sao as
principais organelas de estoque de lipidios intracelular. Seu nimero e tamanho
aumentam durante processos infecciosos e inflamatérios, incluindo durante a sepse.
Mesmo assim pouco se sabe sobre a associacao entre estes dois eventos, a saber,
a producéo de ROS e a biogénese de CLs e qual seria o papel destas organelas nos
danos celulares mediados por lipidios peroxidados durante a sepse. Entender os
mecanismos fisiopatolégicos envolvidos nos quadros de sepse, principalmente nos
casos de sepse grave e disfuncdo organica, € de suma importancia para o

estabelecimento de novos alvos terapéuticos e melhor manejo clinico da doenca.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo geral

Estudar o papel de ROS na biogénese e peroxidacdo de componentes dos CLs

durante a sepse experimental.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a cinética de formacéo de CLs e da producdo de ROS apds estimulo

por LPS + IFNy, in vitro;

e Avaliar a relacdo entre disfuncdo mitocondrial e formacéo de CLs;

e Estudar a participagcdo de ROS produzido pela ativacdo da enzima NADPH
oxidase na biogénese de CLs apoés estimulo por LPS + IFNy, in vitro;

e Estudar as consequéncias do estresse oxidativo no conteudo lipidico e

proteico dos CLs;

e Estudar a biogénese de CLs, altera¢cdes ultraetruturais e dano celular durante

a sepse experimental in vivo;
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4 Material e Métodos

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos adultos machos das linhagens Swiss Webster
(experimentos de microscopia eletrénica) e C57BL/6 (demais experimentos), com
peso entre 20 e 25q, fornecidos pelo biotério central da Fundacdo Oswaldo Cruz e
mantidos em gaiolas plasticas com cinco animais,com livre acesso a agua e racao,
em uma sala com temperatura de 22 a 24°C, com ciclos de 12 h luz/escuro nos
biotérios do Pavilhdo Osério de Almeida e Pavilhdo Hélio e Peggy Pereira (HPP),
Fiocruz-RJ. Todos os procedimentos experimentais seguiram as recomendacdes da
Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal da Fiocruz sob o Protocolo #
LW32/12.

4.2 Ligadura e puncao cecal (CLP)

Para induzir a sepse polimicrobiana foi utilizado o modelo de ligadura e pungé&o cecal
(CLP). Os camundongos foram anestesiados intraperitonealmente com ketamina
112,5 mg/kg e xilazina 10 mg/kg e submetidos a laparotomia, o ceco foi exposto e
ligado com linha de algodao (4.0) abaixo da juncéo ileocecal para evitar obstrucéo.
Em seguida, o ceco foi perfurado com uma agulha de 21 gauge e uma coluna de
1mm de fezes foi extravasada de cada perfuracdo para induzir a sepse. O numero
de perfuragdes variou de acordo com o com o grau de gravidade pretendida, sendo
2 furos (sepse branda) e 9 furos (sepse grave) (grupo CLP). Apds o procedimento
cirirgico, os animais receberam 1,0 mL de solugdo salina subcutdnea para
reposicao volémica. Os animais falso operados (grupo SHAM) foram submetidos a
cirurgia em que o ceco foi apenas exposto, mas néo ligado e nem perfurado. Apés 6
e 24 horas da cirurgia, os animais foram tratados intraperitonealmente com
antibiotico de Ertapenem (75 mg/kg) e acondicionados em caixas apropriadas para
a observacéo diéria.

Nos experimentos para coleta de amostra para microscopia eletrénica o CLP
foi realizado em camundongos Swiss, o0 ceco foi ligado com fio de sutura 3.0 e

perfurado duas vezes com agulha de 18 gauge.

Pré-tratamento com apocinina: Uma parte dos animais submetidos a sepse grave

(9 furos) ou SHAM foi pré-tratada com apocinina (Sigma-Aldrich, W508454) com o
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objetivo de inibir a acdo da enzima NADPH oxidase. A apocinina foi administrada
intraperitonealmente (20mg/Kg) 1h antes da cirurgia de CLP. Esta concentragdo de
apocinina foi escolhida em funcéo de outro estudo do grupo que administrou esta

mesma dose em camundongos (Hernandes et al., 2014).
4.3 Obtencado de macréfagos derivados de medula 6ssea

Camundongos C57BI/6 foram eutanasiados em camara de gas carbénico e tiveram
o fémur de ambas as pernas removidas. No fluxo laminar, as epifises dos fémures
foram removidas e o interior do osso lavado com 1mL de tampé&o fosfato salina
(PBS) estéril com auxilio de uma seringa de 1 mL. A suspensdo de células foi
guantificada em camara de Neubauer e plagueadas na propor¢cdo de 4 x 10°
células/placa de petri em 10 ml do meio BBM — bone-marrow macrophage (RPMI-
1640 + 1 % L-glutamina, 1% penicilina e estreptomicina, + 20% soro fetal bovino
(SFB) + 30% do sobrenadante da cultura de L929). Apés 5 dias de incubagdo em
atmosfera de 5% de CO, a 37°C, foram adicionados mais 10 mL do meio BMM
completo como descrito anteriormente e as células permaneceram em incubacéo até
0 7° dia. O sobrenadante da cultura foi recolhido e descartado. Para ressuspender
as ceélulas aderidas, 5 mL de PBS esteéril gelado foi adicionado a placa de petri e,
posteriormente as células foram incubadas por 10 min a 4°C. Apds esse tempo, as
células foram recolhidas da placa de petri, quantificadas, ressuspendidas no meio
RPMI-1640 contendo 10% SFB, 1% de penicilina, 1% de estreptomicina e

plagueadas de acordo com o desenho experimental.
4.4 Obtencdo de macréfagos p22°"°*" por CRISPR-Cas9

Os clones de macréfagos p22°"*" foram cedidos gentilmente pela doutoranda Elisa
Prestes, aluna do doutor Marcelo Torres Bozza, pesquisador do Instituto de
microbiologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro. Brevemente, a sequéncia
5 TGTCTGCTGGAGTATCCCCG3' foi selecionada como RNA guia (sgRNA)
direcionada ao éxon 3 da sequéncia da p22phox murina (CYBA, GenBank, NM —
007806.3). Esta sequéncia e seu reverso complementar foram sintetizados pela IDT
(Integrated DNA Technologies, Inc. Coralville, 1A, USA) e entdo inseridos no
plasmidio vetor pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 (Addgene, plasmidio

#42230) previamente digerido com a enzima de restricdo Bbsl (Thermo Fisher
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Scientific, ER1011). Os plasmidios foram clonados e propagados em E. coli DH5 alfa
e extraidos por miniprep de acordo com Sambrook (Russell and Sambrook, 2001).
Macrofagos murinos imortalizados em fase exponencial de crescimento foram co-
transfectados com 10ug do plasmidio pX330-p22exon3 e 2ug do plasmidio eGFP
(Lonza) por eletroporacao utilizando o sistema Nucleofector Il e o KitCell Line
Nucleofector® Kit V com suplemento |, conforme especificagdo dos
fabricantes.(Lonza). Apds 48h a expressdo de GFP foi confirmada por citometria e
as células positivas foram selecionadas por cell sorting utilizando MoFlo Astrios cell
sorter (Beckman Coulter, Brea, CA). Cerca de 6% das células transfectadas eram
positivas para GFP e foram plagueadas em placas de 96 pocos considerando 2
células/poco. ApOs duas semanas, 0S pocos que tinha apenas um grupamento de
células (indicando expanséao clonal) foram coletados e as células colocadas para
expandir em placa de 24 pocos, depois em placa de 12 e 6 pocos. Os clones
selecionados foram submetidos a Western blotting usando anticorpo policlonal
contra p22°" (Santa Cruz, sc-20781). Os clones que apresentaram a banda no
peso molecular esperado (20-26 kDa) foram descartados. Ja os clones confirmados
Como negativos para a expressao de p22phox foram submetidos ao sequenciamento
para confirmar alteracdo na sequéncia. Todos o0s clones negativos no western
blotting apresentaram alguma delecdo na regido esperada do corte realizado pela
Cas9 (entre 0 4° e o 3° nucleotideos lendo na dire¢do 3'-5', ou seja, no final do
SgRNA). Foi selecionado para os experimentos um clone que apresentou a delecao
de cerca de 20 nucleotideos no éxon 3 do gene da p22°"* o que provavelmente

induziu uma mudanca de frame de leitura do gene.
4.5 Experimentos in vitro: estimulos e pré-tratamentos

Macrofagos derivados de medula éssea foram estimulados com 500ng/mL de
LPS sorotipo 0111:B4 (Sigma-Aldrich, L2630) e 10ng/mL de interferon y murino
recombinante (Peprotech, 315-05). Realizou-se também o tratamento com as drogas
antimicina A (1uyg/mL) (Sigma-Aldrich, A8674), rotenona (1ug/mL) (Sigma-Aldrich,
R8875), oligomicina A (2ug/mL) (Sigma-Aldrich, 75351) e o FCCP (1uM) (Sigma-
Aldrich, C2920).

Para avaliar o papel de ROS utilizamos o antioxidante especifico para ROS
mitocondrial para Mito-TEMPO (Enzo Lifesciences, Inc. ALX-430-150) na dose de
100uM, o inibidor da NADPH oxidase apocinina (Sigma-Aldrich, W508454),
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majoritariamente na dose de 500uM todos adicionados a cultura 1h antes do

estimulo com LPS + IFNy e permaneceram todo o tempo de estimulo.

4.6 Coloracao e contagem de CLs:

Oil red O (ORO): A solucdo estoque de Oil Red O (Sigma-Aldrich, 00625) foi
preparada em isopropanol P.A na concentragdo de 0,3%. No momento da marcagéo
3 partes da solugéo estoque foram diluida em 2 partes de agua destilada. A solucdo
foi filtrada em filtro de papel para evitar precipitados. Apés a fixacdo das células, as
laminas foram coradas com ORO (300uL/pog¢o) por 2-5 min, lavadas com
isopropanol 30% e posteriormente com agua destilada (5x). As laminas com
montadas em solucédo de glicerol 70% para visualizagdo em campo claro ou com o
meio de montagem Vectashild contendo DAPI (Vector Laboratories — H-1.200) para

visualizacdo em fluorescéncia.

Contagem de CLs: ApoOs a coloragdo com ORO, foram quantificados o numero de
CLs de 50 células consecutivas e os resultados foram expressos em média + EPM.
As andlises foram feitas no microscépio Olympus BX 41, utilizando objetiva de 100x
em contraste de fase, permitindo ver o limite celular sem a necessidade de contra

coloragéo.

Nile Red: O 9-dietilamino-5H-benzo [a] fenoxazin-5-ona também conhecido como
Nile red (Sigma-Aldrich, N3013) foi diluido em acetona na concentracdo de 1 mg/mL
(solucdo estoque). No momento da marcacdo, preparou-se a solucdo de uso
diluindo-se a solucéo estoque na proporcao de 1:20.000 em PBS. As células foram
encubadas com a solucdo de uso de Nile red por 15 min, protegidas da luz,

posteriormente lavadas com PBS.

Bodipy 493/503: 4,4-difluoro-1,3,5,7,8-pentametil-4-bora-3a, 4a-diaza-s-indaceno ou
BODIPY® 493/503 (Molecular Probes, D3922) foi diluido em DMSO na
concentracdo de 1mM (solucdo estoque). No momento da marcacao preparou-se a
solucéo de uso diluindo-se a solugcdo estoque na proporgédo de 1:5.000 em PBS. As
células foram incubadas com a solugcdo de uso de bodipy por 15 min, protegidas da

luz, posteriormente lavadas com PBS.
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LipidTox Red: HCS LipidTOX™ Red neutral lipid stain (Molecular Probes, H34476)
foi diluido em dimetilsulfoxido (DMSO) na concentracdo de 1mM (solucdo estoque).
No momento da marcacédo preparou-se a solugdo de uso diluindo-se a solugao
estoque na proporcdo de 1:2.000 em PBS. As células foram incubadas por 20 min,

protegidas da luz e, posteriormente lavadas com PBS.
4.7 Imunofluorescéncia (ADRP)

As células foram fixadas em formalina 3% por 10 min, posteriormente lavadas
com PBS e permeabilizadas com triton 0,2% em PBS por 20 min. Apls a
permeabilizacdo, as células foram incubadas com solucdo de bloqueio, soro de
burro (Jackson Laboratories, 017-000-121) 1% em PBS por 1 h. As células foram
incubadas com o anticorpo primario guinea pig contra ADRP (Fitzgerald, 20R-
AP002), na concentragao de 5ug/mL em PBS por 24 h, a 4°C. Apds o periodo de
incubacdo as células foram lavadas 3x com PBS por 10 min. Em seguida foram
incubadas com o anticorpo secundario conjugado com Alexa-488 (Molecular Probes,
A-11073) diluidos em PBS na proporcdo de 1:1000 e incubados por 1 h. ApGs o
periodo de incubacédo as células foram lavadas 3x com PBS por 10 min e montadas
para observacdo com o meio de montagem vectashield contendo DAPI (Vector
Laboratories — H-1.200). A especificidade da marcagcao foi feita usando isotipo

controle no lugar dos anticorpos primarios e/ou com o anticorpo secundario sozinho.

4.8 Marcacao de Mitocondrias:

Para a visualizagdo das mitocOndrias utilizamos a sonda MitoTracker Red
CMXRos (Molecular Probes, M7512). Esta sonda se difunde passivamente através
da membrana plasmatica e se acumulam nas mitocondrias ativas. Plaqueamos
0,1x10° macréfagos/poco em LabTek (Thermo Fisher Scientific, 155380) de 8 pocos
com fundo de laminula o que permite visualizar a marcagdo nas células vivas
através do microscépio confocal invertido. Apds o tempo de estimulo as células
foram encubadas com 25nM da solucdo de MitoTracker Red CMXRos em meio
RPMI sem soro (o soro contém oxidases que interferem no ensaio) a 37°C na estufa
em atmosfera de 5% de CO,, por 30 min. Ap6s a marcacdo, as células foram
lavadas com meio RPMI aquecido a 37°C e avaliados por microscopia confocal

(excitacdo/emissao - 579/599nm).
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4.9 Avaliacao de ROS total:

Dihidroetidio (DHE): As células foram cultivadas em suspensdo em tubos de ndo
aderéncia (BD Falcon, 149592A), na concentracéo 1x10° macréfagos/tubo. Apés o
tempo de estimulo, as células foram incubadas com 12,5uM de DHE (Molecular
Probes — D1168), adicionadas diretamente ao meio de cultura, por 30 min na estufa
em atmosfera de 5% de CO,a 37°C, protegidas da luz. Apos este periodo as células

foram lavadas 3x com HBSS e analisadas por citometria de fluxo.

CellROX Green: As células foram cultivadas em suspensdo em tubos de nao
aderéncia (BD Falcon, 149592A), na concentracdo de 1x10° macréfagos/tubo. Apés
o tempo de estimulo, as células foram incubadas com 2,5uM de CellRox Green
(Molecular probes, C10444) por 30 min na estufa em atmosfera de 5% de CO; a
37°C, protegidas da luz. ApGs este periodo, as células foram lavadas 3x com HBSS

e analisadas por citometria de fluxo.
4.10 Avaliacdo de ROS mitocondrial:

MitoSox red: A producdo de ROS foi avaliada através da sonda MitoSox red
(Molecular Probes, M36008). ApGs o tempo de estimulo, as células foram lavadas
em HBSS/Ca?'/Mg?* e neste mesmo tampao foram incubadas com 5uM (citometria)
ou 0,5uM (microscopia confocal) de MitoSox Red por 30 min na estufa em atmosfera
de 5% de CO,a 37°C, protegido da luz. Para a avaliagcdo do tempo de 30 min a
sonda foi adicionada as células juntamente com os estimulos. Posteriormente as
células foram lavadas em tampdo HBSS/Ca*/Mg?* a 37°C e analisadas. Para
citometria de fluxo, as células foram cultivadas em suspensdo em tubos de nao
aderéncia (BD Falcon), na concentracdo de 1x10° macréfagos/tubo. J4 para as
anélises por microscopia confocal 0,1x10° macréfagos/poco foram plaqueados em
laminas de cultura LabTek (Thermo Fisher Scientific, 155380) de 8 pocos.

4.11 Avaliacao do potencial de membrana mitocondrial:

Para avaliar o potencial de membrana mitocondrial, utilizou-se a sonda éster
de tetrametilrodamina (TMRE) (Sigma-Aldrich, 87917). ApGs o tempo de estimulo, as

células foram lavadas em HBSS/Ca*/Mg?* e neste mesmo tampao foram incubadas
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com 100nM de TMRE por 10 min na estufa em atmosfera de 5% de CO,a 37°C,
protegido da luz. Posteriormente, as células foram lavadas em tampé&o
HBSS/Ca?/Mg?*a 37°C e analisadas por citometria de fluxo.

4.12 Avaliacao da peroxidacao de lipidios

Utilizou-se o Kit Image-iT® Lipid Peroxidation (Molecular Probes, C10445)
gue se baseia na capacidade da sonda Bodipy C11 581/591 sofrer oxidacdo apoés
acao de ROS resultando em espectros de emissado distintos entre a sonda em seu
estado reduzido (590nm — vermelho) e oxidado (510nm — verde). A sonda (10uM) foi
adicionada a cultura simultaneamente aos estimulos e permaneceu durante todo o
tempo do experimento. Apds este tempo, as células foram lavadas trés vezes com
PBS a 37°C. Como controle positivo, 2h antes do final do estimulo, adicionamos
hidroperéxido de Cumene (100uM). Para estes ensaios, as células foram cultivadas
em LabTek (Thermo Fisher Scientific, 155380) com fundo de laminula em avaliadas

por microscopio confocal
4.13 Avaliacao da peroxidacao de proteinas dos CLs:

Utilizou-se o Kit Click-iT® Lipid Peroxidation Detection (Molecular probes,
C10446) que detecta modificacbes protéicas decorrentes da acdo de lipidios
peroxidados. Neste ensaio adicionamos a cultura, simultaneamente aos estimulos,
25 uM do reagente LAA (Linoleamide Alkyne) um analogo do &cido linoléico. O LAA
incorpora primariamente nas membranas celulares e ap06s sofrer peroxidacédo produz
os acidos 9 e 13-hidroperoxi-octadecadienéico (HPODE) que posteriormente se
decompde em aldeidos a,B insaturados. Estes subprodutos da peroxidacéo lipidica
reagem prontamente com as cadeias laterais nucleofilicas das proteinas e estas
proteinas modificadas sao entdo detectadas. Apos o tempo de estimulo, fixamos as
células em formalina 3% por 20 min, lavadas 3x com PBS e depois permeabilizadas
com 0,05% de Triton® X-100 durante 10 min. As células foram entdo bloqueadas
com BSA a 1% durante 30 min. As células foram lavadas com PBS e o a reacdo de
Click foi realizada incubando as células com o coquetel de reagentes fornecidos pelo

fabricante contendo 5uM de Alexa 488 Fluor® azida durante 30 min.
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4.14 Isolamento de CLs:

Apbs a diferenciacdo, 20x10° macréfagos foram cultivados em garrafas de
cultura de 175cm?. Apés o tempo dos estimulos as células foram lavadas com PBS e
ressuspendidas com auxilio de cell scraper. Posteriormente, a suspensao celular foi
centrifugada e novamente ressuspendida em tamp&o TEE-KCI (Tris 20nM, EDTA
1mM, EGTA 1mM e KCI 0,2mM — pH 7.4). A suspensédo celular foi cavitada em
nitrogénio (700 psi) em presenca do coquetel inibidor de protease e fosfatase
(complete protease inhibitor cocktail- Roche), por 15 min no gelo. Em seguida as
células cavitadas foram adicionadas a um gradiente de sacarose (1,08 M, 0,27 M e
0,135 M) e submetidas a ultracentrifugacéo (150.000 x g por 80 min) (Brasaemle,
Dolios et al. 2004). A ultracentrifugacéo gerou sete fragbes subcelulares sendo a
primeira e a segunda ricas em CLs. Como controle do fracionamento celular, utilizou-
se a mensuracdo da atividade da enzima citoplasmatica lactato desidrogenase —
LDH (Promega, G1780), que nos experimentos realizados ndo apresentaram

atividade nas primeiras e segundas fragdes do gradiente.

4.15 Dosagem de lactato

Para dosagem de lactato no sobrenadante das culturas utilizou-se o Kit labtest
lactato enzimatico (Labtest, 138). Este ensaio baseia-se na atividade da lactado
oxidase sobre o acido latico formando piruvato e peréxido de hidrogénio. Este altimo
através de uma reacdo de acoplamento com 4-aminoantipirina e TOOS (N-etil-N-(2-
hidroxi-3-sulfopropil)-3-toluidina) produz uma quinoneimina que tem absorbancia

maxima em 550nm, mensurada por espectrofotometria.

4.16 Dosagem de 8-lsoprostano (Ensaio Imuno enzimatico — EIA)

Os niveis de 8-Isoprostano foram dosados diretamente dos sobrenadantes da
cultura celular, do sobrenadante do lavado peritoneal ou da fracdo de CLs isolada
por ultracentrifugacdo em gradiente de sacarose. Neste ultimo caso, para liberar o 8-
isoprostano esterificado realizou-se uma reagdo de hidrélise em solucdo de KOH
15%, conforme especificado pelo fabricante (Cayman Chemical, 516351). As

amostras que nado foram dosadas de imediato foi adicionado BHT 0,005% e
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armazenadas em -80°C. Foram adicionados a placa de 96 pocos revestida com de
anticorpo de coelho contra-lgG de camundongo 50ul das amostras diluidas
previamente no EIA buffer ou 50ul de 8-isoprostano na curva padrao (500, 200, 80,
32, 12,8, 5,1, 2,0, 0,8 pg/mL diluidos em EIA buffer). O anticorpo contra-8-
isoprostano (50ul) e o 8-isoprostano conjugado com colinesterase também foram
adicionadas aos pocos e incubados por cerca de 16h. O poco do controle negativo,
ou branco permaneceu vazio por este periodo, Apos esta etapa a placa foi lavada
(5x) com tampéo de lavagem (wash buffer) contendo Tween 20 a 0,05%, seguido
pela adicdo de 200uL do reagente de Elmans por poco. Este reagente contém o
substrato da enzima colinesterase diluido em agua MiliQ (segundo instrucdes do
fabricante) para a revelacéo da reacdo. O produto da reacdo apresenta coloracéo
amarelada e tem absorbancia a 405nm determinada espectrofotometricamente,
proporcional a quantidade de 8-isoprostano conjugado a colinesterase ligada a
placa, o qual € inversamente proporcional a quantidade de 8-isoprostano livre

presente no poc¢o durante a incubacéo.

4.17 Western blotting

As células foram lisadas em tampédo de lise (PMSF, leupeptina, Na3VO4 e
NaF) contendo inibidores de protease e fosfatase, seguido de centrifugacéo por 15
min a 14000 rpm. Aos sobrenadantes, contendo as proteinas alvo, foram
adicionados tampao de amostra e a solucéo resultante submetida a aquecimento (5
min a 100°C). As proteinas obtidas foram separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida, transferidas para uma membrana de nitrocelulose em um sistema de
blotting (BIO-RAD, Hercules, CA). A membrana foi blogueada em tampéo de
blogueio (5 % BSA) por 1h; submetida a lavagens com tampéo Tris salina contendo
0,5% de tween 20 (TBS-T) e incubadas, sob agitacdo 16h a 4°C com o anticorpo
primario contra ADRP (Fitzgerald, 20R-AP002) e contra B-actina (Santa Cruz
Biotechnology, sc-47778). Ap6s o periodo de incubacdo, as membranas foram
lavadas por 3x com TBS-T e incubadas com anticorpo secundario conjugado a
peroxidase (Santa Cruz Biotechnology) por 1h, sob agitacdo, a temperatura
ambiente. As membranas foram novamente lavadas por 3x com TBS-T e as bandas
foram reveladas utilizando-se kit de deteccdo (ECL Plus Western Blotting detection

system) e filmes fotogréaficos imersos em solucao reveladora e fixadora.
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4.18 Microscopia eletrénica

As amostras de figado e lavado peritoneal de animais dos grupos SHAM e CLP
(grupo séptico) foram coletadas e imediatamente fixadas em solucdo de tampao
fosfato 0,1M contendo 1% de paraformaldeido e 1% de glutaraldeido, pH 7.3, por 4h
a temperatura ambiente (Melo e cols., 2006) e lavados no mesmo tampéao. As
amostras foram pods-fixadas em mistura de tampé&o fosfato contendo 1% de tetroxido
de 6smio e 1.5% de ferricianeto de potassio, por 1h antes da desidratacdo em série
gradual de etanol. Posteriormente foram infiltrados e incluidos em Oxido de
propileno- Epon (PolyBed 812, Polysciences, Warrington, PA, USA). Apés a
polimerizagdo a 60°C por 16h, cortes ultrafinos foram feitos utilizando navalha de
diamante em ultramicrétomo. (Sorvall MT2, Newton, MA, USA) e recolhidas em
grades de 200 mesh (Ted Pella, Redding, CA, USA) antes da contrastacdo com
acetato de uranila e citrato de chumbo. As amostras foram analisadas em
microscoépio de transmissao (EM 10, Zeiss, Germany) (CAPI — centro de aquisicéo e
processamento de imagem, UFMG) a 60KV e JEOL- JEM-1011 (plataforma de

microscopia eletronica Rudolf Barth) a 80 KV.

4.19 Analises por microscopia confocal:

As laminas foram analisadas ao microscépio confocal Olympus (Japan)

Fluoview FV1000 em conjunto com o programa FV10-ASW 4.1.

4.20 Analises por citometria de fluxo:

A aquisicdo das amostras foi feita no citbmetro FacsCalibur utilizando o

programa Cell Quest e analisadas utilizando o software FlowJo V10.

4.21 Anélises estatisticas:

Os dados obtidos neste estudo foram apresentados na forma de meédiaterro
padrdo da média e comparados pela andlise de variancia (ANOVA). No caso de
interagdo significativa, foi utilizado o pods-teste de Bonferroni (salvo excecdes
indicadas nas legendas das figuras). Para todas as analises foi adotado como nivel

de significancia p<0,05.

36



5 Resultados:

5.1 Estimulo com LPS + IFNy induz aumento na producdo de ROS e a
biogénese de CLs

Para estudar a dinamica de producdo de ROS total e da formacédo de CL,
utilizamos macréfagos diferenciados a partir de precursores da medula 6ssea, e
estimulamos com LPS + IFNy. Por citometria de fluxo, utilizando a sonda DHE,
observamos que o aumento na producdo de ROS ocorre precocemente, ja podendo
ser detectado a partir de 30 min de estimulo (Figuras 5 A, B). O aumento da
producdo de ROS precede temporalmente o aumento da formacdo de CLs. Em
nossos ensaios de cinética da biogénese de CLs observamos que a formacéo de
CLs se deu em tempos mais tardios, sendo significativo apos 24h de estimulo
(Figuras 5 C, D).

Para avaliar se o estimulo com LPS + IFNy induz o aumento na producao de
ROS de origem mitocondrial utilizamos a sonda MitoSox por microscopia confocal
(Figura 6 A) e por citometria de fluxo (Figura 6 B). Esta sonda € permeavel a
membranas de células vivas e, como mostram nossos resultados de microscopia
confocal, € seletivamente direcionada para as mitocondrias devido a sua natureza
catibnica. Uma vez na mitocondria o MitoSOX Red é oxidado pela exposi¢cdo aos
fons superoxidos produzindo o intermediario fluorescente 2-OH-Mito-E* (2-hidroxi-
mito-etidio) que fluoresce em vermelho (excitacdo/emissdo - 510/580 nm). NOsSs0s
resultados sugerem aumento na producdo de ROS mitocondrial apés 30 min de
estimulo com LPS + IFNy, e de maneira mais pronunciada apés 2h. Este aumento
na producdo de ROS mitocondrial ndo parece ser acompanhado por alteragdes no
potencial de membrana mitocondrial avaliado através da sonda catidnica TMRE nos

tempos analisados (Figura 6 C), embora o N amostral ainda seja pequeno.
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Figura 5: Dindmica de producéo de ROS total e da formacdo de CLs em macréfagos
estimulados com LPS+IFNy: (A, B) Histogramas representativo da intensidade de
fluorescéncia de DHE apds o estimulo com 500ng/mL LPS + 10ng/mL IFNy. (A) apdés 30 min
de estimulo e (B) ap6s 24h (N=5). (C) cinética de formag¢do de CLs apds estimulo com
LPS+IFNy. Cada barra representa a média + EMP do nimero de CLs presentes em 50
células contadas consecutivamente. Para analise estatistica foi realizado ANOVA, seguido do
pos-teste de Bonferroni. As diferengas foram consideradas significativas quando p< 0,05. As
diferencas em relag&o ao respectivo grupo controle séo indicadas pelo (*), N=3. (D) Imagem
obtida por microscopia de campo claro de macrofagos corados com ORO 24h apds o

estimulo evidenciando o aumento no numero de CLs em comparagdo ao grupo controle.

Barra de escala - 50pm.
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Figura 6: Dindmica de producédo de ROS mitocondrial em macréfagos estimulados com
LPS + IFNy. (A) Imagens de microscopia confocal de macréfagos estimulados ou ndo por
30min, 2h e 24h. Barra de escala - 20um. (N=2). (B) Andlise da média de intensidade de
fluorescéncia (MIF) das marcacdes com MitoSox red e (C) TMRE nas células estimuladas ou

nao com LPS+IFNy ao longo do tempo (N=1).
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5.2 Disfuncédo mitocondrial é capaz de induzir a biogénese de CLs

A antimicina A é uma droga inibidora do complexo Ill da cadeia transportadora
de elétrons e por isso é uma potente indutora de disfuncédo mitocondrial. Para avaliar
se a inducdo da disfuncdo mitocondrial € capaz de induzir a biogénese de CLs,
tratamos macro6fagos diferenciados de medula 6ssea com 1ug/mL de antimicina A e
avaliamos a producédo de ROS total por citometria de fluxo utilizando a sonda DHE e
a formagéo de CLs pela coloragcdo de ORO. A antimicina A induz em tempos bem
precoces o aumento na producdo de ROS total, podendo ser observado apés 30 min
de tratamento (Figura 7 A) e, de maneira mais sutil, apés 24h (Figura 7 B). A
antimicina A mostrou-se ser um potente indutor de CLs, sendo o0 aumento em
relagdo ao controle significativo ja apds 2h de tratamento, e com médias superiores
ao estimulo com LPS+IFNy (Figura 7 C). Realizamos a dosagem de lactato como
controle do bloqueio da cadeia transportadora de elétrons. Este bloqueio resultou em
um aumento progressivo nos niveis de lactato, indicando o processo de fermentacao
lactica por estas células (Figura 7 D).

Com o bloqueio da cadeia transportadora de elétron pela antimicina A é de se
esperar que boa parte do ROS total produzido seja oriundo do desacoplamento das
mitocondrias. Para confirmar essa hipotese utilizamos a sonda MitoSox também nas
células tratadas com 1ug/mL de antimicina A (Figura 8 A, B). O tratamento com
antimicina A induziu grandes quantidades de ROS mitocondrial e de maneira mais
precoce na curva temporal se comparadas com as células estimuladas com LPS +
INFy. A medida do potencial de membrana mitocondrial por TMRE sugere uma
hiperpolarizacao inicial (Figura 8 C), mas serdo necessarios mais experimentos para

confirmar o resultado.
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Figura 7: Dindmica de producédo de ROS total e da formacgdo de CLs em macroéfagos tratados
comantimicina A: (A, B) Histogramas representativos da intensidade de fluorescéncia de DHE
apos o tratamento com antimicina A (1pg/mL) por (A) 30 min e (B) 24h (N=5). (C) Cinética de
formacdo de CLs ap0s o tratamento com antimicina A. Cada barra representa a média £+ EMP do
numero de CLs presentes em 50 células contadas consecutivamente em microscépio de campo
claro. Para analise estatistica foi realizado ANOVA, seguido do pos-teste de Bonferroni. As
diferencas foram consideradas significativas quando p< 0,05. As diferengcas em relagédo ao
respectivo grupo controle sdo indicadas pelo (*), N=3. (D) dosagem de lactado presente nos

sobrenadantes de culturas de macrofagos tratadas com antimicina A.
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Figura 8: Dindmica de producdo de ROS mitocondrial em macréfagos tratados com
antimicina A. (A) Imagens de microscopia confocal de macrofagos tratados ou ndo com
antimicina A por 30min, 2h e 24h. Barra de escala - 20um. (N=2). (B) Analise da média de
intensidade de fluorescéncia (MIF) das marcacBes com MitoSox red e (C) TMRE nas células

tratadas ou ndo com antimicina A ao longo do tempo (N=1).
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5.3 Macroéfagos estimulados com LPS + IFNy ou antimicina A, in vitro,

apresentam aumento na expressao de proteina estrutural dos CLs.

CLs compartimentalizam um conteudo protéico variado, entretanto uma familia
de proteinas se destaca pelo papel fundamental na estrutura destas organelas, trata-
se da familia PAT. A familia PAT inclui a perilipina, proteina relacionada com a
diferenciacdo de adipécitos (ADRP) e TIP 47 (tail-interacting protein of 47 kDa) as
guais se localizam na superficie dos CLs. Em consonancia com o aumento no
namero de CLs, macréfagos estimulados com LPS+IFNy ou tratados com antimicina
A também induzem aumento na expressao de ADRP (Figura 9 A). O aumento da
expressdo de ADRP nas células tratadas com antimicina A ndo é devido a um efeito
inespecifico da droga, mas sim a sua atuacdo nas mitocéndrias, uma vez que a
rotenona, droga inibidora do complexo 1 da cadeia transportadora de elétrons, e a
oligomicina A, inibidora da ATP sintase, também induzem aumento na expressao de
ADRP (Figura 9 B). As trés drogas tendem a diminuir o fluxo de elétrons pela cadeia
transportadora favorecendo a producdo de ROS. J& o tratamento com o ionoforo de
prétons FCCP, que tende a aumentar o fluxo de elétrons pela cadeia prevenindo o

vazamento de elétrons, ndo induz nenhum aumento na expressao de ADRP.
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Figura 9: Expressdo de ADRP em macrofagos estimulados com LPS + IFNy ou
tratados com drogas que atuam em diferentes componentes mitocondriais. (A)
Imunomarcagdo e microscopia confocal da proteina ADRP em macréfagos estimulados
com LPS+IFNy ou tratados com antimicina A por 24h. Por ser uma proteina localizada na
periferia dos CLs, a marcacao de ADRP pode ser vista no formato de pequenos anéis
marcados em verde, e o nlcleo dos macréfagos em azul (DAPI). Barra de escala - 20um.
(B) Western blotting para identificacdo das proteinas ADRP e [B-actina (controle de
carregamento) em amostras de macréfagos tratados com antimicina A (1ug/mL),

rotenona (1ug/mL), oligomicina A (2ug/mL) e FCCP (1uM ) por 24h.
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5.4 A biogénese de CLs induzido por LPS + IFNy é dependente de ROS de

origem mitocondrial

Tendo em vista que a disfuncdo mitocondrial € capaz de induzir formacao de
CLs, como observado nas culturas tratadas com antimicina A, resolvemos avaliar
entdo o papel da ROS mitocondrial na biogénese de CLs. Para isso pré-tratamos as
células com o antioxidante especifico para superoxidos mitocondriais Mito-TEMPO
1h antes dos estimulos com LPS+IFNy ou tratamento com antimicina A,
permanecendo o antioxidante por todo periodo de estimulacdo (24h). O pré-
tratamento com Mito-TEMPO reduziu significativamente o nimero de CLs induzidos
pelo estimulo com LPS + IFNy (Figura 10 A), mas na concentracdo utilizada
(100uM), nédo reduziu a biogénese de CLs induzidos pelo tratamento com antimicina
A (Figura 10 B).
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Figura 10: Diminuicdo do numero de CLs induzidos por LPS + IFNy apés pré-
tratamento com Mito-TEMPO. Macréfagos diferenciados de medula Gssea foram pré-
tratados com 100pM de Mito-TEMPO 1h antes do estimulo ou ndo LPS+IFNy ou tratamento
com antimicina A, por 24h. (A) gréafico da média do nimero de CLs nas culturas estimuladas
com LPS+IFNy e (B) tratadas com antimicina A. Cada barra representa a média + EMP de
50 células contadas consecutivamente em microscopio de campo claro. Para andlise
estatistica foi realizado ANOVA, seguido do pés-teste de Bonferroni. As diferencas foram
consideradas significativas quando p< 0,05, N=3. As diferengas em relagdo aos respectivos
grupos controle s&o indicadas pelo (*) e em relagdo ao grupo estimulado com LPS+IFNy
indicadas pelo (#).
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5.5 A biogénese de CLs induzido por LPS + IFNy € dependente da ativacao do

complexo enzimatico NADPH oxidase

Apocinina tem sido amplamente utilizada como uma ferramenta farmacoldgica
para inibir a atividade da enzima NADPH oxidase. Seu mecanismo de acao envolve
bloquear a translocacdo da subunidade citosélica p47phox para a membrana
plasmatica, inibindo assim a ativagdo do complexo Nox (principalmente NOX1 e
NOX2). Em nosso modelo in vitro, macréfagos diferenciados da medula 6ssea foram
pré-tratados com apocinina (500uM) e estimulados com LPS + IFNy ou E. coli (MOI
5:1), ou ainda tratados com antimicina A (1ug/mL). Por citometria de fluxo,
confirmamos que o pré-tratamento dos macréfagos com apocinina reduza oxidacao
da sonda DHE induzida pelo LPS+INFy ja apds 30 min de estimulo, como esperado
visto que a principal fonte de ROS nesta condicdo vem da ativacdo da NADPH
oxidase (Figura 11 A). Por sua vez, o pré-tratamento com apocinina nao reduziu o
aumento de ROS induzidos pela antimicina A, cuja principal fonte de ROS é de
origem mitocondrial (Figura 11 B). Apés 24h de estimulo observamos que a inibicao
farmacologica da NADPH oxidase pela apocinina reduziu significativamente a
biogénese de CLs induzidos pela estimulacdo com LPS+ IFNy (Figuras 11 C, F) ou
E. coli (Figura 11 E), mas néo aqueles induzidos pelo tratamento com a antimicina A
(Figura 11 D).

Para confirmar a participagdo da NADPH oxidase na biogénese de CLs
estimulados por LPS + IFNy nds geramos clones de macréfagos deficientes na
proteina p22°"°% subunidade transmembrana integrante dos complexos NOX1-4,
utilizando a técnica de edicdo génica conhecida como CRISPR/Cas9. Esta técnica
se baseia na capacidade da nuclease Cas9 ser guiada por pequenos RNAs, crRNA
(CRISPR RNA) e tracrRNA (trans-activating crRNA),a alvos especificos dentro do
genoma, e estimular a quebra da dupla-fita do DNA. (Jinek et al., 2012; Ran et al.,
2013). Utilizamos uma sequéncia guia direcionada ao éxon 3 do gene que codifica a
proteina p22°"* (TGTCTGCTGGAGTATCCCCG), avaliada como um guia de alta
gualidade (score 87). A utilizacdo desta ferramenta nos permitiu gerar clones de
macrofagos murinos que apresentavam uma delecdo de cerca de 20 nucleotideos
no éxon 3 do gene da p22°"™* o que resultou na auséncia da expressdo desta
proteina confirmada por western blotting (dado ndo mostrado). Utilizando as sondas
para mensurar ROS total CellRox green (Figura 12 A) e DHE (Figura 12 B)

observamos que as células p22°"*" produzem menores quantidades de ROS,
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quando estimulados com LPS+IFNy por 24h, se comparadas as células WT. Para
avaliar a biogénese de CLs novamente utilizamos a coloragdo de ORO (Figura 12 C)
e quantificamos os CLs nas células apos 24h de estimulo com LPS+IFNy (Figura 12
D). Em concordancia com os resultados obtidos com a apocinina, os clones p22P"*’-
nao apresentaram aumento na formacdo de CLs quando estimulados com
LPS+IFNy, evidenciando mais uma vez um papel de ROS produzidos pela ativacao
da NADPH oxidase na biogénese destas organelas. Uma vez que muitas vias de
sinalizacdo séo sensiveis ao estado redox da célula, incluindo a via de producéo de
oxido nitrico (NO), avaliamos também a producéo de nitrito pelo método de Griess
(Figura 12 E) no sobrenadante destas culturas. Nossos resultados mostram que o0s
clones p22P"*" apresentaram capacidade reduzida de producdo de NO quando

estimulados com LPS + IFNy em comparagao com as células WT.
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Figura 11: Efeito do pré-tratamento com apocinina sobre a biogénese de CLs induzida
pelos estimulos com LPS+IFNy, E. coli e antimicina A. Macrofagos derivados de medula
Ossea foram pré-tratados com apocinina (500uM) 1h antes dos estimulos com LPS+IFNy, ou
E. coli (MOl 5:1) ou antimicihna A. A apocinina permaneceu por todo o tempo de
estimulo.(A,B) Histogramas representativos da intensidade de fluorescéncia de DHE em
macrofagos pré-tratados com apocinina, 30 min apds o tratamento estimulo com (A)
LPS+IFNy ou (B) antimicina A (N=5). (C-E) Gréficos da média do numero de CLs induzidos
pelo (C) LPS+IFNy, (D) antimicina A e (E) E. coli, apés 24h, com ou sem o pré-tratamento
com apocinina. Cada barra representa a média + EMP do nimero de CLs presentes em 50
células, coradas com ORO, e contadas consecutivamente em microscépio de campo claro.
Para analise estatistica foi realizado ANOVA, seguido do poés-teste de Bonferroni. As
diferengas foram consideradas significativas quando p< 0,05. As diferengas em relagéo ao
grupo controle sdo indicadas pelo (*) e em relagdo ao grupo estimulado sem apocinina (#),
N=3. Em (F) temos imagens de microscopia confocal representativas do que foi quantificado

em (C). Barra de escala - 20um.
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Figura 12: Producdo de ROS, NO e biogénese de CLs em clones p22°"*" apés
estimulo com LPS+IFNy. Macr6fagos murinos derivados de medula 6ssea imortalizados
(IBMM) wild type ou deficientes na proteina p22°"™ foram estimuladas ou ndo com
LPS+IFNy por 24h. (A,B) Histogramas representativos da intensidade de fluorescéncia de
(A) CellRox green e (B) DHE. (C) Imagens de microscopia de campo claro das células WT e
p22P"*" coradas com ORO. Barra de escala - 20um. (D) Graficos das médias dos ntimeros
de CLs induzidos por LPS+IFNy. Cada barra representa a média £+ EMP de 50 células,
coradas com ORO, contadas consecutivamente em microscopio de campo claro. As
diferengas foram consideradas significativas quando p< 0,05 verificada pelo teste t néo
paramétrico seguido do pds-teste de Mann Whitney. O (*) indica a diferenca significativa
entre os grupos WT controle e estimulado. O (#) indica a diferenga significativa entre o grupo

p22P"*" estimulado com LPS+IFNy em relagdo ao grupo WT igualmente estimulado. N=4.
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5.6 CLs e mitocbndrias se encontram intimamente associados em
macrofagos de medula estimulados com LPS+IFNy ou tratados com

antimicina A.

Tendo em vista 0 aumento significativo do numero de CLs induzidos pela
disfuncdo mitocondrial tanto nos grupos LPS + IFNy quanto antimicina A,
resolvemos investigar se estas organelas estabelecem interagdes. Esta interagéo
pode ter implicagBes no contexto do dano celular, tanto pela possivel peroxidagcéo de
lipidios encontrado nos CLs mediada pelas espécies reativas de origem
mitocondrial, quanto pela inducdo da disfungcdo mitocondrial mediada por efeitos
lipotdxicos dos lipidios peroxidados presentes nos CLs. Para avaliar esta hipotese
utiizamos a sonda fluorescente de lipidios neutros Bodipy 493/503 e a sonda
catibnica Mitotracker CMXRos Red, que se acumula em mitocondrias de acordo com
seu potencial de membrana mitocondrial. Nas células controle podemos observar a
marcacao mitocondrial e o numero de CLs bastante reduzido (Figura 13 A). Nas
células estimuladas com LPS + IFNy (Figura 13 B) ou tratadas com antimicina A
(Figura 13 C) observamos que mitocondrias e CLs se encontram intimamente
associados. Ao realizarmos a marcacao simultanea dos CLs com a sonda Bodipy
493/503 e de ROS mitocondrial com MitoSox Red nas células estimuladas com LPS
+ IFNy (Figura 13 E, E’) percebemos a proximidade que CLs se encontram das

espécies reativas produzidas na mitocondria apés este estimulo.
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Controle antimicina A

Controle LPS+IFNy

Figura 13: CLs e mitocOndrias estdo intimamente associados em macrofagos
estimulados com LPS + IFNy ou tratados com antimicina A. As células foram,
estimuladas ou ndo com LPS + IFNy ou tratadas com antimicina A, por 24h. Procedemos as
marcacdes nas células vivas sendo os CLs corados pela sonda de lipidios neutros BODIPY
(verde) e as mitocéndrias foram coradas por Mitotracker CMXRos Red (A-C) ou MitoSox

(D,E) (vermelho). Barra de escala: 20um.
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5.7 ROS induz a peroxidacdo de lipidios presentes nos CLs de maneira

dependente da ativacdo de NADPH oxidase

Como demonstrado nos resultados anteriores, grandes quantidades de ROS
total e mitocondrial, sdo gerados pelo estimulo com LPS + IFNy ou tratamento com
antimicina A. Haja vista que os lipidios sdo moléculas altamente susceptiveis a
oxidacdo, buscamos saber se os lipidios presentes nos CLs poderiam sofrer
peroxidagcao. Para tal utilizamos o Kit Image-iT® Lipid Peroxidation que se baseia na
capacidade da sonda Bodipy C11 581/591 sofrer oxidacdo apds acdo de ROS
resultando em espectros de emissao distintos entre a sonda em seu estado reduzido
(590nm — vermelho) e a sonda oxidada (510nm — verde). Neste ensaio as células
foram incubadas com a sonda (5uM) simultaneamente aos estimulos, por 24h. As
imagens mostram uma intensa marcacdo dos CLs pelo Bodipy C11 nos grupos
estimulados com LPS + IFNy ou tratados com antimicina A se comparados ao
controle. Podemos observar que parte da sonda presente nos CLs sofreu oxidagéo
(Figura 14) sugerindo que os CLs sejam sitios de peroxidacdo de lipidios e/ou
acumulo de lipidios peroxidados. Interessante notar que em ambos os estimulos a
oxidacdo da sonda nos CLs ndo ocorreu de forma homogénea, nas imagens
podemos ver CLs em diferentes niveis de peroxidagao.

Apés verificarmos que o estimulo com LPS + IFNy é capaz de induzir
peroxidacao lipidica em macrofagos, principalmente dos lipidios presentes nos CLs,
avaliamos qual o papel de ROS produzido pela NADPH oxidase neste processo.
Para isso pré-tratamos as células com 500uM apocinina, 1h antes do estimulo com
LPS + IFNy, permanecendo por todo tempo de estimulo (24h ou 48h) e utilizamos o
Kit Image-iT® Lipid Peroxidation como descrito anteriormente. As imagens
confirmam a drastica reducdo do numero de CLs nas células pré-tratadas com
apocinina, apos 24h (Figura 15) ou 48h (Figura 16) de estimulo com LPS+IFNy.
Neste grupo, poucos pontos verdes (sonda oxidada) sao visualizados nas imagens
de microscopia confocal.
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Figura 14: Avaliacdo da peroxidagao lipidica induzida pelo estimulo com LPS + IFNy

Controle

Antimicina A

ou tratamento com antimicina A. As células foram estimuladas ou ndo com LPS + IFNy ou
tratadas com antimicina A. Paralelamente ao estimulo adicionamos 5uM de Bodipy C11

581/591, sendo a sonda mantida por todo tempo de estimulo (24h). Barra de escala - 20um.
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24h Reduzida Oxidada Sobreposicao

CONTROLE

LPS+IFNy

APOCININA + LPS+IFNy

Figura 15: Avaliacdo do efeito do pré-tratamento com Apocinina sobre a
peroxidagao lipidica induzida por LPS+IFNy. As células foram pré-tratadas com
apocinina (500uM) e estimuladas ou ndo com LPS + IFNy. Paralelamente ao estimulo
adicionamos 5uM de Bodipy C11 581/591, sendo a sonda mantida por todo tempo de

estimulo (24h). .Barra de escala - 20pum.
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48h Reduzida

i
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Figura 16: Avaliacdo do efeito do pré-tratamento com apocinina sobre a peroxidagéo

CONTROLE

APOCININA + LPS+IFNy

lipidica induzida por LPS+IFNy. As células foram pré-tratadas com apocinina (500uM) e
estimuladas ou nd&o com LPS + IFNy. Paralelamente ao estimulo adicionamos 5uM de
Bodipy C11 581/591, sendo a sonda mantida por todo tempo de estimulo (48h). A seta
aponta para um corpo apoptético fagocitado em estdgio avangcado de peroxidacao,

demonstrando a especificidade do ensaio. .Barra de escala - 20pm

55



Os isoprostanos sdo uma familia de eicosanoides de origem ndo-enzimatica
produzidos pela acdo de ROS sobre o &cido araquidénico. S&o formados
tipicamente in situ a partir de fosfolipidios da membrana celular e entéo clivados pela
acao da fosfolipase A,. A formacdo de 8-isoprostano, um membro da classe F2
isoprostano, foi detectado em niveis elevados em condi¢cGes fisiopatologicas nas
guais o estresse oxidativo € aumentado (Montuschi et. al.1999). Uma vez que o0s
CLs sdo um importante reservatorio de &cido araquiddnico intracelular, resolvemos
investigar se, nas condi¢cfes de estresse oxidativo analisadas os lipidios presentes
nos CLs sofrem oxidacdo com consequente producdo de 8-isoprostano.
Primeiramente realizamos a dosagem por EIA do sobrenadante de cultura de
macrofagos pré-tratadas ou ndo com apocinina e estimuladas por LPS+IFNy ou
tratadas com antimicina A. Observamos que o estimulo com LPS+IFNy é capaz de
induzir a producdo de 8-isoprostano o que ndo acontece com o tratamento com
antimicina A. O pré-tratamento com apocinina diminuiu de maneira dose-dependente
a producao de 8-isoprostano induzido pelo estimulo com LPS+IFNy (Figura 17 A).
Para realizar a dosagem de 8-isoprostano presentes especificamente nos CLs
fizemos o isolamento destas organelas através de gradiente de sacarose submetido
a ultracentrifugacdo. Tendo em vista que a maioria do isoprostano em amostras
lipidicas se encontra esterificado utilizamos o protocolo de hidrélise sugerido pelos
fabricantes. No grafico referente as amostras de CLs purificados estdo os valores
obtidos a partir da fragcdo 1 do gradiente que corresponde a fracao rica em CLs.
Observamos novamente que o estimulo com LPS+IFNy € capaz de induzir a
producdo de 8-isoprostano, mas nao o tratamento com antimicina A (Figura 17 B).

No entanto mais experimentos serdo necessarios para confirmar esse resultado.
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Figura 17: Dosagem de 8-isoprostano no sobrenadante ou purificado de CLs de
cultura de macréfagos estimuladas por LPS+IFNy ou tratadas com antimicina A:
Macrofagos foram pré-tratadas com apocinina em diferentes concentracbes por 1h e
posteriormente estimuladas ou ndo com LPS+IFNy ou antimicina A, por 24h. O pré-
tratamento permaneceu por todo tempo de estimulo. Para o isolamento de CLs foram
utilizadas 20x10° macréfagos por grupo. (A) Gréfico da dosagem de 8-isoprostano no
sobrenadante das culturas (N=3). Para andlise estatistica foi realizado ANOVA, seguido do
pos-teste de Bonferroni. As diferengas foram consideradas significativas quando p< 0,05. As
diferencas em relacdo ao grupo controle sdo indicadas pelo (*) e em relagdo ao grupo
estimulado sem apocinina (#). (B) Dosagem de 8-isoprostano na fracdo 1 do gradiente de
sacarose (fracédo enriquecida em CLs). N=1.

57



5.8 ROS induz a modificacdo de proteinas presentes nos CLs de maneira

dependente da ativacdo de NADPH oxidase

Para avaliar se a peroxidacdo lipidica que ocorre nos CLs alteram seu
conteudo protéico utilizamos o Kit Click-iT® LAA Através da reacdo de Click
catalisada pelo cobre, este kit detecta a formacdo de proteinas modificadas
contendo grupamentos alcinos em suas cadeias laterais, decorrentes da
peroxidacado lipidica. Nossos resultados mostram que as proteinas presentes nos
CLs de macréfagos estimulados com LPS+IFNy, predominantemente aquelas
presentes na periferia da organela, se encontram modificadas pela peroxidagao
lipidica. A marcacdo das proteinas contendo grupamentos alcinos em suas cadeias
laterais seguiu o padrdo de formato anelar (Figura 18 A), similar aquele encontrado
na imunomarcacdo da proteina estrutural de CLs, ADRP. O mesmo ocorreu nas
células tratadas com antimicina A, mas neste caso, além das proteinas periféricas
dos CLs, outros sitios de peroxidagéo protéica foram observados. Para confirmar se
esta marcacao anelar realmente margeava o contetdo lipidico dos CLs utilizamos a
sonda lipofilica Nile Red (Figura 18 B).

Para avaliar os efeitos do pré-tratamento com apocinina sobre as
modificacbes em proteinas decorrentes da peroxidacédo lipidica induzida pelo
estimulo com LPS + IFNy novamente utilizamos o Kit Click-iT® LAA. Como
anteriormente o estimulo induziu a peroxidacdo das proteinas periféricas dos CLs 0
gue nao ocorre nas ceélulas controle (Figuras 19 A, B). O pré-tratamento com
Apocinina, além de reduzir o numero de CLs, reduziu os efeitos da peroxidacao
lipidica sobre suas proteinas (Figura 19 C). Em destaque, observamos uma das
poucas células que apresentam CLs, marcados com a sonda de lipidios neutros
Lipidtox Red, no grupo pré-tratado com apocinina e estimulado com LPS+IFNy.
Nesta célula podemos notar a auséncia da marcacao para proteinas peroxidadas
envolta dos CLs (Figura 19 C).
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CONTROLE LPS+IFNy ANTIMICINA A

LPSHFNY

Figura 18: Deteccéo de proteinas modificadas pela peroxidacao lipidica em macréfagos
estimulados com LPS+IFNy ou tratados com antimicina A. As células foram estimuladas ou
ndao com LPS + IFNy ou tratadas com antimicina A por 24h. Simultdneo aos estimulos
adicionamos as culturas o analogo do acido linoléico (alquino de linoleamida - LAA). As células
foram fixadas e a marcacéo foi realizada segundo especificacdes do fabricante. (A) Imagens da
marcacdo de proteinas modificadas pela peroxidag&o lipidica em formato anelar (verde) e o
nucleo (azul - DAPI). (B) Marcacgéo para proteinas modificadas (verde) sobreposta a marcagao
pela sonda de lipidios neutros Nile Red (vermelho). Barra de escala - 20um.
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CONTROLE LPS+IFNy APOCININA + LPS+IFNy

Figura 19: Deteccdo de proteinas modificadas pela peroxidacdo lipidica em

macrofagos pré-tratados com apocinina e estimulados com LPS+IFNy (24h). Os
macrofagos foram pré-tratados e estimulados como descrito previamente. Em (A) células
do grupo controle, (B) células estimuladas com LPS + IFNy onde observamos a marcacgao
das proteinas modificadas pela peroxidacao lipidica em formato anelar (verde) margeando o
conteltdo lipidico marcado pela sonda de lipidios neutros Lipidtox (vermelho) e o nucleo
marcado com DAPI (azul). Em (C) observamos as células pré-tratadas com apocinina e
estimuladas com LPS + IFNy, e neste caso os CLs apresentam apenas a marcagao

vermelha. Barra de escala - 20um.
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5.9 Biogénese de CLs e modificacbes de seu conteudo protéico mediada por
lipidios peroxidados ocorrem em células do periténio durante a sepse

experimental in vivo

Para avaliar a biogénese e as alteracbes ultraestruturais ocorridas nos
corpusculos lipidicos durante a sepse experimental n6s submetemos camundongos
Swiss ao modelo de sepse polimicrobiana CLP. Apds 24h ou 48h os animais foram
eutanasiados, coletamos o lavado peritoneal e preparamos para microscopia
eletrbnica de transmissdo. Durante a sepse experimental (CLP) ha um intenso
influxo de neutréfilos para a cavidade peritoneal no periodo inicial da infeccéo,
sucedido pela migracdo de células mononucleadas do sistema mondcito/macréfago
(Gomes et al., 2006b). Em nossas amostras a grande maioria das células presentes
no grupo CLP 24h eram neutrofilos, e como estas células ndo eram foco deste
estudo realizamos as analises apenas no grupo CLP 48h onde células semelhantes
a macrofagos eram abundantes (Figura 20 A, B). Neste grupo observamos aumento
tanto no numero (Figura 20 C) quanto na area dos CLs (Figura 20 D) em
comparagao com o grupo controle (SHAM).

Tendo em vista que a elétron-densidade dos CLs foram associados com
alteracbes em sua composicao lipidica, analisamos digitalmente as micrografias
eletrdnicas convertendo as imagens para escala de cinza, e de acordo com a
intensidade dos pixels categorizamos os CLs como elétron-densos (0-85),
moderadamente elétron-densos (86-170) e elétron-lucidos (171-255). Nossos
resultados mostram que a grande maioria dos CLs encontrados nas células do
lavado peritoneal dos animais do grupo controle é elétron-licido. Em contrapartida,
nos animais submetidos ao CLP, ha um aumento na elétron-densidade destas
organelas percebido pela diminuicdo da porcentagem de CLs elétron-lucidos,
aumento na porcentagem dos moderadamente elétron-densos e 0 aparecimento de
CLs fortemente elétron-densos, caracteristica ausente no grupo controle (Figura 20
E).
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Figura 20: Avaliacdo ultraestrutural de CLs em células do lavado peritoneal de
camundongos Swiss 48h apés o CLP. (A, B) Micrografias eletrbnicas representativas
evidenciando o aumento de CLs em células de animais do grupo controle (A) em
comparagdo com submetidos ao CLP (B), 48h apds a cirurgia. Em (C) grafico das médias do
numero de CLs e em (D) da area, em células do lavado peritoneal de animais submetidos ou
ndo ao CLP. Em (E) temos a analise da elétron-densidade dos CLs. As analises foram feitas
a partir de 30 micrografias (para cada grupo). O (*) indica diferencas consideradas
significativas em relagcdo ao grupo controle (teste t ndo pareado), p<0,05. As analises de
ndamero, area e elétron-densidade foram feitas utilizando o software image J 1.41. CL =
Corpusculos lipidicos, N = Nucleo.
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Para avaliar se, assim como o modelo in vitro, o modelo de sepse
experimental induz modificacbes protéicas decorrentes da peroxidacao lipidica,
camundongos C57bl/6 foram submetidos ao CLP (modelo de sepse branda - 2 furos
no ceco) por 24h. Apés a eutanasia, células do lavado peritoneal foram recolhidas e
incubadas ex vivo, por 2h em estufa (5% de CO, a 37°C), com o LAA - analogo do
acido linoléico, seguido da marcacdo conforme especificacdes do fabricante. As
células do grupo CLP apresentaram aumento no numero de CLs (Figura 21 A) e
suas proteinas periféricas se mostram susceptiveis a modificacdes decorrentes da
peroxidacao lipidica (Figura 21 B). Marcacbes em forma de anel margeando o
conteddo lipidico dos CLs foram visualizadas tanto em células mononucleadas
guanto em polimorfonucleadas no grupo CLP (Figura 21 C), mas nao no grupo
controle (SHAM) (Figura 21 D).

Para avaliar a relacdo entre peroxidacdo lipidica e a gravidade do quadro
séptico realizamos a dosagem de 8-isoprostano no sobrenadante do lavado
peritoneal de animais submetidos a sepse branda (2 furos no ceco) e sepse grave (9
furos no ceco). Em paralelo incluimos um grupo pré-tratado com apocinina
(20mg/kg, intraperitonealmente — 1h antes da cirurgia) e submetido ao modelo de
sepse grave. Nossos resultados mostram uma associacao positiva entre os niveis de
8-isoprostano e a gravidade do modelo de sepse. O pré-tratamento com apocinina,
apesar da tendéncia, ndo foi capaz de reduzir a formagéo de 8-isoprostano (Figura
21 E).
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Figura 21: Deteccéao de proteinas modificadas pela peroxidacéo lipidica e dosagem de
8-isoprostano in vivo. Camundongos C57bl/6 foram submetidos ao modelo de sepse
branda (CLP - 2 furos no ceco) e eutanasiados apés 24h. (A) Células peritoneais marcada
com a sonda de lipidios neutros Lipidtox red (vermelho) e em (B) a marcacdo de proteinas
modificadas pela peroxidacdo lipidica (verde). (C) Sobreposicdo das imagens (A) e (B)
evidenciando as proteinas modificadas margeando o contetdo lipidico dos CLs. (D) A
sobreposicdo das mesmas marcacfes em células peritoneais do grupo SHAM (controle).
Nucleo marcado com DAPI (azul). (E) Gréafico da dosagem de 8-isoprostano feita a partir do
sobrenadante do lavado peritoneal de animais submetidos ou ndo a sepse branda (2 furos)
e grave (9 furos). Para analise estatistica foi realizado ANOVA, seguido do poOs-teste de
Bonferroni. As diferencas foram consideradas significativas quando p< 0,05. As diferencas

em relacdo ao grupo controle séo indicadas pelo (*) N=6 animais.
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5.10 CLP induz alteracdes ultraestruturais nas mitocdndrias principalmente

guando estas se encontram associadas aos CLs

Tendo em vista a importancia da disfuncdo mitocondrial na sepse, realizamos
um estudo detalhado das alteracdes ultraetruturais presentes nesta organela em
células semelhantes a macréfagos presentes no lavado peritoneal de animais
submetidos ou ndo ao CLP, 48h apls a cirurgia. Comparadas as mitocondrias
integras (Figura 22 A), em nosso modelo observamos que o CLP induz diferentes
alteracbes na ultraetrutura mitocondrial tais como desestruturacdo e reducdo do
namero de cristas (Figura 22 B, C, D, E), esvaziamento da matriz mitocondrial
(Figura 22 C), vacuolizagdo (Figura 22 E), tumefagdo mitocondrial (aumento de
volume) (Figura 22 C, D) e rompimento do envoltério mitocondrial (Figura 22 F). A
ocorréncia destas alteracbes aumentou significativamente nas células do grupo CLP
se comparadas ao grupo controle (Figura 22 G).

CLs e mitocondrias sdo organelas que estabelecem interacfes frequentes e,
tendo em vista que 0s componentes protéicos e lipidicos dos CLs sdo suceptiveis a
oxidacao nos nos perguntamos se esta interacdo poderia contribuir com a disfuncéo
mitocondrial ocorrida durante a sepse experimental. Por microscopia eletronica de
transmissao inicialmente nos avaliamos se durante a sepse experimental (CLP)
ocorre um aumento na associagdo entre CLs e mitocdndrias em células semelhantes
a macréfagos presentes do lavado peritoneal. Nossos resultados mostram que a
inducéo do processo séptico pelo modelo de CLP dobra os eventos de interacéo
entre CLs e mitocondrias (Figura 23 A-C). Além disso as mitocondrias envolvidas
nesta interacdo nas células do grupo CLP apresentam porcentagem maior de danos
ultraestruturais do que agquelas na mesma situagédo no grupo controle (Figura 23 D),
sugerindo que a interacdo com CLs no grupo seéptico possa favorecer o

aparecimento de danos ultraestruturais nas mitocondrias.
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Figura 22: Analise ultraestrutural de mitocondrias em células do lavado peritoneal de
camundongos Swiss 48h ap6s o CLP. A partir de micrografias eletrbnicas de transmisséo
analisamos as alteracdes ultraestruturais presentes em mitocondrias dos grupos controle ou
CLP. (A) Mitocondria considerada morfologicamente integra. (B-F) AlteracBes quantificadas,
como (C, D, E) a desestruturagcdo das cristas, (B) reducdo em seu numero, (C)
esvaziamento da matriz mitocondrial, (E) vacuolizacdo, (C,D) Tumefagdo mitocondrial
(aumento de volume) e (F) rompimento do envoltério mitocondrial. Barra de escala=1,66 (C,
D), 400 (A,B), 350 (E,F). (G) Grafico da porcentagem de mitocéndrias integras e alteradas
por grupo.Foram analisadas 398 mitocondrias no grupo controle e 393 no CLP.O (*) indica
diferengas consideradas significativas em relacdo ao grupo controle (teste t ndo pareado),
p<0,05
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Figura 23: Avaliagdo da interacdo entre CLs e mitocéndrias (integras e alteradas) em
células do lavado peritoneal de camundongos Swiss 48h apés o CLP. (A, B)
Micrografias eletrénicas de células do lavado peritoneal de animais submetidos ao CLP
destacando tanto a interacdo entre CLs e mitocbndrias quanto os sinais de dano
ultraestrutural das mitocéndrias envolvidas nesta interagdo. CLs= Corpusculo lipidico, *=
Mitocondria, Barra de escala: 500nm (A), 660nm (B). (C) Gréfico da porcentagem de
mitocondrias estabelecendo interacdo com CLs nos grupos controle e CLP. Em (D) gréfico
da porcentagem de mitocdndrias estabelecendo interacdo com CLs que apresentaram sinais
de alteracéo ultraestrutural. O (*) indica diferengas consideradas significativas em relagédo ao

grupo controle (teste t ndo pareado), p<0,05.
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5.11 Sepse induz a biogénese e alteracBes ultraestruturais dos CLs em

paralelo com danos no tecido hepatico

O figado é um orgéo central no controle da homeostase lipidica do organismo e
sua fisiologia é profundamente alterada durante a sepse (Nesseler et al., 2012)
justificando a avaliacdo da formacéo e ultraestrutura dos CLs no tecido hepatico de
camundongos Swiss submetidos ao CLP. Ap6s 24h da cirurgia observamos um
aumento pronunciado no numero de CLs no figado dos animais submetidos ao CLP
em comparacdo com o controle (Figura 24 A, B e E). Entretanto, apos 48h da
cirurgia a média do nimero de CLs ja ndo difere do controle (Figura 24 C e E). Ao
avaliar os CLs por area observamos que, apesar de numerosos, os CLs formados
apos 24h sdao em média menores em tamanho, se comparados ao controle. J& os
CLs formados apos 48h da cirurgia, apresentam em média area semelhante aos CLs
encontrados no grupo controle. No entanto, ao escalonar os valores de area
obtemos uma percepcdo mais clara de que a maioria dos CLs do grupo CLP 48h é
grande medindo entre 1-9um? (Figura 24 F).

Ao analisar as micrografias eletrbnicas do tecido hepatico, a alteracéo
ultraestrutural mais facilmente observada foi a mudanca de elétron-densidade dos
CLs ao longo do tempo apos a cirurgia de CLP. Para esta avaliagdo utilizamos
novamente o software image J, convertendo as imagens para a escala de cinza e
analisando a intensidade dos pixels das areas dos CLs. Nossos resultados mostram
gue os CLs formados ap0s 24h da cirurgia sdo quase exclusivamente elétron-ltcidos
(Figura 25 B e D), diferindo do grupo controle (Figura 25 A e D) que apesar de
apresentar de apresentar maioria também nesta categoria, apresenta quase 40% na
categoria moderadamente elétron-densos, e pouco mais de 5% na categoria
fortemente elétron-densos. Apds 48h da cirurgia foi observada uma alteracdo
drastica da elétron-densidade (Figura 25 C e D). Neste grupo mais de 60% dos CLs
se enquadram na categoria elétron-densos, mais de 20% na categoria
moderadamente elétron-densos e apenas uma pequena parcela de CLs elétron-
lucidos. Como comentado anteriormente, estas alteracbes de elétron-densidades
estdo relacionadas a mudancas no contetdo lipidico destas organelas. Sendo
assim, estes resultados sugerem que a sepse experimental induz alteracbes no

conteudo lipidico dos CLs formados no tecido hepatico.

68



CONTROLE

: Controle (24 h)

0.5+ |
Controle CLP cLp 25 CLP (24 h)
(24h) (24h) (48h) £ %
Pt
U 154
RN
E "E i == 104
3
'O_ 2.0+ 5
3 0
d 15 304
v
B4 21 CLP (48 h)
L2 1.04
b 20-
Eos{ T el
z
0.0 T 104
Controle CLP CcLP 54

(2ah) (24h) (48 h) 5

e’Q %
%%2%'2‘%%%”2%’%%%%

Intervalos de area (nm?)
Figura 24: Avaliacdo quantitativa e morfométrica de CLs no tecido hepatico de
camundongos submetidos ao CLP. Camundongos Swiss foram submetidos ou ndo ao
CLP, ap6s 24 ou 48h da cirurgia, o figado foi coletado e processado para MET. Micrografias
eletrbnicas representativas do figado dos animais (A) SHAM (controle), (B) CLP 24h e (C)
CLP 48h. (D) Grafico da média das areas dos CLs. (E) Gréfico da média do nimero de CLs
a cada 10um? de tecido. (F) Gréfico do escalonamento dos CLs por intervalo de area. O (¥)
indica diferencas consideradas significativas em relacéo ao grupo controle. Teste estatistico
Anova, seguido do pos teste de Tukey, p<0,0001. Barra de escala: (A) 4um, (B) 3,5um e (C)
2um.
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Figura 25: Avaliacdo da elétron-densidade dos CLs induzidos pela sepse experimental
no figado de camundongos Swiss. Camundongos Swiss foram submetidos ou ndo ao
CLP, apds 24 ou 48h da cirurgia, o figado foi coletado e processado para MET. (A, B e C)
Micrografias eletrbnicas representativas de CLs dos grupos controle, CLP 24h e CLP 48h,
respectivamente. (D) Grafico da porcentagem de CLs escalonados por elétron-densidade.
As analises deelétron-densidade foram feitas utilizando o software image J 1.41. CL:
Corpusculos lipidicos, *: Mitocéndrias, RER: Reticulo endoplasmético rugoso. Barra de
escala: 2um.
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O modelo experimental de CLP é o que melhor mimetiza os eventos sépticos
humanos, tanto a fase hemodindmica quanto a fase metabdlica, e tem a
possibilidade de ajustar a gravidade da sepse variando o tamanho da agulha e a
guantidade de furos feitos no ceco e é, portanto, considerado padrdo ouro no estudo
da sepse. Neste experimento utilizamos um modelo de sepse branda (2 furos) e de
sepse grave (9 furos). Para avaliar o envolvimento da NADPH oxidase nas
alteracdes no metabolismo hepético induzidas pela sepse acrescentamos também
um grupo submetido a sepse grave pré-tratado com apocinina (20mg/Kg), 1h antes
da cirurgia. Apés 24h do CLP, coletamos o soro, de onde dosamos diferentes
enzimas relacionadas ao metabolismo hepatico.

As imagens revelaram um aumento progressivo do niumero de CLs no figado
de acordo com a gravidade do quadro séptico (Figura 26 A). Em paralelo os niveis
de transaminase oxalacética (Figura 26 B) e transaminases pirtvica (Figura 26 C),
marcadores de dano hepatico, também aumentaram de acordo com a gravidade do
modelo de sepse utilizado. Os niveis de albumina sérica (Figura 26 D) reduziram
progressivamente de acordo com o modelo em comparagdo com o controle e
indicam aumento de permeabilidade vascular, importante fator na fisiopatologia da
sepse. Apesar de apresentar uma tendéncia em diminuir os marcadores de dano
hepatico, o pré-tratamento com apocinina, no esquema experimental utilizado, néao
reduziu as alteragcdes avaliadas induzidas pelo modelo de sepse experimental.
Entretanto mais experimentos variando o esquema terapéutico serdo necessarios

para melhor avaliar o papel da apocinina.
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Figura 26: Avaliacdo da formacdo de CLs e funcdo hepética apés a inducdo de sepse
experimental com diferentes niveis de gravidade. Camundongos C57BI/6 foram submetidos a
sepse branda (2 furos no ceco) ou sepse grave (9 furos no ceco). Uma parcela dos animais
submetidos a sepse grave foram pré-tratados com apocinina (20mg/Kg), intraperitonealmente, 1h
antes da cirurgia. Ap6s 24h os animais foram eutanasiados, recolhemos o0 sangue para obtencao
do soro e o figado. (A) Crioseccdes do figado de animais do grupo controle, CLP 2 furos e CLP 9
furos coradas com a sonda de lipidios neutros Bodipy (verde) e com o marcador de nucleo DAPI
(azul). (B, C e D) Gréficos das dosagens séricas de transaminase oxalacética, transaminase
pirdvica e albumina, respectivamente.O (*) indica diferencas consideradas significativas em
relagdo ao grupo controle. Teste estatistico Anova, seguido do pds teste de Bonferroni, p<0,05.

Barra de escala: 30um. N=6 animais por grupo.
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6 Discussao:

7z

A sepse é a principal causa de morte nas unidades de terapia intensivas
(UTIs), a maioria atribuida a sindrome de disfungcdo de multiplos 6rgdos (MODS)
(Ramirez, 2013). Associada a resposta inflamatéria descontrolada, a inadequada
oxigenacdao tecidual tem sido ha muito apontada como possivel mecanismo indutor
da disfunc&o organica. No entanto, as medidas destinadas a otimizar a perfusdo do
tecido trazem pouco ou nenhum beneficio no contexto da faléncia orgéanica induzida
pela sepse (Boekstegers et al., 1994; Gattinoni et al., 1995; Hayes et al., 1994; Sair
et al., 2001). Inumeras evidéncias indicam que a faléncia de 6érgéos induzida pela
sepse estdo associadas as alterag6es fundamentais no metabolismo celular e que
hipdxia tecidual ndo desempenha um papel central neste processo (Levy et al.,
2005; Pravda, 2014; VanderMeer et al., 1995). Esta visdo encontra embasamento
nas observacfes de manifestacBes clinicas da insuficiéncia de 6rgaos mesmo na
auséncia de morte celular significativa, e também na recuperacao (quase) completa
da funcdo de 6rgaos, incluindo aqueles cujas células tém baixa capacidade de
regeneracdo em pacientes que sobrevivem ao quadro séptico (Hotchkiss et al.,
1999; Noble et al., 2001).

A teoria conhecida como hipoxia citopatica, proposta por Fink, postula que
alteracdes no metabolismo energético ocorrido na sepse se da nao apenas porque a
entrega de O, aos tecidos é prejudicada, mas também, e talvez ainda mais
importante, porque a capacidade das células para utilizar disponivel de O, é
comprometida (Fink, 2001). As mitocondrias sdo as organelas centrais no consumo
de oxigénio, e os mecanismos de disfuncdo mitocondrial tém recebido cada vez
mais destaque na patogénese da sepse (Crouser, 2004; Singer, 2013). A diminuicéao
do consumo de O, e consequente queda na producédo de ATP sao observados tanto
em modelos experimentais quanto em pacientes sépticos, e neste ultimo caso, a
gueda de consumo do oxigénio esta associada a gravidade do quadro (KREYMANN
et al.,, 1993; Rosser et al.,, 1998). Estas alteragbes foram detectadas mesmo em
tecidos devidamente perfundidos, sugerindo que a disfungdo mitocondrial pode se
desenvolver independente da hipoperfusdo e hipoxia tecidual (Crouser et al., 2002,
1997).

Aléem das alteragcdes bioenergéticas, aumento do estresse oxidativo e
producdo de espécies reativas tém sido associados a sepse e a disfuncao organica

(Andrades et al., 2009; Crimi et al., 2006). O sistema imune ativado e a disfungéo
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mitocondrial sdo as duas maiores fontes de espécies reativas no organismo
(Halliwell e Gutteridge, 2007). Durante a sepse, € caracteristico o aumento na
producdo de ROS e RNS na circulacdo, via ativagdo de células endoteliais e do
sistema imune, e nos orgaos afetados, principalmente devido aos processos de
disfuncdo mitocondrial e alteragcdes nas defesas anti-oxidantes (Andrades et al.,
2009; Dare et al., 2009). Algumas destas moléculas atuam diretamente em vias de
sinalizagdo, enquanto outros provocam efeitos deletério em diversas estruturas
celulares.

A alteracdo do metabolismo lipidico € um evento precoce e consistente
durante os processos de infeccao/inflamacé&o. Durante a sepse estas alteracdes
incluem aumento da sintese de &cidos graxos, a ativacdo da lipdlise no tecido
adiposo, e a supressdo da oxidacdo e cetogénese. O excesso de acidos graxos
livres gerado € entdo canalizado para a esterificacdo o que explica 0 aumento nos
niveis de TAG seéricos observados nos pacientes (Khovidhunkit et al., 2004). A nivel
intracelular, aumento na formacdo de CLs tem sido demonstrado, tanto in vivo
guanto in vitro, ap6s estimulacao com LPS, em modelos experimentais de sepse e
também em amostras de pacientes sépticos (Pacheco et al., 2002). Durante a sepse
a associacao entre estresse oxidativo, producdo de ROS e biogénese de CLs néo é
completamente compreendida. Neste trabalho avaliamos o envolvimento de ROS,
de origem mitocondrial e citoplasmatica (via NADPH oxidase), na biogénese de CLs
e também e nas alteracbes de seus componentes decorrentes do processo de
oxidacao.

O aumento de ROS apods o estimulo por LPS foi demonstrada em diferentes
modelos de choque séptico em macrofagos peritoniais e linfocitos (Victor e De La
Fuente, 2003; Victor et al., 1998). Utilizando macréfagos derivados de medula éssea
nés observamos que o estimulo com LPS + IFNy é capaz de aumentar a producao
de ROS total e ROS de origem mitocondrial mensurados com o auxilio das sondas
DHE e MitoSox, respectivamente. Por citometria de fluxo e/ou microscopia confocal
pudemos observar que a producdo de ROS de ambas as fontes ocorre de maneira
precoce, podendo ser detectada ap6s 30 min de estimulo. Ensaios utilizando estas
sondas por citometria de fluxo ou microscopia de fluorescéncia, apesar de
amplamente utilizados como sensor de anions superdxido, tém apresentado
limitagbes técnicas (Zielonka e Kalyanaraman, 2010). A hidroetidina (HE), molécula
base de ambas as sondas, € sintetizada a partir de duas redugdes do cation etidio

(Thomas e Roques, 1972). Esta molécula reage prontamente com anions
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superoxidos formando um produto fluorescente vermelho especifico, o 2-hidroxietidio
(2-OH-E™) (Zhao et al., 2003). Entretanto, no ambiente celular a hidroetidina pode
sofrer oxidagcdo n&o especifica e gerar outros intermediarios fluorescentes
vermelhos, incluindo o etidio (E*), que interferem nos resultados quando técnicas
baseadas em fluorescéncia séo aplicadas (Zhao et al., 2005).

A metodologia mais indicada atualmente para mensurar a formacao de
superoxido utilizando sondas baseadas em hidroetidina € o HPLC (Kalyanaraman et
al., 2014). Por esta técnica € possivel distinguir e quantificar os diferentes produtos
da oxidac&o do HE, incluindo o 2-OH-E* gerado especificamente pela oxidac&o via
anions superoxidos. As principais limitacdes desta técnica no momento incluem o
periodo relativamente longo de analise (entre 30-75 min por amostra) e a
necessidade de otimizar o protocolo de extracdo e aumentar sua eficiéncia. Como
em nossos experimentos utilizamos apenas métodos baseados em fluorescéncia,
tomando de maneira isolada esses resultados, poderiamos afirmar apenas que o
estimulo com LPS + IFNy induziram o aumento de agentes oxidantes tanto no
citoplasma quanto nas mitocOndrias. NO entanto, 0S experimentos seguintes
utilizando ferramentas farmacologicas e/ou genéticas que modulam a produgdo ou
disponibilidade de ROS dao suporte as afirmacdes de seu envolvimento nos
mecanismos estudados.

Ao constatar que a producdo de ROS, tanto de origem citoplasmética quanto
mitocondrial, precedia temporalmente a producgao de CLs, decidimos avaliar se ROS
estariam envolvidos nos mecanismos associados a biogénese de CLs.
Primeiramente, testamos a hipétese de que a disfuncdo mitocondrial pudesse levar a
formacédo de CLs. Esta relagéo ficou evidente quando realizamos o bloqueio direto
do complexo Il da cadeia transportadora de elétrons pelo tratamento com a
antimicina A. Além do esperado aumento na producdo de ROS, um aumento
acentuado no numero de CLs foi observado. A relagdo entre o funcionamento das
mitocondrias e biogénese de CLs foi sugerida previamente por meio de trabalhos
utiizando RNAI contra proteinas da via de beta oxidacdo que mostrou ser um
potente indutor de formacéo de CLs (Marin-Garcia et. al, 2008). Além disso, estudos
recentes utilizando mutacbes em genes centrais na biologia mitocondrial de
drosdfilas, cujos homologos humanos causam doencas neurolégicas graves,
também elevam o nimero de CLs em células da glia (Liu et al., 2015).

O aumento no numero de CLs nos grupos estimulados com LPS + IFNy ou

tratados com antimicina A foi acompanhado pelo aumento na expresséo da proteina
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ADRP, uma das principais proteinas estruturais dos CLs. E digno de nota que o
aumento na expressao de ADRP ocorreu também quando os macréfagos foram
tratados com outras drogas que interferem no funcionamento mitocondrial, como a
rotenona e a oligomicina, o que descarta qualquer efeito inespecifico produzido pela
antimicina A. ADRP é um membro da familia das perilipinas ou PAT, queséao
proteinas estruturais presentes na superficie dos CLs e regulam os processos de
estoque e hidrdlise de lipidios (Sztalryd e Kimmel, 2014). A ADRP (Plin2) é uma
perilipina expressa em diferentes tipos celulares e é classificada como uma perilipina
nao permutavel, isso porque sdo majoritariamente encontradas associadas aos CLs.
Na auséncia de CLs, a ADRP é rapidamente degradada pelo proteassomo, desta
forma o aumento na expressao desta proteina na célula é diretamente relacionado
ao aumento de CLs (Xu et al., 2005).

Tendo em vista que a interrupcdo do fluxo normal de elétrons da cadeia
transportadora nas mitocondrias € capaz de induzir a formacdo de CLs, e que a
disfuncdo mitocondrial caracterizada pelo aumento na producdo de ROS precede
temporalmente a biogénese de CLs em macréfagos estimulados com LPS + IFNy,
avaliamos também se ROS teria papel na biogénese de CLs induzidos pelo estimulo
com LPS+IFNy. Para ajudar a responder esta questdo utilizamos um antioxidante
especifico para superoxidos mitocondriais, 0 mito-TEMPO. O mito-TEMPO €é uma
molécula formada pelo antioxidante nitroxido tempol covalentemente conjugado ao
trifenilfosfénio, um cation lipofilico capaz acumular nas mitocéndrias em propor¢des
de 100-500 vezes maiores do que a apresentada pelo meio intracelular e por outras
organelas (Ross et al., 2005; Smith e Murphy, 2010). O direcionamento € facilitado
pelo potencial extremamente negativo apresentado pela membrana interna
mitocondrial que favorece esse acumulo seletivo. Antioxidantes nitroxidos s&o
moléculas capazes de eliminar anions superoxido cataliticamente de forma mimética
a SOD (Krishna et al., 1996).

Nossos resultados mostraram que ROS de origem mitocondrial tem um papel
importante na formagéo de CLs, uma vez que o pré-tratamento com mito-TEMPO foi
capaz de diminuir significativamente o numero de CLs induzidos por LPS + IFNy, o
mesmo efeito ndo foi visualizado nas células pré-tratadas com este antioxidante e
tratadas com antimicina A. No entanto, ndo podemos descartar a participacdo de
ROS mitocondrial neste processo, uma vez que o mito-TEMPO é uma molécula
scavenger (“sequestradora”) de anions superoxidos, e esta reagdo € competitiva por

natureza. Para a apropriada remoc¢ao, a molécula sequestradora precisa estar em
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excesso para remover o substrato rapido o bastante a medida que € produzido. A
dose de 100uM utilizada é considerada alta mas pode néo ter sido suficiente para
suplantar a quantidade de ROS produzido pelas mitocondrias apds o tratamento
com a antimicina A (Dikalova et al., 2010).

Apesar de ja ser conhecido que o LPS induz alteracdes no metabolismo
lipidico em macrofagos (Feingold et al., 2012), é a primeira vez que € demonstrado o
papel de ROS de origem mitocondrial neste processo. A relagdo entre ROS e
biogénese de CLs foi recentemente demonstrada em modelo de droséfila com
mutacdes em genes mitocondriais. Nesse mesmo trabalho, 0 aumento na producéao
de ROS foi acompanhado por um intenso acumulo de CLs em células da glia via
ativacao do eixo JNK/SREBP. A reducao dos niveis de ROS pelo tratamento com N-
acetil-cisteina ou pela super expressao da enzima SOD reduziu significativamente o
namero de CLs nestas células (Liu et al., 2015). A utilizacdo de antioxidantes em
modelos de sepse tem apresentado resultados animadores na reducéo da disfuncao
mitocondrial e leséo tecidual (Escames et al., 2007; Lowes et al., 2013, 2008; Sener
et al., 2005; Supinski et al., 2009). Zapeline e colaboradores demonstraram que o
tratamento com antioxidantes pode reverter os sinais mais precoces de disfuncéo
mitocondrial, como a tumefacdo das mitocondrias, liberagcdo de citocromo C e o
estresse oxidativo (Zapeline et. al, 2008). Patil e colaboradores demonstraram que 0
tratamento in vivo com mito-TEMPO pode reverter a disfungdo mitocondrial renal,
atenuando a injuria aguda dos rins induzida pela sepse e elevando as taxas de
sobrevida dos animais de 40% para 80% (Patil et. al.,2014). No mesmo ano, Sims e
colaboradores demonstraram que a administracdo de mito-TEMPO no momento da
ligacdo cecal e puncédo (CLP) ndo so reduziu os niveis de superéxido mitocondrial,
como também melhorou a perfusdo microcirculatoria renal (Sims et al., 2014).

Tendo em vista que a reducao na formacao de CLs pelo tratamento com mito-
TEMPO se deu de forma significativa, mas parcial, nos perguntamos se ROS de
outras origens, que nao a mitocondrial, poderiam contribuir para o processo de
biogénese de CLs desencadeado pelo estimulo com LPS + IFNy. Durante a sepse,
existem outras fontes importantes de ROS além da disfuncdo mitocondrial que
desempenham importantes papéis em sua patobiologia, dentre elas a ativacdo de
enzimas oxidases (Andrades et al., 2009). O complexo NADPH oxidase é uma
importante fonte de geragcdo ROS em diferentes tipos celulares, incluindo
macrofagos e neutréfilos. Suas diferentes isoformas séo ativadas por estimulos

diversos, incluindo PAMPs, DAMPs e mediadores inflamatérios (Babior, 2004;
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Lambeth, 2004). De fato, a producdo de ROS apds o estimulo com LPS em
leucocitos é primariamente mediada pelo complexo da NADPH oxidase (Bedard e
Krause, 2007). Para avaliar a participacdo de ROS produzidos a partir da ativagéo
do complexo NADPH oxidase na biogénese dos CLs, foram utilizadas duas
abordagens metodologicas diferentes, uma farmacoldgica através do pré-tratamento
com apocinina, e outra genética utilizando clones de macréfagos cuja subunidade
p22phox do complexo NADPH oxidase foi deletada pela metodologia de CRISPR-
Cas9.

A apocinina (4-hidroxi-3-metoxiacetofenona, acetovanillona, CAS 498-02-2) é
um metoxi-catecol extraido das raizes de uma planta originaria do Himalaia a
Picrorhiza kurroa (Atal et al., 1986). Descrita originalmente como um inibidor do
processo de burst respiratério em fagocitos, a apocinina € um eficiente inibidor do
complexo NADPH oxidase (NOX1 e NOX2 principalmente) e seu mecanismo de
acao esta relacionado a inibicdo da translocagcdo para a membrana do componente
citosolico p47°™ provavelmente pela sua associacdo com residuos tidis desta
subunidade (Barbieri et al., 2004; Simons et al., 1990; Stolk et al., 1994; Ximenes et
al., 2007). Na realidade, estes efeitos ndo sdo mediados pela apocinina diretamente.
A apocinina € uma pro-droga e depende de sofrer oxidacdo mediada por
peroxidases para ser convertida em um dimero simétrico 5,5 que de fato detém o
efeito biolégico citado (Simons et al., 1990; Ximenes et al., 2007). Esta converséo é
rapidamente alcancada em células fagociticas envolvidas na resposta inflamatéria
onde peroxido de hidrogénio e mieloperoxidases estdo presentes em grandes
guantidades. Em contraste, em células nédo-fagociticas onde estes componentes
estdo praticamente ausentes, a apocinina nao apresenta 0s mesmos efeitos sobre a
ativacdo do complexo da NADPH oxidase (Heumdiller et al., 2008; Vejrazka et al.,
2005).

Em nosso estudo observamos que ROS produzido pela ativacdo da NADPH
oxidase tem um papel importante na biogénese de CLs. O pré-tratamento com
apocinina foi capaz de reduzir a fluorescéncia emitida pela oxidagdo de DHE
induzido pelo estimulo com LPS+IFNy, mas nao pelo tratamento com antimicina A,
como era de se supor ja que a principal fonte de ROS neste caso € mitocondrial.
Correspondentemente, o pré-tratamento com a apocinina reduz significativamente o
numero de CLs induzido pelo estimulo com LPS + IFNy ou pela infeccdo por E.coli
em macréfagos, chegando a niveis basais na dose de 500uM, efeito este né&o

observado nas células tratadas com antimicina A.
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Para confirmar a participacdo da NADPH oxidase na biogénese de CLs
estimulados por LPS + IFNy geramos clones de macrofagos deficientes na proteina
p22°"* subunidade transmembrana integrante dos complexos NOX1-4 (Kawahara
et al., 2005), utilizando a técnica de edicdo génica conhecida como CRISPR/Cas9.
Inspirada no sistema de defesa de eucariotos contra virus, esta técnica se baseia na
capacidade da nuclease Cas9 ser guiada por pequenos RNAs, crRNA (CRISPR
RNA) e tracrRNA (trans-activating crRNA), a alvos especificos dentro do genoma, e
estimular a quebra da dupla-fita do DNA. Fundidos em uma quimera, estes dois
RNAs associados a Cas9 formam um complexo conhecido como sgRNA:Cas9
(single-guide-RNA:Cas9) capaz de reconhecer e editar genes de maneira especifica
e com alto rendimento em uma variedade de tipos celulares e organismos (Jinek et
al.,, 2012; Ran et al., 2013). A especificidade da edicdo depende da pequena
sequéncia do RNA-guia (20 nucleotideos) que pode ser customizada para
reconhecer qualquer sequéncia dentro do genoma.

Utilizamos uma sequéncia guia direcionada ao éxon 3 do gene que codifica a
proteina p22P"(TGTCTGCTGGAGTATCCCCG), avaliada como um guia de alta
gualidade (score 87). Esta seqliéncia apresenta 112 potenciais sitios off-targets com

baixa afinidade, sendo apenas 14 localizados em genes, como listado abaixo:

Potenciais genes off-targets:

e Canal de cloro ativado por célcio
e Culina9

e Dominio dependente de célcio
e Fator de fissdo mitocondrial

e Fator de transcricdo AP-2 beta
e Hexim 2

e Limb-bud and heart (Lbh)

e Proteina de ligacao ao retinol
e Proteina do transporte vesicular de aminas
e Proteina nuclear 4

e Proteina Zinc-finger

e Receptor olfativo

e Ser/Thr quinase

e Serina Protease 50
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A utilizacdo desta ferramenta nos permitiu gerar clones de macréfagos
murinos que apresentavam uma dele¢éo de cerca de 20 nucleotideos no éxon alvo o
que resultou na auséncia da expressao da proteina p22P"°* (confirmada por Western
blotting). Em nossos experimentos nés observamos que os clones p22ph°""'quando
estimulados com LPS + IFNy produziram menores quantidades de ROS e, em
concordancia com os resultados obtidos com a apocinina, ndo apresentaram
aumento na formacdo de CLs evidenciando mais uma vez um papel de ROS
produzidos pela ativagdo da NADPH oxidase na biogénese destas organelas. Nosso
resultados ndo permitem afirmar qual complexo da NADPH oxidase expressa em
macroéfagos é responsavel pelos efeitos observados. Tanto a NOX1 quanto a NOX2
sdo alvos da inibicdo pela apocinina e também tem seu funcionamento afetado pela
delec&o da proteina p22ph°X. Apesar de a NOX2 ser mais expressa e a principal fonte
de ROS em fagocitos, a NOX1 pode contribuir de maneira importante visto que sua
expressdo, que normalmente € baixa em macrofagos nado estimulados, é
rapidamente induzida ap6s o estimulo com LPS (Park et al., 2009)

As vias que associam o aumento na producdo de ROS com o acumulo de
lipidios intracelulares tem sido alvo de intensa investigacdo. Niveis elevados de ROS
tém sido considerado um dos fatores principais na promocao de lesdes
ateroscleroticas e na formagdo das chamadas “células espumosas” (macréfagos
contendo vérios CLs em seu citoplasma) (Dandona et al., 2007). A formacdo de
células espumosas pode ser estimulada pela inibicdo do efluxo de colesterol através
de transportadores como ABCAL1 e ABCGL1 (Yvan-Charvet et al., 2007) sendo ROS
um dos principais fatores inibitérios do transporte através de transportadores ABC
(Chen et al., 2007; Tavakoli e Asmis, 2012). Trabalhos utilizando LPS e outros
ligantes de TLR provenientes de bactérias sdo capazes de inibir o efluxo de
colesterol e promover o fendtipo de células espumosas (Castrillo et al., 2003;
Kalayoglu e Byrne, 1998; Nicolaou et al., 2011). Concordemente, o LPS néo é capaz
de induzir CLs em células de camundongos da linhagem C3H/HeJ (mutantes de
TLR4) ou em células tratadas com anticorpos contra CD14, demonstrando um papel
central destes receptores no processo de formacdo de CLs induzidos por LPS
(Pacheco et al., 2002).

Outro mecanismo proposto que pode explicar a associacao entre producéo de
ROS e formacdo de CLs € mediado pela quimiocina MCP-1. Estudos anteriores
demonstraram que a inducdo da expressédo de MCP-1 ocorre em resposta ao

aumento da producdo de ROS e que diferentes moléculas antioxidantes sao
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capazes de inibir a producdo deste mediador inflamatorio em células de linhagem
monocitica induzida pelo estimulo com LPS (Chen et al., 2004; Park et al., 2009;
Peluso et al., 2010; Zhong et al., 2013). Em estudo prévio de nosso grupo foi
demonstrado que o MCP-1 é um importante mediador da biogénese de CLs em
macrofagos. No mesmo trabalho foi observado que MCP-1 recombinante é capaz
de induzirdiretamente a rapida biogénese de CLs em macréfagos por mecanismos
dependentes de CCR2, PI3K e ERK1/2 cinase. Além disso, macrofagos peritoneais
de animais MCP-1"" submetidos a dois modelos de peritonite, CLP e injecao de LPS,
nao apresentam aumento na biogénese de CL como ocorre em animais selvagens
(Pacheco et al., 2007).

Além da diminuicdo da biogénese de CLs, os macréfagos p22°"” também
mostraram ter reduzida capacidade de producdo de NO em resposta ao estimulo
com LPS+IFNy. Este efeito pode ser explicado pela atuacdo de ROS, ndo apenas
como causador de dano oxidativo, mas também como moléculas capazes de ativar
vias de sinalizacdo celular (Genestra, 2007). Atualmente € amplamente conhecido
gue ROS é capaz de modular as vias de sinalizagcdo mediadas por NF-kB, fator de
transcricdo central na resposta inflamatoria. Os efeitos de ROS sobre esta via
podem levar a ativacdo ou inibicdo do complexo, dependendo do tipo celular e do
estimulo (Morgan e Liu, 2011). Em macréfagos murinos estimulados por LPS, a
ativacao de NF-kB induzida por ROS induz a degradacéo das proteinas repressores
IkBa e IkBB responséveis por manter o complexo inativo no citoplasma (Mercurio et
al., 1997). Esta ativacdo induz a transcricdo de varios genes que participam na
resposta inflamatéria, inclusive a oxido nitrico sintase induzida (iNOS). A regulacéo
redox da expressdo de iINOS em macréfagos e outros tipos celulares tem sido
descrita em diversos trabalhos (Blesa et al., 2003; Lanone et al., 2005; Mendes et
al.,, 2001; Prasanna et al., 2007). Além disso, antioxidantes enzimaticos e nao
enzimaticos reduzem a producdo de NO induzida pelo estimulo com LPS em
macrofagos via inibicdo de NF-kB, incluindo a apocinina (Han et al., 2001; Viackova
et al.,, 2011). Nossos resultados reforcam a importancia de ROS produzidas pela
NOX na producédo de NO em macrofagos estimulados com LPS + IFNy.

Em resumo,os dados expostos até aqui apontam que ROS, independente da
sua origem na célula, participa das vias de inducdo da biogénese de CLs em
macroéfagos estimulados por LPS + INFy. Entretanto, a importancia relativa de cada
fonte de ROS neste mecanismo € dificil de definir. Existe uma intensa interacédo

entre as vias de producdo de ROS mitocdndriale citosdlica (via NADPH oxidases).
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Diferentes estudos apontam mecanismos pelos quais ROS de origem mitocondrial é
capaz de ativar NADPH oxidases e mecanismos onde ROS/RNS de origem
citosolica desencadeiam estresse oxidativo mitocondrial com consequente disfuncao
desta organela. No primeiro caso, podemos citar os modelos de hipdxia,
farmacologicos ou genéticos, que classicamente induzem a formacdo de ROS de
origem mitocondrial. Estudos preliminares demonstraram que ROS mitocondrial
induzido pela hipoxia € capaz de induzir a atividade de NADPH oxidase
(provavelmente NOX 1) via PKCe (Rathore et al., 2008). Em modelos de privagao de
soro, a cinética de producdo de ROS se inicia com uma producdo rapida mediada
pelas mitocondrias seguida por uma condicdo de estresse oxidativo mais lenta e
duradoura, dependente da ativacdo da NADPH oxidase (Seung et al., 2006). Em
células da musculatura lisa vascular, a inducéo de disfuncdo mitocondrial moderada
interrompe totalmente a ativacdo da NADPH oxidase induzida por angiostensina I,
evidenciando neste caso a necessidade da integridade funcional das mitocondrias
para a eficiente ativagéo desta via (Wosniak et al., 2009).

No sentido inverso, em células endoteliais a sinalizagdo de angiostensina Il €
capaz de ativar a NADPH oxidase, e pela subsequente produgdo de ROS induz a
abertura de canais de potassio sensiveis a ATP levando a despolarizacdo do
potencial de membrana mitocondrial, aumento da formacdo de ROS e alteracédo na
funcéo respiratéria (Brandes, 2005; Doughan et al., 2008). No contexto da sepse,
Quoilin e colaboradores, observaram que a ativacdo de NOX4 ocorre antes da
disfuncdo mitocondrial em células do epitélio tubular renal (HK-2) estimuladas com
LPS. A rapida inducdo de NOX 4 associada a ativacao de iNOS levam a formacéao
de anions superéxidos e NO, que combinados, geram peroxinitrito, apontado pelos
autores como possivel mediador da posterior disfuncdo mitocondrial (Quoilin et al.,
2014). Em nosso modelo, a estimulacdo de macrofagos com LPS + IFNy induziram
aumento da fluorescéncia, tanto de DHE quanto do mitoSox, ja a partir de 30 min de
estimulo o que ndo nos permite estabelecer uma relacdo de causa e consequéncia
entre estresse oxidativo citosoélico e mitocondrial.

Uma vez que durante o estimulo com LPS + IFNy foi observado aumento da
producado de ROS, via ativacdo de NADPH oxidase e por via mitocondrial, e acumulo
de CLs no citoplasma das células, a pergunta seguinte foi se 0os componentes
moleculares dos CLs estavam sofrendo danos oxidativos. Os resultados obtidos
utilizando a sonda bodipy C11, demonstraram que neste modelo estas organelas

acumulam lipidios peroxidados. Com as metodologias, usadas ndo podemos afirmar
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se ocorre peroxidacao in situ ou se os lipidios peroxidados sédo direcionados para 0s
CLs de outros sitios celulares. Como evidéncia adicional, dosamos a formacao de 8-
iIsoprostano, um membro da classe Fj-isoprostano. Fp-Isoprostanos sdo compostos
semelhantes as prostaglandinas, porém nao dependem de oxidacdo enzimatica,
pois sdo gerados a partir da oxidacdo de acidos graxos poliinsaturados (acido
araquiddnico, w6) pela acdo de espécies reativas. Sdo formados primeiramente in
situ, esterificados em fosfolipidios e depois liberados pela acdo de enzimas
fosfolipases, como a PLA,. A quantificagdo de Fj-isoprostanos tem sido apontada
como o método mais apurado para avaliar o estresse oxidativo e a peroxidacao
lipidica (Milatovic et al., 2011). Uma vez que os CLs sdo um importante reservatorio
de é&cido araquiddnico intracelular, fizemos as dosagens ndo apenas no
sobrenadante das culturas, mas também diretamente do purificado de CLs. Em
concordancia com os dados de peroxidacao lipidica, foi observado aumento na
producado de 8-lIsoprostano no purificado de CLs de células estimuladas com LPS +
IFNy, entretanto o mesmo ndo ocorreu no purificado de CLs das células tratadas
com antimicina A, possivelmente pela ativacdo diferenciada das vias de PLA,, o que
precisara ser investigado.

No modelo in vivo, a avaliagcdo ultraestrutural dos CLs demonstraram
alteracdes na elétron-densidade dos CLs nas células do lavado peritoneal, e de
forma mais drastica no tecido hepatico de animais submetidos ao CLP. Alteracdes
deste tipo tém sido descritas por nosso grupo em CLs de macréfagos durante
doencas infecciosas in vivo (D’Avila et al., 2006; Melo et al., 2006) e apontadas na
literatura como uma indicacdo direta da mudancas do conteddo lipidico destas
organelas, mais precisamente alteracbes na concentracdo de acidos graxos
poliinsaturados. Uma vez que o tetroxido de 6smio usado na preparacdo das
amostras para MET se liga preferencialmente em ligacdes insaturadas dos acidos
graxos (Adams, et al., 1967; HAYES et al., 1963), quanto mais acidos graxos
poliinsaturados presentes, mais elétron-densos os CLs serdo. Este fato foi
demonstrado experimentalmente por Cheng e colaboradores, no seu trabalho eles
adicionaram ao meio de cultura de fibroblastos, acidos graxos poliinsaturados com
diferentes nimeros de insaturacdes acido oléico (AO 18:1), acido linoléico (LA 18:2)
e o0 acido docosahexaendico (DHA 22:6) e posteriormente preparou as células para
MET. Os resultados mostraram que os CLs das células tratadas com DHA eram
mais elétron-densos, seguidos pelos das células tratadas com LA e por fim AO, em

concordancia com numero de insaturacdes destes acidos graxos (Cheng et al.,
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2009). Desta forma, ao demonstrar aumento de elétron-densidade de CLs nossos
resultados indicam alterac@o no seu conteudo lipidico.

Alteragbes na composicdo dos CLs foram observadas previamente em
situacdo de aumento do estresse oxidativo. Em 2015, ao estudar o desenvolvimento
do sistema nervoso central de drosofilas, Baley e colaboradores observaram, por
espectrometria de massas, que em ambiente de hipéxia o0 ROS gerado é capaz de
induzir uma redistribuicdo dos acidos graxos, incluindo &cidos graxos insaturados,
dos fosfolipidios de membranas para os CLs, induzindo um aumento no numero
destas organelas por mecanismos dependentes de fosfolipase D, lipinas e DGAT1.
Este redirecionamento é apontado pelos autores como um mecanismo de prevencgao
da formacdo de lipidios peroxidados. Utilizando a sonda Bodipy C11 os autores
demonstraram ainda que dentro dos CLs o0s acidos graxos poliinsaturados estao
mais protegidos da peroxidacéao lipidica do que quando associados as membranas.
Em concordancia, em células deficientes em Lsd-2 (Drosophila Lipid Storage Droplet
2 -proteina da familia PAT em drosdfilas), que apresentam a biogénese de CLs
prejudicada, a peroxidacao lipidica nas membranas é ainda maior. Assim os CLs
forneceriam um ambiente de protecdo que minimiza a reacdo em cadeia de
peroxidacao lipidica e a producéo de intermediarios lipidicos toxicos, como o 4HNE,
limitando danos oxidativos aos componentes celulares. Este papel antioxidante dos
CLs protegeria ndo sO as ceélulas da glia, como também células-tronco neuronais e
sua progénie (Bailey et al., 2015).

Entretanto ndo ha um consenso a esse respeito, outros trabalhos sugerem
gque os CLs podem conter lipidios peroxidados e até mesmo mediar danos
lipotoxicos. No mesmo ano de 2015, Liu e colaboradores, estudando modelos de
doencgas neurodegenerativas desencadeadas por defeitos mitocondriais, observaram
acumulo de CLs em células da glia ocorrendo no inicio ou precedendo o processo
de neurodegeneracdo tanto em drosofilas quanto em camundongos, de maneira
dependente de ROS. Diferentes estratégias utilizadas, como tratamento com o
antioxidante N-acetil cisteina, super expressdo de hSOD ou lipase 4, bem como a
delecdo dos genes JNK ou SREBP resultaram simultaneamente na reducdo do
acumulo de CLs nas células da glia e na prevencdo da neurodegeneracao.
Entretanto o simples acumulo de CLs ndo foi suficiente para induzir a
neurodegeneracao neste modelo. Os autores demonstraram que a peroxidagéo dos

lipidios presentes nos CLs decorrente do aumento dos niveis de ROS, gerado pela
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disfuncdo mitocondrial, era de fato 0 mecanismo responsavel pela morte neuronal
(Liu et al., 2015).

Além das alterac6es no conteldo lipidico, nossos resultados mostraram que
as proteinas presentes nos CLs, especialmente aquelas associadas a monocamada
de fosfolipidios (Kory et al., 2016), sdo suscetiveis a alteracdes decorrentes da acao
de lipidios peroxidados. Por microscopia de fluorescéncia, macréfagos derivados de
medula 6ssea estimulados com LPS + IFNy e células do lavado peritoneal de
animais submetidos ao CLP mostraram intensa marcacgao referente a carbonilacao
de proteinas periféricas dos CLs. Resultados semelhantes foram observados no
modelo de esteatose hepatica de origem alcodlica onde, assim como na sepse, 0
estresse oxidativo estd associado ao acumulo de lipidios. O metabolismo do etanol
induz aumento na producédo de ROS por via mitocondrial e microssomal, este por
sua vez é capaz de reagir com a abundante carga lipidica gerando lipidios
peroxidados (Lieber, 2004; Tuma e Casey, 2003). Neste contexto, Orlicky e
colaboradores demonstraram a presenca de adutos de 4-HNE co-localizando com
as proteinas da familia PAT no figado de animais submetidos a dieta suplementada
com etanol, sugerindo que as proteinas da familia PAT ou moléculas associadas
encontradas na superficie dos CLs podem ser alvo de peroxidacao lipidica (Orlicky
et al., 2011). Ainda ndo se sabe qual o impacto destas modificagcbes nas funcbes
destas proteinas, principalmente aquelas relacionadas ao controle da lipolise. Os
autores também destacaram que a distribuicdo espacial desta marcacdo de 4-HNE
nas zonas do figado se correlaciona com a de marcadores do estresse de RE, a
calreticulina e a Grp78.

O papel da ativacdo da NADPH oxidase na inducdo das alteracbes oxidativas
dos componentes lipidicos e proteicos dos CLs apés o estimulo com LPS + IFNy
ficou evidente, uma vez que o pré-tratamento, in vitro, com a apocinina previne-as.
No que se refere a diminuicdo da peroxidacdo dos lipidios, o efeito da inibicdo da
NADPH oxidase pela apocinina foi duplo, inibindo tanto a biogénese de CLs quanto
a formacédo de ROS, evidenciando seu papel central neste mecanismo. No modelo
de esteatose hepéatica induzida por etanol, camundongos knockout para enzimas do
complexo NADPH oxidase apresenta diminuicdo, quase que completa, do acumulo
de lipidios no figado prevenindo a leséo tecidual hepatica (Kono et al., 2000). No
modelo de sepse induzida por LPS, a inibicdo da ativagdo da NADPH oxidase pelo
pré-tratamento com apocinina diminuiu a formacdo de intermediéario lipidico toxico

produzidos a partir da peroxidacdo, como o HNE no soro, e o de malondialdeido no
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tecido pulmonar de ratos (Abdelmageed et al., 2016; Kimura et al., 2005). No modelo
de sepse pulmonar, a ativacdo da NADPH oxidase em macroéfagos alveolares induz
a peroxidagdo lipidica e carbonilagdo de proteinas em células endoteliais da
microvasculatura pulmonar induzindo a permeabilidade vascular. Experimentos
utilizando o pré-tratamento com apocinina, ou macréfagos alveolares knockout para
gp91P"*” ou gp47”"*" previnem estas alteracbes (Farley et al., 2009), além de
reduzir o processo inflamatério e o dano no tecido pulmonar in vivo (Chian et al.,
2012). Nestes contexto nossos resultados mostram o papel importante da ativagao
da NADPH oxidase nos danos celular e tecidual mediados pela peroxidacéo lipidica
durante a sepse.

Uma vez que, além da ativacdo NADPH oxidase, a disfungdo mitocondrial
contribui de maneira importante com producéo de ROS durante a sepse (Brealey et
al., 2002; Crouser, 2004, Singer, 2013), um fator que poderia favorecer as alteracdes
oxidativas nos componentes dos CLs seria a proximidade entre os CLs e
mitocondrias disfuncionais. A interacao funcional e até mesmo estrutural entre CLs e
mitocOndrias tém sido demonstradas em diversos tipos celulares sob diferentes
condi¢cbes (Blanchette-Mackie e Scow, 1983; Gao e Goodman, 2015; Goodman,
2008; Vilaro e Llobera, 1988). Em tecidos ditos oxidativos, como figado, masculos
esquelético e cardiaco, a proteina perilipina 5 (plin 5) tem sido apontada como a
molécula responsavel por recrutar mitocondrias para a superficie dos CLs através de
sua regido C-terminal, além de ser capaz de regular a taxa lipélise nestes tecidos
(Mason e Watt, 2015; Wang et al., 2011). Recentemente, experimentos utilizando
fibroblastos sob estresse nutricional demonstrou que virtualmente todos os CLs
observados estavam intimamente associados as mitocondrias, e que os acidos
graxos liberados pelo processo de lipdlise eram entregues diretamente, pelo contato,
dos CLs para o interior das mitocondrias onde serviam de substrato para a beta
oxidacdo (Rambold et al., 2015).

Em nossos resultados, observamos intima associacdo entre CLs e
mitocondrias em macréfagos diferenciados de precursores de medula Ossea
estimulados com LPS+IFNy ou tratados com antimicina A in vitro, e também em
macrofagos peritoneais e hepatécitos de camundongos submetidos ao CLP.
Correlacionando esta observacdo aos resultados que demonstram que o0s
componentes lipidicos e proteicos dos CLs apresentam alteracdes decorrentes de
oxidacao levantam-se questfes importantes, por exemplo, serd que as mitocondrias

disfuncionais induzem diretamente danos oxidativos ao componentes dos CLs? Em
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contrapartida, sera que os lipidios peroxidados presentes nos CLs produzem efeitos
lipotoxicos sobre a maquinaria mitocondrial contribuindo para a disfuncéo ocorrida
durante a sepse? Estas questdes relevantes ainda necessitam de mais estudos para
serem elucidadas. Nossos resultados mostraram maior frequéncia na interacdo entre
CLs e mitocondrias em macrofagos do lavado peritoneal de animais submetidos ao
CLP, e de maneira interessante um aumento também de mitocondrias
morfologicamente alteradas envolvidas nesta interagdo. Apesar destas observacoes
nao estabelecerem uma relacdo causal entre a interagdo e o dano gerado, esta
possibilidade ndo pode ser desconsiderada.

Visto que o figado € um orgdo central no controle da homeostase lipidica do
organismo e sua fisiologia ser profundamente alterada durante a sepse (Nesseler et
al., 2012) resolvemos estudar também a biogénese de CLs, o dano tecidual e o
envolvimento da NADPH oxidase nestes processos. Em nosso modelo experimental
de sepse polimicrobiana in vivo, o CLP, nés observamos um intenso aumento do
namero de CLs no citoplasma dos hepatécitos, 24h apos a cirurgia. Este aumento
pode ser atribuido principalmente pelo aumento da sitese e captacdo de &cidos
graxos pelo figado e diminui¢cdo da beta-oxidag&o ocorrida em resposta ao processo
infeccioso/inflamatério (Green et al., 2016). E amplamente conhecido que o LPS e
varias citocinas pro-inflamatorias s&o capazes de induzir hipertrigliceridemia
(Feingold et al., 1992; Hardardottir et al., 1994), aumentar a expressao de enzimas
responsaveis pela sintese e captacdo de &cidos graxos pelo tecido hepético
(Feingold et al., 1992, 1989; Memon et al., 1998), ao mesmo tempo que modulam
negativamente os niveis de proteinas chave envolvidas na oxidacdo de acidos
graxos nas mitocondrias, tais como a carnitina palmitoiltransferase 1A (CPT-1A) e a
proteina de transporte de acidos graxos (FATP-1)(Andrejko e Deutschman, 1997;
Barke et al., 1996; Memon et al., 1998).

O envolvimento de ROS nas vias de sinalizacdo que elevam o acumulo de
lipidios em células hepaticas tem sido proposto em diferentes estudos. Utilizando
células da linhagem HepG2 observou-se que o tratamento com H,O, induz a
biogenése de CLs via aumento da expressao e atividade de SREBP1c. SREBP1c é
um importante fator de transcricdo cujos genes alvos estdo envolvidos na biosintese
de acidos graxos, como ACC (acetyl-CoA carboxylase), FAS (fatty acid synthase) e
SCD-1 (Stearoyl-CoA desaturase-1). Todos estes genes foram regulados
positivamente apés o tratamento com H,0, (Sekiya et al., 2008). Concordemente,

animais deficientes em SOD1 apresentam elevacdo de lipidios, incluindo TAG,
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colesterol e NEFA tecido hepatico. Este aumento ocorre em paralelo com o aumento
da expressdo de SREBP1 e SREBP2 (Hagiwara et al., 2012). Além disso, Lee e
colaboradores, investigaram diferentes estimulos que induzem estresse oxidativo e
alteram o metabolismo energético da célula, como por exemplo perda de DNAmt,
isquemia, hipoxia e CLP, em diferentes tipos celulares. Em todos estes modelos
houve aumento na formacédo de CLs. No caso dos animais submetidos ao CLP os
autores encontraram resultados semelhantes aos nosso ao perceber um grande
aumento de CLs no citoplasma dos hepatdcitos, efeito este dependente da enzima
heme-oxigenase-1 (HO-1)(Lee et al., 2013).

Durante a sepse, o figado atua na eliminacdo de endotoxinas bacterianas,
desintoxicacao e sintese de proteinas com fun¢des metabdlicas, imunoldgicas e na
coagulacdo. Ainda ndo esté claro se o aumento da lipogénese no figado, favorece
ou ndo a resposta do hospedeiro a infeccdo. E sabido que as lipoproteinas,
principalmente o HDL tem a capacidade de se ligar e neutralizar LPS (Levels et al.,
2001). No entanto, durante a sepse, quando os niveis de HDL diminuem, o LPS
preferencialmentese liga ao VLDL produzido em grandes quantidades pelo figado
em resposta ao aumento na sintese de TAG (Kitchens e Thompson, 2003). O VLDL
€ o principal veiculo de transporte do TAG sintetizado no figado para os tecidos
periféricos para utilizacdo. A maior parte do TAG utilizados para a montagem de
VLDL no hepatécito € mobilizado por lipélise de seus reservatorio citosélico, os CLs,
seguido por re-esterificagdo (Gibbons et al., 2004). Animais que tém a producéo
hepéatica de lipoproteinas prejudicada sdo mais suceptiveis a morte induzida por LPS
(Feingold et al., 1995), enquanto aqueles que recebem infusdo de lipoproteinas
sobrevivem mais a sepse induzida pelo CLP (Read et al., 1995).

Em contrapartida, estudos recentes sugerem que o aumento da sintese e
acumulo de lipidios no tecido hepatico induz injuria tecidual e favorece o processo
inflamatério. Ao utilizar o tratamento com C75, uma pequena molécula inibidora da
acido graxo sintase, em camundongos submetidos ao CLP mostrou-se que a
reducdo da lipogénese no tecido hepético reduz a producdo de citocinas proé-
inflamatérias, a expressdo de enzimas envolvidas nas sintese de mediadores
inflamatérios como a INOS e COX, diminui marcadores séricos de dano hepatico e
aumenta a sobrevida dos animais. (Idrovo et al., 2016). Uma vez que também C75
estimula carnitina palmitoiltransferase 1, o beneficio observado com o tratamento
com C75 na sepse pode ser atribuido a inibicbes de lipogénese, bem como um

aumento na oxidacao dos acidos graxos.
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O estresse oxidativo € um importante componente indutor de dano hepatico
durante a sepse. Em ratos e camundongos, a injecdo de LPS ou o modelo de CLP
induzem a formagédo de ROS, tais como radicais anion superoxido (0,), peréxidos
(ROO), e RNS como o o6xido nitrico (NO) e peroxinitrito (ONOO-) no figado (Hsu et
al., 2006; Nowak et al., 1993; Singh e Li, 2012). Uma das hipoteses mais aceitas de
como o estresse oxidativo contribui para o dano tecidual é através da peroxidacéo
lipidica. No figado os niveis de lipidios peroxidados, malondialdeido e hidroperoxidos
se encontram elevados e correlacionam com aumento do processo inflamatorio e
necrose (Lomnitski et al., 2000; Singh e Li, 2012). Por isso, com o intuito de reduzir o
dano tecidual hepatico gerado durante a sepse, tem-se testado a eficacia de
diferentes antioxidantes, e os resultados se mostraram animadores (Esteban-Zubero
et al., 2016; Makled et al., 2016; Petronilho et al., 2016; Xu et al., 2014; Zhong et al.,
2016).

Em nosso modelo in vivo, modulamos a gravidade do quadro séptico por
alterar o namero de furos feitos no ceco do animal durante a cirurgia de CLP.
Consequentemente, com o0 aumento no numero de furos, maior o aporte de fezes
para a cavidade peritoneal, e mais grave a infeccdo polimicrobiana gerada.
Dosagens bioquimicas das enzimas transaminases oxalacética, transaminase
piravica e de albumina sérica, indicaram respectivamente o aumento do dano
hepatico e alteracBes na permeabilidade vascular nos grupos submetidos ao CLP
em relacdo ao controle. Estas altera¢gbes se deram de forma ainda mais pronunciada
no grupo sepse grave (9 furos no ceco) em comparagcdo com 0 grupo sepse branda
(2 furos no ceco), confirmando a diferenca de gravidade do quadro entre os dois
modelos. Paralelamente, a analise de criosec¢des do tecido hepatico corados com
bodipy mostrou aumento intenso do nimero de CLs nos animais submetidos ao CLP
em relacdo ao grupo SHAM. De maneira interessante, comparando as imagens do
grupo sepse branda (2 furos no ceco) com as do grupo sepse grave (9 furos no
ceco), observamos claramente um aumento ainda maior neste ultimo grupo,
indicando uma correlacdo positiva entre a gravidade do quadro séptico e 0 aumento
do acumulo de CLs no tecido hepatico.

Afim de avaliar a participacdo da NADPH oxidase na biogénese de CLs no
tecido hepético de camundongos submetidos ao CLP, uma parcela dos animais do
grupo sepse grave foi pré-tratada com apocinina 20mg/Kg, intraperitonealmente, 1h
antes da cirurgia. Esta dose e via de administracao foram escolhidas baseadas em

um estudo prévio do grupo, onde a apocinina foi capaz de reverter a ativacdo de
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células da glia, o estresse oxidativo e formacédo de 4HNE no hipocampo e, a longo
prazo, o desenvolvimento de dano cognitivo pés sepse (Hernandes et al., 2014).
Nosso resultados mostraram que o pré-tratamento com apocinina nas condi¢des
utilizadas, apesar de uma tendéncia de diminuicdo, ndo reduziu significativamente o
aumento na producao de 8-isoprostano na cavidade peritoneal ou os marcadores de
lesdo hepatica. Esta diferenca de resposta ao pré-tratamento em relacdo ao artigo
citado pode estar associada ao modelo de CLP, que no artigo citado foi utilizado um
modelo de sepse branda (2 furos), e no nosso experimento foi de sepse grave (9
furos), além de diferencas na linhagem do camundongo e tecido analisado.

Apesar do reconhecido papel de ROS e da peroxidacdo lipidica na leséao
hepatica durante a sepse, estudos relacionados especificamente com papel da
NADPH oxidase neste contexto sdo escassos. No Unico artigo disponivel na
literatura até o momento que analisa o papel da apocinina sobre o dano hepatico no
modelo de sepse em ratos, a administrada via oral (na agua, ad libitum) da apocinina
ao longo de 8 dias antes do desafio com LPS nado foi capaz de reverter
significativamente a frequéncia e o grau da lesdo hepética, apds 24h (Lomnitski et
al., 2000). Entretanto a inibicdo da NADPH oxidase pelo difenileno iodénio (DPI) foi
capaz de reduzir a peroxidacao lipidica e injuria hepatica induzida pela ativacao
neutrofilica, 7h apds o desafio com LPS (Gujral et al., 2004). Para melhor avaliar os
efeitos da apocinina sobre o dano hepatico serdo necessarios experimentos
variando a dose, via e frequéncia de administracdo da droga. Além disso
experimentos utilizando animais knockouts para a enzima NADPH oxidase seriam
fundamentais para estudar diretamente seu papel no acimulo de CLs e na disfuncao
hepética durante a sepse in vivo.

Em suma (Figura 27), com o presente estudo noés identificamos uma
associacao entre o aumento da producdo de ROS, independente da fonte celular, e
a biogénese de CLs, e demonstramos que seu conteudo lipidico e proteico sofrem
alteragbes decorrentes de processos oxidativos. Além disso, nossos resultados
apontam para um papel central da enzima NADPH oxidase nestes mecanismos. In
Vivo, nosso resultados mostram que a sepse experimental induz a biogénese de
CLs, além de alteracbes oxidativas e ultraestruturais nesta organela. Nossas
observacbes sugerem que os CLs podem mediar o dano celular, uma vez que as
mitocondrias em interacdo com os CLs durante a sepse apresentam mais
frequentemente sinais de alteracdes ultraestruturais. Além disso, o aumento do

namero de CLs se deu em paralelo com aumento de marcadores de dano hepéatico
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sendo ambos os efeitos acentuados dependendo da gravidade do modelo de sepse
ultilizado.

Entretanto o papel dos CLs em mediar dano celular e contribuir para a
disfuncdo organica durante a sepse precisa ser melhor avaliada. Experimentos
utilizando animais knockouts para a proteina estrutural ADRP, que tem a formacéao
de CLs comprometida, poderiam ajudar a determinar a participacdo destas
organelas em mediar o dano celular neste contexto. Outras questdes que precisam
ser melhor exploradas s&o: qual a importancia da interagdo entre CLs e mitocondrias
nos danos oxidativos ao conteudo lipidico e proteico dos CLs? E na disfuncéo
mitocondrial ocorrida na sepse? Atualmente algumas das moléculas envolvidas em
intermediar a interacdo CLs e mitocOndrias ja foram descobertas, dentre elas a
proteina plin 5. Estudos com animais knockouts ou o silenciamento desta proteina

poderiam contribuir na responsta a estas questdes.
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Figura 27: Representacdo esquematica das alteracbes na biologia dos CLs e
consequente dano celular mediados por ROS na sepse. Nossos resultados sugerem que
0 reconhecimento de componentes bacterianos induz aumento na producédo de ROS por via
mitocondrial e pela ativacdo do complexo enzimatico da NADPH oxidase. O aumento na
producé@o de ROS é capaz de induzir a biogénese de CLs e alterar seu contetdo lipidico e
proteico. A ativacéo da enzima NADPH oxidase é central neste mecanismo, uma vez que sua
inibicdo farmacolégica ou genética reverte estes efeitos. Nossos resultados também sugerem
que os CLs tém potencial de exercer efeitos deletérios sobre componentes celulares incluindo
a maquinaria mitocondrial podendo contribuir para os eventos de disfuncdo organica na

sepse.
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7 Conclusao:

e Estimulo com LPS+IFNy induz aumento na producdo de ROS citoplasmatico
e mitocondrial que precedem temporalmente a biogénese de CLs em

macrofagos

e A disfuncdo mitocondrial induzida pelo tratamento com antimicina A é capaz

de induzir a biogénese de CLs em macrofagos.

e ROS de origem mitocondrial participa dos mecanismos envolvidos nha

biogénese de CLs induzidos pelo estimulo com LPS+IFNy

e A formagao de CLs em macréfagos estimulados com LPS+IFNy depende da

ativacao do complexo enzimatico da NADPH oxidase.

e O conteudo lipidico e protéico dos CLs sofre alteracdes decorrentes do
processo oxidativo por mecanismos dependentes da atividade de NADPH

oxidase.

¢ O modelo de sepse experimental in vivo induz aumento na formagéo de CLs e
a modificacdo de suas proteinas em células do lavado peritoneal de

camundongos.

e A sepse experimental induz alteracdes ultraestruturais nas mitocondrias, mais

frequentemente naquelas associadas aos CLs.
e Aumento na formacdo de CLs no figado e alteracdes no metabolismo
hepatico ocorrem em paralelo e de maneira dependente da gravidade do

modelo de sepse experimental utilizado.

e Alteracdes na elétron-densidade dos CLs no figado indicam mudancas em

seu conteudo lipidico ao longo do tempo durante o quadro séptico.
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