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“I've studied now Philosophy

And Jurisprudence, Medicine,

And even, alas! Theology

All through and through with ardour keen!
Here now I stand, poor fool, and see

I'm just as wise as formerly.

Am called a Master, even Doctor too,

And now I've nearly ten years through
Pulled my students by their noses to and fro
And up and down, across, about,

And see there's nothing we can know!”

Fausto, de J.W. Goethe — monodlogo inicial.



Exossomos e disfun¢do miocdrdica 1

Aos meus pais, José Arnaldo e Soledade e

meu irmdo Luis Guilherme

A trupe, Ana Beatriz, Ana Victoria,

Luiz Arnaldo e Ana Cristina



Exossomos e disfun¢do miocdrdica 2

AGRADECIMENTOS

A grande vantagem de se realizar a tese de doutorado em varios lugares
diferentes é o grande nimero de amigos que se incorpora ao seu convivio. Assim
sendo, gostaria de agradecer a todas as pessoas listadas abaixo e as
eventualmente esquecidas, que tanto contribuiram para que esse trabalho fosse

realizado.

Ao meu orientador Prof. Dr. Francisco Laurindo, exemplo de médico e
cientista, pela clareza de idéias, capacidade abstrata e espirito investigativo que
tanto me impressionaram desde os primeiros momentos em que iniciei em seu

laboratério, em 1998.

A minha amiga Vera Pontieri, sem a qual essa tese ndo poderia ser

realizada, pela disposicao em colaborar e incentivo nos momentos negativos.

Ao meu amigo Marcelo Park, exemplo maior de figura humana, humildade
e dedicacdo aos pacientes, pelas idéias discutidas, colaboracdo na analise
estatistica e incontaveis periodos de cobertura na UTI das Emergéncias Clinicas,

enquanto eu tentava concluir esse estudo.

A Leonora Loppnow, por ter me ensinado t&o bem a realizar os estudos

experimentais e, acima de tudo, por ter se tornado uma grande amiga.



Exossomos e disfun¢do miocdrdica 3

Aos Drs. Marcelo de Almeida Pedro e Mariano Janiszewski, por terem
me levado pela primeira vez ao laboratério do InCor e pelas inUmeras discussoes

e idéias sempre bem elaboradas.

Ao Prof. Dr. Paulo Tucci, do Laboratério de Fisiologia Cardiovascular da
UNIFESP-EPM, por me receber de forma tao calorosa em seu laboratério e pela
indispensavel colaboracao nos estudos com preparacao de musculo papilar, assim
como os colegas do laboratério Ednei, Danilo, Andrei, Dalton, Junior, pela

amizade e gentileza com que sempre me trataram.

Ao académico Estevao Bassi, pela realizagdo dos estudos de reatividade

vascular.

Ao amigo Victor Debbas, pela indispensavel ajuda nos estudos de Western

blotting.

A Sra. Laura Brandizzi, pela disponibilidade na realizacdo dos estudos

com derivados do NO.

Ao Sr. Célio Xavier e Sra. Maria Bertolini, pela realizacdo dos estudos

com cromatografia e pela paciéncia em explicar HPLC “for dummies”.

Aos colegas do Laboratério de Biologia Vascular do InCor Célio, Estevao,
Joao, Kenya, Laura, Luciana, Marcel, Nelo, Paulo Leite, Veruska, Victor, pelos

cafés, discussdes e agradavel convivéncia de todos esses meses no laboratorio.



Exossomos e disfun¢do miocdrdica 4

Aos colegas do LIM-51, Prof. Dr. Augusto Scalabrini, Prof. Dr. Heraldo
Souza, Prof. Dr. Francisco Soriano, Carol, Denise, Fatima, Hermes, Marcia,
Sueli, Vera pela simpatica acolhida em seu local de trabalho e pelas palavras de

incentivo.

Aos colegas, técnicos e funcionarios da Divisao de Experimentacdo do
InCor , especialmente Ricardo, Elenice, Eliete, Nelson, Leonora, Poli, Suely,
Rui, Cristiane pela convivéncia, cafés e papos sobre 0os mais variados temas e

por estarem sempre disponiveis para ajudar.

As secretarias da pés-graduagdo das Emergéncias Clinicas Angélica e
Rose, pelos muitos galhos quebrados e por sofrerem tanto quanto ndés com os

prazos da pds-graduacgao.

A todos os colegas da Disciplina de Emergéncias Clinicas e especialmente
Alexandre, André Amaral, André Hovnanian, Daniel, Danilo, Fabio, José
Paulo, Leonardo, Luiz Monteiro, Marcelo, Reis, Sylas, Vladimir pelo incentivo e

por literalmente terem dado o “sangue” para que eu pudesse concluir esta tese.

Aos Pacientes da UTI da Disciplina de Emergéncias Clinicas, por insistirem

em permanecer vivos, mesmo quando as condi¢des sao tao adversas.



Exossomos e disfun¢do miocdrdica 5

iINDICE
Lista de ABreviaGoes. . ............ooiiiiiiiiiiiiie e 03
RESUMO.... ... e e e e e e e e e e e e e s 06
S T0] 1413 =T PP 08
T.INTRODUGAO. ...t en e 10
1.1. Disfungcdo miocardica da sepse: mecanismos e producdo de estresse
OXIAATIVO. ...ttt sttt et ettt e seebeeneeneene e 10
1.2. Endocitose celular e Seus mecaniSMOS.........cccooveiririeirinerieieeeee e, 20

1.3. Distribuicdo de moléculas na membrana dos exossomos, sua biogénese e

ST o1 (=T o= (o 1 PP PRURPTR 25
1.4. Composigdo molecular dOS EXOSSOMOS. .....uuiiiiiiiiiiirieae e e 28
1.5. Células produtoras e funcées dos eX0SSOMOS........ccceeecumvrerrrrrrieereeeeeeeeenn 31
1.6. Exossomos derivados de plaquetas........ccccuuiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeees 39
2. HIPOTESE.........ooiiiiiiiiiieisie ettt 42
. OBUETIVOS. ...ttt et e e e e e e e snneeeeeee e e enes 43
4. CASUISTICA E METODOS.........ooooiuiiieieieieieiie et 44
4.1, REAGENTES. .. 44
2 0= U £« o7 SR 45
4.3. 1S0lamentO de EXOSSOMOS. ...ccuiiiiiiiiiiai e ettt e e e e e e e e e e e e ea e 46
4.4. Caracterizagao A0S EXOSSOMOS....cceiiuuurireaeeaiiireeeeaeeeanrreeeee e e s aneeeeeeeseeannne 47
4.4.1. Microscopia eletrOniCa..........coueiiiiiiiiiiiie e 47
4.4.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS e Western blotting........ 48
4.4.3. Cromatografia liquida de alta performance (HPLC)..........cccccieeiiiininnnen. 50
4.4.4. Quantificagcao de 6xidos de nitrogénio em amostras de exossomos....... 51
4.5. Avaliacao da disfuncao cardiovascular induzida por exossomos............... 52
4.5.1. Infusdo de exossomos em coracao isolado de coelho.............ccceeneeee 52
4.5.2. Experimentos COm iNIDIAOIES. ......cuuiiiiiiiieiieiiie e 53
4.5.3. Infusdo de exossomos apds exposicao prévia a LPS.........cc.oocvvieeeenn 54
4.5.4. Preparacao de musculo papilar isolado de rato.........ceeeveeeeeeeiieiiiiiiiiinnns 55

4.5.5. Avaliacdo da reatividade vascular em vasos isolados............ccccceevvevnnnenes 57



Exossomos e disfun¢do miocdrdica 6

4.5.6. Quantificacdo de 6xidos de nitrogénio em tecido miocardico de preparagdes

(o [ oo = Toz= Lo JN[<To] F=To [ U URPPPPTPPRRP 58
4.6. ANAliSE eStatiSTICA. . .ceii i 59
5. RESULTADOS. ...ttt e e e e e e e e e e e e nnrees 60
5.1. Dados demogréficos e caracteristicas dos pacientes..........occceeeeeiiriiinneen. 60
5.2. Caracterizag@o A0S EXOSSOMOS...ccceiiiuuriiiieeaaaiirieeeeaeeaaieeeeeeeeessreeeeeaeeaaans 62
5.2.1. Quantificagcao de proteinas.........cccceeee i 62
5.2.2. Microscopia eletrniCa..........ccouiiiiiiiiiiiie e 62
5.2.3. SDS-PAGE e Western blotting de exossomos de pacientes sépticos..... 64
5.2.4. Cromatografia liquida de alta performance (HPLC)..........cccooiieieiiiiinneen. 67
5.2.5. Quantificagao de 6xidos de nitrogénio N0S €X0SSOMOS........cccevveeeeeeennnnee 69
5.3. Avaliacéo da disfuncéo cardiovascular induzida pelos exossomos........... 69
5.3.1. Efeito dos exossomos sobre coragdes isolados de coelho..................... 69
5.3.2. Efeito dos exossomos em animais endotOXEmICOS........uuvvveeveereireeeeeeennn. 74
5.3.3. Efeito dos inibidores sobre a disfun¢ao induzida por exossomos........... 77
5.3.4. Efeito dos exossomos sobre musculos papilares isolados de rato.......... 80
5.3.5. Efeito dos exossomos sobre a reatividade vascular..............cccccvvvvveeeeee. 83
5.3.6. Quantificacdo de 6xidos de nitrogénio em tecido miocardico.................. 86
B. DISCUSSAOD. ...ttt 88
6.1. Caracterizagao dos exossomos oriundos de pacientes sépticos................ 88
6.2. Disfungéo cardiovascular induzida pelos exoSSomos...........cccceeviiveeeenn. 92
6.3. LIMItag0es dO @StUAO. .....cceii i 97
7. CONCLUSOES..........coouiiiirieiiinee ettt 99
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS............ccoouriiiriirieinieineieeeneeeeeessseenes 100

Anexos — Artigos publicados durante o doutorado............ceeveeveiiiiiieiieeeeeeeennn. 120



Exossomos e disfun¢do miocdrdica

LISTA DE ABREVIACOES

APC - células apresentadoras de antigenos
CDe63, CD9, CD81 e CD82 - tetraspaninas

DC — células dendriticas

DM — diabetes mellitus

DPI - difenilenociodénio

DPOC — doenga pulmonar obstrutiva cronica
DTNB - acido 5,5" ditio-bis (2-nitrobenzbico)
EDTA - acido etilenodiaminotetraacético

EE - endossomos precoces

EPM - erro padrao da média

EROs - espécies reativas de oxigénio

FDC - células dendriticas foliculares

gp91P"* — subunidade do citocromo b558 da NAD(P)H oxidase
GSH - glutationa reduzida

GSSG - glutationa oxidada

HAS — hipertensao arterial sistémica

H.O. — perdxido de hidrogénio

HPLC - cromatografia liquida de alta performance
Hrs - proteina de ligacdo ao fosfatidil-inositol-3-fosfato
HSP — “heat-shock proteins”

ICAM1 - moléculas de adeséo intercelular — 1

ICC — insuficiéncia cardiaca congestiva

li - cadeia Invariante

IL-1B — interleucina -1 beta

IL-10 — interleucina -10

IL-6 — interleucina - 6

Kl - iodeto de potassio

LAMP - glicoproteinas integrais da membrana lisossomal



Exossomos e disfun¢do miocdrdica

LBPA - &cido lisobifosfatidico

LE - endossomos tardios

Lmax - comprimento diastolico associado com tensao isométrica maxima
LNMMA - Né-Monometil-L-arginina

LPS - lipopolissacaride

MHCII - complexo de histocompatibilidade maior classe |l
MIIC - compartimentos ricos em MHC classe Il

MPR — receptores manose-6 fosfato

MVB - corpos multivesiculares

NAC - N-acetil-cisteina

NADPH - nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato

NO - 6xido nitrico

NOS - sintases de 6xido nitrico

NSF - fator sensivel a N-etilmaleimida

PAGE - eletroforese em gel de poliacrilamida

PDI — dissulfeto isomerase protéica

PIP3 -fosfatidil-inositol-3-fosfato

PMSF - fenilmetilsulfonilfluoreto

p22P"°* _ subunidade do citocromo b558 da NAD(P)H oxidase
Rab - proteinas de atividade GTP-ase associadas a membranas
RE - reticulo endoplasmatico

SDS — dodecil sulfato de sédio

SIRS - sindrome resposta inflamatéria sistémica

SNARES - receptores de proteinas de adesao sollveis

SOD - superéxido dismutase

TBS — tampao tris salina

TBS-T — tampao TBS com Tween

TCR - receptor de células T

TD - tensdo desenvolvida

TGFp - fator de crescimento transformador 3

TNF-o - fator de necrose tumoral-a



Exossomos e disfun¢do miocdrdica

TPT — tempo para atingir tensao pico

TR - tensdo de repouso

TR50 - tempo para a tensao desenvolvida decrescer 50% de seu valor maximo
TRAP - peptideo ativador do receptor de trombina

Tris — tris-hidroximetil-aminometano

UTI - unidade de terapia intensiva

VCAM-1 - molécula de adeséo a células vasculares 1

VE - ventriculo esquerdo

VnCly - cloreto de vanadio

VPS27 - proteina de distribuicdo vacuolar 27

(—)dp/dt — derivada temporal negativa da pressao ventricular
(+)dp/dt - derivada temporal positiva da presséo ventricular
(-)dT/dt - derivada temporal negativa da tensdo desenvolvida
(+)dT/dt - derivada temporal positiva da tensdo desenvolvida



Exossomos e disfun¢do miocdrdica 10

Resumo

A disfuncado miocardica € uma ocorréncia comum em pacientes com choque
séptico. Contudo, os mecanismos relacionados a esse fenémeno estao pouco
esclarecidos. Um estudo prévio de nosso laboratério demonstrou no plasma de
pacientes com choque séptico a presenca de exossomos, que sao particulas
produzidas no sistema endocitico-lisossomal de diversas linhagens celulares.
Estes exossomos sdo derivados de plaquetas e tem capacidade de produzir
superoxido, bem como de induzir apoptose em células vasculares em cultura por
mecanismos redox. Nossa hipotese é que a presenca de exossomos circulantes
em pacientes sépticos poderia contribuir para a disfuncao contratil observada
nessa populacdo. Foi colhido sangue de 55 pacientes com choque séptico e 12
individuos saudaveis para separacdo de exossomos. A caracterizacdao dos
exossomos derivados de plaquetas demonstrou que sao particulas sem estrutura
vesicular, em torno de 80 a 110 nm de didmetro, apresentam distribuicdo protéica
entre 20 e 220 KDa, expressam a enzima dissulfeto isomerase protéica (PDI) e
nao expressam sintases de o6xido nitrico (NOS) nem superéxido—dismutases
extracelular e Cobre-Zinco. Nao foi constatada presenca de glutationa nos
exossomos por cromatografia liquida de alta performance (HPLC), contudo a
mesma metodologia demonstrou que essas particulas sado ricas em urato. A
incubacdo de coracdes isolados com exossomos de pacientes sépticos em
concentracao igual a metade da concentracao plasmatica reduziu em 17% e 30%
as derivadas temporais positiva e negativa da pressao ventricular [(+)dp/dt e (-)
dp/dt] (n=9, p<0,05). Exossomos de controles saudaveis diminuiram em 9% e 19%
a (+)dp/dt e (-)dp/dt (n=5, p=NS). A exposicdo de musculos papilares a
exossomos de pacientes sépticos induziu uma diminui¢cao na tensdo desenvolvida
(TD) (5,3+0,4 g pré vs 4,7+0,5 g pds, p=0,009, n=8) e em sua derivada temporal
positiva (+dT/dt) (52,615,5 g/s pré vs 46,6+5,8 g/s pds, p=0,01, n=8), ao passo que

a incubagdo com exossomos de controles ndo gerou diminuigdo estatisticamente
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significante nessas variaveis. Em coracbes de coelhos previamente expostos a
lipopolissacarideo (LPS) (1 mg/kg EV), a incubacdo com exossomos de pacientes
sépticos reduziu em 38% a (+)dp/dt (p=0,011, n=4) e em 40% a (-)dp/dt (p=0,012,
n=4). Inibidores da NAD(P)H oxidase, PDI, ciclooxigenase ou um doador de tidis
(N-acetil-cisteina) pouco alteraram o efeito contratil negativo induzido pelos
exossomos. A incubacdo com exossomos de pacientes sépticos gerou um
aumento significante nas concentracées de nitrato (310£31 vs 130+30 uM/mg,
p=0,019, n=4) no tecido miocardico quando comparado com controles saudaveis.
Assim, concluimos que exossomos provenientes de plaquetas de pacientes
sépticos sao capazes de induzir disfuncdo miocardica em preparagcdes de coragao
isolado e em musculos papilares, disfuncao esta exacerbada pela administracéo
prévia de LPS. O aumento das concentracfes dos metabdlitos de NO no
miocardio identifica uma possivel ativagao da NOS como mediadora da disfuncao.
A presenca de exossomos circulantes em pacientes sépticos poderia contribuir
para o fendmeno de disfuncdo miocardica freqientemente identificado nesta

condigéo.
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Summary

Myocardial dysfunction is a common feature of septic shock. However, the
mechanisms underlying inotropic failure are incompletely understood. A previous
report from our laboratory identified in plasma of septic shock patients the
presence of exosomes. Exosomes are small particles produced in the endocytic-
lysosomal system of several cell lines. Exosomes from septic shock patients are
released mainly by platelets, produce superoxide and are able to induce apoptosis
in vascular cells by a redox-dependent pathway. We hypothesized that circulating
exosomes in plasma of septic patients could contribute to inotropic dysfunction in
this population. We collected blood samples from 55 patients with septic shock and
12 healthy volunteers for exosome separation. Exosomes were characterized as
particles without vesicular structure, with diameters ranging from 80 to 110 nm and
protein distribution between 20 and 220 KDa. Exosomes express the enzyme
protein disulfide isomerase, although they do not express nitric oxide synthases or
superoxide-dismutases (extracellular or Copper/Zinc). High performance liquid
chromatography showed absence of glutathione in exosomes, although these
particles are enriched in urate. Incubation of isolated heart preparations with
exosomes from septic patients at half of plasmatic concentration induced a
decrease of 17% and 30% in positive and negative derivatives of ventricular
pressure, respectively [(+)dp/dt e (-) dp/dt] (n=9, p<0.05). Exosomes from healthy
individuals reduced (+)dp/dt by 9% and (—)dp/dt by 19% (n=5, p=NS). Exposure of
isolated rat papillary muscles to exosomes from septic patients reduced developed
tension (5.310.4 g pre vs 4.7+0.5 g post, p=0.009, n=8) and its first positive
derivative (+dT/dt) (52.6+5.5 g/s pre vs 46.6+5.8 g/s post, p=0.01, n=8). Incubation
with exosomes from healthy volunteers induced no significant reduction in these
variables. In hearts from rabbits previously exposed to lypopolisaccharide (LPS) (1
mg/kg V), incubation with exosomes from septic patients decreased (+)dp/dt in
38% (p=0.011, n=4) and (—)dp/dt in 40% (p=0.012, n=4). Inhibitors of NAD(P)H
oxidase, PDI and ciclooxygenase or a thiol donor (N-acetyl-cystein) did not block
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the negative inotropic effect of exosomes. However, incubation of isolated hearts
with exosomes from septic patients induced a significant increase in myocardial
nitrate content (310£31 vs 130£30 uM/mg, p=0.019, n=4). We conclude that
exosomes derived from platelets of septic patients induce myocardial dysfunction
in isolated heart and papillary muscle preparations. This phenomenon is enhanced
by previous exposure of the rabbits to LPS. The increase in NO metabolites after
incubation with exosomes from septic shock patients may indicate a possible NOS
activation as a mediator of the dysfunction. Circulating exosomes in septic shock
patients may contribute to the myocardial dysfunction of sepsis.
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1. Introducao

Sepse é a sindrome clinica que resulta da resposta do hospedeiro a um
determinado estimulo infeccioso e que se caracteriza pela producao de diversas
moléculas pré e anti-inflamatérias. Apdés um contato inicial com o estimulo
infeccioso (como a endotoxina de bactérias gram-negativas ou exotoxinas de S.
aureus), a cascata inflamatéria é iniciada. A amplificacdo da resposta do
organismo se da pela estimulacado de leucécitos, mondcitos/macréfagos e células
endoteliais, com liberacdo de inUmeros mediadores responsaveis pela deflagracao
e potencializacdo do processo. Entre as principais moléculas envolvidas na
regulacao deste fenbmeno encontram-se o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e
a interleucina-1 beta (IL-1B), os quais atuam como moléculas pré-inflamatérias e o
fator de crescimento transformador B (TGFp) e o antagonista do receptor de IL-1p,
que tém atuacgao anti-inflamatéria. Do balanco entre essas moléculas origina-se a
resposta que pode culminar com toda a evolugdo da sepse, inclusive com

sindrome de disfunc¢édo de multiplos 6érgaos (KUMAR et al, 2001)

1.1 Disfuncao miocardica da sepse: mecanismos e producao de

estresse oxidativo

Uma das mais importantes manifestacées clinicas da sepse é a disfungao
miocardica. Contudo, quando se observa o perfil hemodindmico de pacientes

sépticos, a primeira vista o débito cardiaco pode estar dentro dos limites da
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normalidade, porém as custas de aumento da freqiéncia cardiaca e/ou reducao
da resisténcia vascular periférica. Desta forma, a capacidade inotropica do
miocardio pode estar reduzida, mesmo na vigéncia de débito cardiaco elevado
(VINCENT, 1998). De fato, um percentual variavel de pacientes com sepse grave
e choque séptico desenvolve um desarranjo intrinseco da contratilidade cardiaca
que foi denominado de disfuncao miocéardica da sepse.

Um dos estudos iniciais mais importantes que detectou a presenca de
disfuncao cardiaca em pacientes sépticos foi o realizado por PARKER et al (1984).
Os autores identificaram, por angiografia nuclear e medida de débito cardiaco por
termodiluicdo, uma diminuicao da fracdo de ejecao de ventriculo esquerdo (VE)
em 75% de sua casuistica. A realizacdo dos métodos citados acima e a tentativa
de correlacdo dos achados com a sobrevida permitiram ainda a divisdo desses
pacientes sépticos em dois grupos. O grupo dos sobreviventes compunha-se
basicamente de individuos que apresentavam dilatacédo do VE associada a valores
mais baixos de fracdes de ejecado, por mecanismos nao conhecidos. Tipicamente,
nesse grupo, a dilatacdo do VE era reversivel, tendendo o miocardio a voltar ao
seu tamanho e fragdo de ejecao normais apds 7 a 10 dias de evolugdo. Os néo-
sobreviventes, por seu turno, ndo apresentavam dilatacdo ventricular e tinham
fracdo de ejecao normal, sugerindo que a dilatacdo ventricular poderia ser um
mecanismo adaptativo ao estado hipermetabdlico da sepse (KUMAR et al, 2001).
Em outro estudo, a resposta a reposicdo volémica de pacientes com choque
séptico usando cateter de artéria pulmonar estava tipicamente diminuida, com
baixa melhora contratil apds desafio volémico, indicando assim reduzida

capacidade inotropica (WEISEL et al, 1977).
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Além de anormalidades sistélicas, a disfuncao diastoélica também pode estar
presente na sepse. A realizacdo de ecocardiograma transesofagico em pacientes
com choque séptico em uso de vasopressor demonstrou uma seqiéncia de
anormalidades, que incluiam desde disfuncao diastélica isolada até combinacdes
variaveis de disfuncao sistélica e diastélica (POELAERT et al, 1997). Em outro
estudo, a realizacdo de ecocardiograma transtoracico em pacientes com sepse
grave permitiu identificar, nos n&o-sobreviventes, um padrdo de pior relaxamento
ventricular esquerdo do que os individuos sobreviventes (MUNT et al, 1998).
Esses dados também foram referendados por resultados obtidos em caes que
demonstraram reducao da fracdo de ejecao e complacéncia ventricular reduzida
em modelos de sepse por peritonite (STAHL et al, 1990, NATANSON et al, 1986).

Embora o fenbmeno de depressado miocardica da sepse ja seja reconhecido
ha cerca de 25 anos, consideravel debate persiste sobre seus mecanismos
causadores. Um das hipdteses aventadas diz respeito a uma hipoperfusao
cardiaca global resultando em lesdo isquémica do miocardio. Esses resultados
foram obtidos basicamente a partir de modelos de endotoxemia em caes, nos
quais se detectou hipoperfusdo miocardica global por hipofluxo coronariano
(ELKINS et al, 1973, PEYTON et al, 1976). Contudo, dois estudos em humanos
contribuiram para desacreditar essa hipotese. CUNNION et al (1986), utilizando
cateter de termodiluicdo no seio coronario, demonstraram fluxo sanguineo
coronario normal ou mesmo aumentado na vigéncia de sepse e sem correlagao do
fluxo com depressao miocardica ou producdo aumentada de lactato pelo coracao.
DHAINAUT et al (1987), por sua vez, em estudo com maior casuistica,

corroboraram os dados anteriores e identificaram auséncia de producao de lactato
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em quantidades elevadas pelo miocardio deprimido. Contudo, nenhum destes
estudos enfocou a microcirculagdo, de tal modo que poderiam existir areas
isquémicas por déficit circulatério entremeadas com areas normais, gerando entao
producédo de lactato dentro de limites aceitaveis. De fato, um estudo com sepse
em porcos demonstrou retencao de leucécitos na microcirculacao, o que poderia
contribuir para a reducao da contratilidade (GRANTON et al, 1997). Apesar destes
resultados, dados em modelos animais demonstraram auséncia de
comprometimento energético grave do miocardio, 0 que seria de se esperar em
casos de isquemia miocardica por hipofluxo em microcirculacao (HOTCHKISS &
KARL, 1992). Desta forma, a teoria da hipoperfusdo coronariana como causadora
do déficit inotropico foi praticamente deixada de lado e os estudos foram
centralizados na busca do fator depressor miocardico da sepse.

As origens da teoria de depressdo miocardica em estados de choque
remontam ao estudo realizado por WIGGERS em 1947, no qual ha a descricao de
um fator depressor do miocardio em um modelo de choque hemorragico
experimental. A seguir, na década de 60, dados obtidos em modelos animais e
estudos de sepse em humanos ajudaram a solidificar o conceito, embora
estivessem baseados em premissas hemodinamicas que depois se mostraram
equivocadas a luz dos conhecimentos atuais (KRISHNAGOPALAN et al, 2002).

De fato, o primeiro estudo que demonstrou de forma inequivoca a presenca
de uma disfuncdo contratil em pacientes sépticos e sua ligagdo com um efeito
depressor miocardico de seu soro foi realizado por PARRILLO et al (1985). A
exposicao de cardiomidcitos isolados a soro de pacientes sépticos com disfungéo

miocardica induziu importante alteracdo contratil, com redugcdo desse efeito a
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medida que os individuos iniciavam o periodo de convalescenca. Foi
documentada ainda uma correlacao significativa entre o grau de reducédo da fragéao
de ejecao do VE in vivo com o efeito depressor miocardico demonstrado in vitro
com o soro dos mesmos pacientes.

A partir de entdo, diversos mediadores foram identificados como indutores
de disfuncao inotropica em modelos de avaliacdo de fung¢ao contratil cardiaca,
com os estudos demonstrando efeitos isolados ou em sinergia dessas
substancias.

Um dos primeiros mediadores avaliados em termos de possivel efeito
cardiaco na sepse foi a prépria endotoxina, ou LPS. Demonstrou-se que, embora
a endotoxina infundida isoladamente ndo seja capaz de induzir depressdao da
contratilidade, sua administracdo a diversas espécies causa choque séptico com
depressdo miocardica associada (PARKER et al, 1979, PARKER et al, 1981,
HUNG et al, 1993). Da mesma forma, o LPS sé é capaz de reduzir a contratilidade
de midcitos in vitro quando associado a macréfagos ativados (MCKENNA et al,
1988). Em conjunto, esses dados indicam que os efeitos inotropicos do LPS in
vivo parecem ser indiretos e mediados provavelmente por substancias enddgenas
liberadas por leucdcitos em resposta ao estimulo.

A Interleucina-1p (IL-1B) tem sido estudada como implicada na depressao
miocardica da sepse. Estudos animais demonstraram que a administracao de IL-
1B em modelos animais mimetiza muitas das caracteristicas hemodinamicas da
sepse, principalmente reducao da fracao de ejecdo (COURT et al, 2002). Em

modelos in vitro e ex vivo, a exposi¢cdo de tecido miocardico a IL-1p diminui a
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contratilidade cardiaca (EVANS et al, 1993) e a sua imunoadsorcao neutraliza
parcialmente a atividade depressora miocardica de soro de pacientes sépticos
(KUMAR et al, 1996). Estudos demonstraram ainda que a agao sinérgica da IL-1
com o TNF-a é capaz de potencializar a depressdo miocardica, uma vez que a
concentracdo necessaria dessas citocinas para induzir disfuncdo quando
associadas € muito menor do que a quantidade necessaria quando as mesmas
sao administradas isoladamente (KUMAR et al, 1996).

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) € uma das citocinas mais bem
estudadas na avaliagdo da disfuncédo inotropica da sepse. Dados humanos e
animais, em estudos in vivo e ex vivo demonstraram que, quando TNF-a é
administrado, o resultado € uma depressdo da contratilidade dependente da
concentracao (FINKEL et al, 1992, KUMAR et al, 1996, GU et al, 1998). A
remocao de TNF-a do soro de pacientes sépticos também é capaz de atenuar a
disfuncao miocéardica (KUMAR et al, 1996).

Aparentemente, o efeito inotrépico negativo mediado por TNF-a tem um
curso temporal bifasico. Um efeito inicial, que ocorre minutos apds a exposi¢ao de
tecido miocardico a citocina, parece depender de alteracbes agudas nas
concentragdes intracelulares de calcio, notadamente por inibicao da liberacao de
célcio pelo reticulo sarcoplasmatico (MELDRUM, 1998). Essa inibicado pode ser
mediada por metabdlitos esfingolipidicos como a esfingosina, os quais sao
segundos mensageiros intracelulares que participam na transducao de sinal apés
ligacdo do TNF-a ao seu receptor tipo 1. A administragdo de anticorpos anti-

esfingosina bloqueia os efeitos miocardicos negativos e a administracéo da propria
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esfingosina mimetiza os efeitos depressores do TNF-a, demonstrando assim o
papel desse metabdlito lipidico na alteracéo inotrépica induzida por TNF-a (ORAL
et al, 1997).

Por outro lado, o efeito tardio mediado por TNF-a, que se da horas apés a
administracdo, ndo parece ser mediado por esfingosina e sim por espécies
reativas de oxigénio/nitrogénio, mais precisamente o oéxido nitrico (NO).
Aparentemente, o NO € responsavel por alteracdes no influxo celular de caélcio,
mais precisamente por dessensibilizacdo dos miofilamentos ao calcio intracelular
(MELDRUM, 1998). Contudo, outros estudos implicaram o NO também na inducéo
de disfuncdo miocardica precoce em modelos animais de sepse (COURT et al,
2002). De todo modo, dados que demonstraram a participacdo do NO no
mecanismo de disfuncdo miocardica induzida por TNF-a, bem como indicacdes de
sua importancia na regulacdo do fluxo sanguineo tissular e na funcao
cardiovascular levaram a investigagdo com maior profundidade do possivel papel
do NO na disfuncao miocardica da sepse.

No organismo, o NO é produzido enzimaticamente a partir do grupo
guanidina-terminal do precursor L-arginina pela atuacdo de trés NO sintases
(NOS): a NOS endotelial ou NOS-IlIl existe constitutivamente em células
endoteliais e é responsavel pela producdo basal e fisiolégica de NO, por um
mecanismo dependente de calcio-calmodulina. A NOS-I ou NOS neuronal existe
também de forma constitutiva em neurdnios e é responsavel pela producao basal
de NO cerebral que participa de processos de sinalizacao celular neste local. Por

outro lado, o estimulo mediado por citocinas como TNF-a, IL-1, IL-6 é capaz de
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deflagrar a atividade da NOS-II, ou NOS induzivel, enzima responsavel pela
producao de grandes quantidades de NO apds estimulo inflamatério, o qual é, em
ultima analise, o mecanismo responsavel pela vasoplegia que acomete os
pacientes com sepse (PARRATT, 1998, KOJDA & KOTTENBERG, 1999).

Em condigbes basais, a producdo vascular de NO mediada pela NOS-III
mantém o ténus vascular e possivelmente o estado inotropico do miocardio
(KRISHNAGOPALAN et al, 2002). Contudo, embora o efeito do NO na regulacao
da vasculatura tenha sido bem estudado e seja relativamente conhecido, sua
importancia na regulacado da contratilidade cardiaca possui ainda muitos pontos a
serem esclarecidos. Os primeiros estudos que avaliaram esse fenébmeno foram
realizados com doadores de NO (nitroprussiato de sédio, por exemplo), os quais
induziram reducao da contratilidade quando em contato com miécitos (BRADY et
al, 1993), demonstrando assim que o NO esta envolvido na inducao da disfuncéao
contratil.

Os dados atuais da literatura permitem implicar o NO como mediador tanto
da disfuncao miocardica precoce quanto da tardia na sepse. Um estudo utilizando
um modelo de cardiomiécitos de ave demonstrou que, apds estimulo com IL-6,
ocorre uma reducdo da contratilidade celular que pode ser bloqueada por
inibidores da NOS e por quelantes de calcio, indicando assim um mecanismo
mediado por NO e dependente de Ca-Calmodulina (provavelmente NOS-III)
(KINUGAWA et al, 1994).

Em relagdo a disfuncao tardia, a participacdo do NO como mecanismo
efetor tem sido mais estudada. Em ratos endotoxémicos, 6 horas apds a

administracdo de LPS, ocorre uma redugao da contratilidade miocardica associada
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a aumento nos niveis plasmaticos de nitrito/nitrato e da producdo de NO pelo
miocardio, bem como expressdao aumentada de NOS induzivel (KHADOUR et al,
2002). Do mesmo modo, a administracdo de um bloqueador especifico para NOS-
Il restaura a contratilidade miocardica em um modelo de musculo papilar de ratos
submetidos a desafio com LPS (AFULUKWE et al, 2000). Em resumo, o NO é um
dos possiveis mecanismos de disfuncdo miocardica precoce e tardia na sepse,
sendo a disfuncdo precoce mediada por um mecanismo dependente de calcio
(NOS-IIl) e a disfungéo tardia mediada por um efeito independente de célcio
(NOS-II).

Os estudos com NO na disfunc¢ao cardiovascular da sepse influenciaram o
surgimento de outros estudos que avaliaram a presenca de espécies reativas de
oxigénio (EROs) relacionadas ao metabolismo do NO no contexto inflamatério-
infeccioso. Desta forma, identificou-se um aumento nas EROs durante a
endotoxemia, notadamente no que diz respeito ao superdoxido e ao peroxinitrito
(BRANDES et al, 1999, FERDINANDY et al, 2000, KHADOUR et al, 2002).

O éanion radical superéxido pode ser produzido por diversas fontes no
organismo. Em células vasculares e no miocardio, uma das principais enzimas
produtoras € a NAD(P)H oxidase, enzima que se assemelha a sua homdéloga
responsavel pela geracdo de superdxido no neutréfilo. Na endotoxemia, existe
uma producdo aumentada de superdxido na parede vascular mediada por
NAD(P)H oxidase vascular e xantina-oxidase (BRANDES et al, 1999,
JAVESGHANI et al, 2003). Este aumento da producdo pode ter como efeito
bloquear o aumento do NO produzido pela NOS-II. Da mesma forma, no miocardio

submetido a tratamento com endotoxina, ocorre um aumento da atividade xantina-
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oxidase, com consequiente geracao de radical superdéxido (FERDINANDY et al,
2000, KHADOUR et al, 2002). Contudo, o efeito dessa geracdo aumentada de
superoxido permanece incerto.

Uma conseqliéncia do aumento da producdo de superéxido é a formacgao
de peroxinitrito, por uma rapida e favoravel reacdo entre NO e superéxido. O
peroxinitrito tem efeito oxidante potente para varias biomoléculas. Dados da
literatura demonstraram aumento da producdo de peroxinitrito em tecido
miocardico submetido a endotoxemia (KHADOUR et al, 2002) ou a estimulo com
citocinas (FERDINANDY et al, 2000). Assim, uma das hip6teses levantadas é que
o aumento da geracdo de NO pode ter seu efeito deletério na contratilidade
cardiaca nao apenas de forma direta, como também através da formacao
aumentada de peroxinitrito.

Um estudo recentemente realizado em nosso laboratério demonstrou a
presenca de microparticulas no plasma de pacientes com choque séptico
internados em UTIl (JANISZEWSKI et al, 2004). Tais particulas apresentam
atividade NAD(P)H oxidase intrinseca e induzem producdo de superdxido e
apoptose em células musculares lisas e endoteliais em cultura, através de um
mecanismo redox. Sua caracterizagdo demonstrou que sao predominantemente
exossomos, 0s quais sao particulas com didmetro em torno de 100 nm produzidos
pelo sistema endocitico-lisossomal de diversos tipos celulares. Desta forma, uma
correlacdo entre a producao de EROs na sepse, apoptose de células vasculares e
a presenca de exossomos circulantes no plasma de individuos sépticos foi

estabelecida. O mecanismo de formacdo dos exossomos, sua COMpPOSIGao,
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fungbes conhecidas e a caracterizacdo mais detalhada dos exossomos de

pacientes sépticos serao descritos em detalhes a seguir.

1.2. Endocitose celular e seus mecanismos

As células eucaribticas secretam proteinas produzidas constitutivamente a
partir de exocitose de particulas secretérias ou por liberacao regulada de granulos
secretérios ou de armazenamento apds estimulacdo adequada (DENZER et al,
2000 a). Todavia, nos ultimos anos, diversos estudos tém demonstrado que a via
da endocitose pode constituir-se numa via alternativa de secregao celular (PAN &
JOHNSTONE, 1983). A endocitose € um conjunto de processos realizados pela
célula com o objetivo de internalizar regides especificas da membrana plasmatica
bem como pequenas quantidades de fluido extracelular (APODACA, 2001). Por
esse mecanismo secretério da endocitose, compartimentos intracelulares
participantes da via endocitica denominados corpos multivesiculares (MVB) que se
compdem de numerosas vesiculas sdo capazes de se fundir com a membrana
plasmatica, liberando essas vesiculas no exterior. Este processo foi primeiramente
descrito por PAN & JOHNSTONE (1983), através da caracterizacao da liberagao
extracelular do receptor protéico de transferrina por particulas oriundas de
reticulécitos. Recentemente, esse sistema foi caracterizado em diversos outros
grupos celulares e as particulas liberadas do lumen dos MVB pela fusdo dos
mesmos com a membrana plasmatica denominadas de exossomos (DENZER et

al, 2000 a, THERY et al, 2002 b).
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O mecanismo mais conhecido pelo qual ocorre a endocitose é dependente
de depressbes revestidas por clatrina, que sdo dominios de membrana
especializados no carregamento de moléculas que devem ser internalizadas pela
célula (JOHANNES & LAMAZE, 2002). Nos ultimos anos, outros mecanismos de
endocitose independentes de clatrina tém sido descritos em células eucaribticas
(HEIUNEN et al, 1998).

O sistema endocitico se compde das etapas de particulas de endocitose,
endossomos precoces (EE), endossomos tardios (LE) e lisossomos. Apds a
incorporacdo a célula, o material absorvido é acumulado em endossomos
precoces, 0S quais sdo 0s maiores sitios de entrada para as moléculas
capturadas. Endossomos sdo organelas de classificagcdo celular ativa que
distribuem seus constituintes coletados em dire¢des distintas, tais como o
Complexo de Golgi e as membranas plasmaticas apicais e basolaterais
(STOORVOGEL et al, 2002). Esses processos de distribuicdo tém participacao
ativa do citoesqueleto celular, notadamente dos microtibulos e da actina e sdo
mediados por particulas de transporte que se destacam dos endossomos
(APODACA, 2001). E nos EE que ocorre a separacdo entre muitos ligantes-
receptores, através do pH acido do seu lumen e a partir dos quais muitos
receptores se reciclam para a superficie celular (LUZIO et al, 2000). A partir dos
EE ocorre a formacédo dos LE, que se caracterizam por serem mais esféricos,
terem menor pH intra-luminal e uma distribuicdo protéica diferente, notadamente
com a presenca de GTPases da familia rab e dois receptores manose-6 fosfato
(MPR) (PIPER & LUZIO, 2001). N&o esta claro o mecanismo pelo quais os EE

passam a LE. Sabe-se que os LE recebem particulas de transporte de diversos
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compartimentos celulares, notadamente o Complexo de Golgi. Todavia, se ocorre
apenas maturacdo do EE em LE ou se a incorporagcdo dessas vesiculas de
transporte ocasiona o surgimento do LE ainda nao é conhecido (PIPER & LUZIO,
2001).

Embora o EE também possa apresentar particulas internas, € no LE que a
presenca de corpos vesiculares no seu interior € mais bem caracterizada.
Dependendo do tipo celular onde estdo caracterizados, os LE também podem
denominar-se MVB. Uma vez formados, os MVB tém como destino os seguintes
processos: Servirem como sitios de armazenamento (como por exemplo, para
antigenos do Complexo de Histocompatibilidade Maior Classe Il — MHCII)
(STOORVOGEL et al, 2002); Dirigirem proteinas para serem degradadas através
de sua fusdo com lisossomos (tais como o receptor para fator de crescimento
epitelial) (FELDER et al, 1990); Fundirem-se com a membrana plasmatica,
liberando assim suas vesiculas (exossomos) no meio extracelular.

O mecanismo de formacdo e secre¢cado do MHC Il por células
apresentadoras de antigenos (APC) como macrofagos, linfécitos-B e células
dendriticas ilustra de forma bastante adequada as vias endociticas celulares (Fig.
1). O MHCII é responsavel pela apresentacao de peptideos antigénicos exdégenos
as células T. Por esse mecanismo, os antigenos sado englobados pela célula por
endocitose, acumulados nos EE e gradualmente degradados em peptideos
antigénicos. Durante o processo, os endossomos recebem do complexo de Golgi
os complexos MHCII associados a li (Cadeia Invariante - molécula que se liga aos
MHC Il recém-produzidos, impede sua ligacdo prematura no reticulo

endoplasmatico e os transporta para os endossomos) (GEUZE, 1998). Apos a
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chegada aos endossomos, ocorre protedlise da li, com liberacdo do dominio de
ligacdo dos MHCII para associacdo dos mesmos com 0s peptideos antigénicos
exégenos (MURK et al, 2002). Nesse interim, esta ocorrendo maturacdo de EE
para LE, com formacdao de particulas em seu interior que dardo origem aos
exossomos. Uma vez formadas as particulas, os LE passarao a ser denominados
corpos multivesiculares (MVB) ou, se o processo ocorrer em células
apresentadoras de antigenos, compartimentos ricos em MHC classe Il (MIIC)

(DENZER et al, 2000 a).
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Fig. 1. Mecanismo de formacédo de MHCII e producdo de exossomos em
APC. Adaptado de DENZER et al, 2000 (a).

Como ja descrito, os MVB podem servir como depdsitos de armazenamento
de MHCII (KLEIUMEER et al, 2001). Células dendriticas (DC) imaturas localizadas
em tecidos periféricos como a pele, apds estimulo por sinais inflamatérios
associados aos antigenos, migram para os linfonodos onde vao realizar a

apresentacao de antigenos para as células T. Nesse local, enquanto nao ocorrer
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estimulo, as DC estardo mantidas em estado imaturo, com seus MVB servindo
como organelas de armazenamento. Apdés um estimulo de maturagédo, ocorre
redistribuicdo do pool de MHCII da APC em direcao a superficie e sua
transferéncia para a membrana celular, em um mecanismo mediado pelos MVB
(KOBAYASHI et al, 2000). Nao se sabe se MVB em outros tipos celulares que nao
células dendriticas sdo capazes de manter esta fungdo de armazenamento.

Outro dos destinos compartilhados pelos MVB é a fusdao com lisossomos
para degradacao de seu conteudo (GRUENBERG et al, 1989). Lisossomos sao
organelas que constituem, junto com os LE, o maior sitio de degradacao protéica e
lipidica da célula. A fusao dos MVB ou LE com os lisossomos poderia representar
o surgimento de uma organela hibrida, capaz de realizar a degradacao protéica
celular. Experimentos realizados demonstraram que estao presentes nas células
compartimentos com caracteristicas hibridas. Alguns expressam proteinas de
endossomos (como MPR), enquanto outros evidenciam proteinas caracteristicas
de lisossomos (PIPER & LUZIO, 2001), como as glicoproteinas integrais da
membrana lisossomal (LAMP), tetraspaninas (CD63) e P-hexosaminidase
(SKOKOS et al, 2001 a). O mecanismo pelo qual ocorre a fusdo entre LE e
lisossomos ainda nao foi completamente esclarecido, mas parece depender de
receptores de proteinas de adesdo soluveis (SNARES), que sédo proteinas de
membrana que regulam fusdo entre organelas e especificidade de alvos no
sistema vacuolar (LUZIO et al, 2000).

Por fim, um dos outros possiveis destinos dos LE/MVB é a fusao de suas

membranas limitantes com a membrana plasmatica, com liberacdo dos
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€X0Ssomos para o0 meio externo, aonde vao exercer suas funcbées de sinalizagao

celular.

1.3. Distribuicao de moléculas na membrana dos exossomos, sua

biogénese e secrecao

A formacéao das particulas internas dos endossomos se inicia no estagio de
EE e se completa quando da “maturagdo” do mesmo para LE. O mecanismo
formador dessas particulas parece ser invaginacdo da membrana limitante
endossomal, de tal forma que o conteldo acumulado em seu interior corresponde
ao conteudo citoplasmatico. Uma vez formadas, essas particulas tem um diametro
de cerca de 50 a 100 nm e sdo compostas de uma dupla camada lipidica
associada a proteinas de membrana, com conteudo interno protéico e lipidico.

A despeito da formacgao das vesiculas internas dos MVB ter sido descrita ha
cerca de 30 anos (HIRSCH et al, 1968), os mecanismos responsaveis pela
distribuicdo de moléculas na membrana limitante dos endossomos e formagao dos
exossomos ainda nao estdo completamente esclarecidos. Aparentemente, trés
fatores podem contribuir para o processo: Ubiquitinagdo de proteinas na
membrana dos MVB que poderia servir como sinal para formacdo vesicular;
Presenca de dominios semelhantes aos da membrana plasmatica que
funcionariam como intermediarios no surgimento das vesiculas; Presenca de
depressdes revestidas por clatrina na face citoplasmica dos MVB (MURK et al,

2002).
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A ubiquitina € uma proteina de baixo peso molecular que pode se ligar de
forma covalente a si prépria ou a outras proteinas. Dados em leveduras
demonstram que a ubiquitinacdo de moléculas endossomais serve como sinal
para sua distribuicao na membrana das particulas, através da interagdao entre um
complexo protéico de distribuicio endossomal necessario para transporte
(ESCRT-1) com uma proteina de distribuicdo vacuolar 27 (VPS27) presente em
exossomos (AGUILAR et al, 2003).

Por outro lado, proteinas que nao requerem ubiquitinacdo para serem
distribuidas nos MVB, como as tetraspaninas, podem interagir com a membrana
através de suas proprias caracteristicas fisico-quimicas ou através de distribuicao
em microdominios lipidicos na membrana. Tais microdominios podem funcionar
como dispositivos de coleta seletiva de moléculas ou mesmo ter um papel na
geracao de invaginacdes da membrana (IKONEN, 2001).

Por fim, a distribuicdo de moléculas na membrana vesicular pode depender
de depressoes revestidas por clatrina, que é recrutada para endossomos por
intermédio de uma proteina de ligacdo ao fosfatidil-inositol-3-fosfato (PI3P),
denominada Hrs. O blogueio desta proteina causa formacdo de MVB aberrantes
(KOMADA et al, 1999) e demonstrou-se também a associagao entre Hrs e clatrina
nos endossomos vacuolares maduros (BEAN et al, 2000).

Os melhores candidatos para proteinas responsaveis pela invaginacao e
formacao das membranas luminais nos MVB sao representados pelas proteinas
VPS. Estudos em mutantes com auséncia de sintese dessas proteinas indicam
gue esses organismos nao sao capazes de produzir vesiculas internas em MVB

(GILLOOLY et al, 2000). Além destas, diversas outras proteinas como Hrs e Snx-1
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podem interagir entre si por intermédio de reacdes de fosforilagcdo e ubiquitinagéo,
atuando na distribuicdo molecular e na invaginacdo das membranas dos
compartimentos da cadeia endossomal (PIPER & LUZIO, 2001). Embora muito do
corrente estudo sobre a endocitose seja enfocado nessas proteinas e em sua
interacdo espacial, ainda nao esta claro qual o verdadeiro papel dessas moléculas
e nem sua contribuicao especifica na formagao das particulas internas.

Sendo os exossomos formados a partir de invaginacdes das membranas
internas dos EE, logo eles contém citossol e em suas membranas externas devem
ficar expostos os dominios extracelulares das proteinas transmembranas. De fato,
anticorpos que reconhecem proteinas citossélicas presentes em exossomos nao
marcam um numero significante de particulas por microscopia imuno-eletrénica,
ao passo que anticorpos dirigidos contra dominios extracelulares de moléculas
presentes em exossomos como MHCII e CD9 sao capazes de marca-los de forma
importante (THERY et al, 2002 b).

As evidéncias demonstrando a secrecdo de exossomos a partir de MVB
tém se acumulado na literatura. Exossomos tém sido isolados de sobrenadantes
de culturas de varios tipos celulares e essas particulas apresentam composicao
similar as particulas dos MVB (RAPOSO et al, 1996, KLEIUMEER et al, 2001).
Tais particulas sao depletadas de muitos dos marcadores moleculares de
membrana, excluindo assim a possibilidade de que representem pedacos
liberados da membrana plasmatica. Do mesmo modo, estudos com microscopia
eletrdnica foram capazes de demonstrar a liberagcdo dos exossomos pela fusdo

dos MVB com a membrana (ESCOLA et al, 1998, HEIJNEN et al, 1999).
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Muito pouco é conhecido a respeito das vias que mediam a fusdo dos MVB
com a membrana plasmatica e a posterior liberacdo dos exossomos. Sabe-se que,
no geral, a fusdo de organelas e membranas celulares € mediada por uma
maquinaria celular especifica que inclui moléculas como o fator sensivel a N-
etilmaleimida (NSF) e SNAREs especificos em ambas as superficies que vao se
fundir no processo. Os SNAREs produzidos em cada superficie € que vao ditar a
especificidade dos eventos de fusdo (PELHAM, 2001). Contudo, o real mecanismo
pelo qual esses receptores proporcionam a interagcdo entre as membranas ainda

nao é conhecido.

1.4. Composicao molecular dos exossomos

A presenca de proteinas em preparagcdes de exossomos tem sido analisada
através de western blotting, citometria de fluxo e microscopia imuno-eletrénica.
Basicamente, a composi¢ao protéica final dos exossomos depende das células
que |he deram origem. Estudos em células dendriticas, linfécitos B, células
epiteliais intestinais e em outros tipos celulares demonstraram uma composicao
protéica comum, bem como a presenca de proteinas especificas a cada tipo
celular (Fig. 2).

As proteinas comuns a todos os tipos de exossomos estdo mais
provavelmente implicadas na sua biogénese e, talvez em algumas de suas
funcdes desconhecidas. Elas incluem proteinas componentes do citoesqueleto
(actina, tubulina, proteinas de ligacao a actina), bem como anexinas e proteinas

Rab (possuem atividade GTP-ase e se associam com membranas)



Exossomos e disfun¢do miocdrdica 33

(GRUENBERG, 2001). Estas ultimas provavelmente estdo associadas a
transporte e fusdo de membranas intracelulares. Exossomos sado constituidos
ainda por moléculas envolvidas na transducdo de sinal (proteinas-kinase,
proteinas G heterotriméricas) e “heat-shock proteins” como HSC70 e HSP90. As
chaperonas estao associadas a apresentacdo de antigenos, na medida em que
podem se ligar a peptideos antigénicos e participar na interacdo destes a
moléculas do sistema MHC (SRIVASTAVA, 2002). Exossomos também contém
moléculas MHC classe | e, por fim, entre as proteinas mais comuns e mais
abundantes encontram-se as tetraspaninas, cujos membros CD63, CD9, CD81 e
CD82 encontram-se virtualmente presentes em todos os tipos de exossomos.
Embora sua funcdo nédo seja completamente conhecida, acredita-se que facam
parte de outro tipo de microdominio de membrana diferente dos dominios lipidicos,
estejam envolvidas em interacdo com integrinas e moléculas MHCII e colaborem

em muitas das fun¢des de ativagao celular dos exossomos (HEMLER, 2003).
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Fig. 2. Representacdo esquematica da composicdo protéica de exossomos
derivados de células dendriticas. Adaptado de THERY, C. et al, 2002 (b).

Os exossomos também contém proteinas envolvidas em funcdes celulares
especificas. Exossomos de APC contém grandes quantidades de MHC Il, assim
como os de células dendriticas contém CD86, molécula bastante associada a
funcdes estimuladoras de linfécitos T (THERY et al, 2001). E descrito ainda uma
grande quantidade de moléculas provavelmente associadas ao enderegamento
dos exossomos para células alvo. Dentre estas, destacam-se as cadeias alfa e
beta das integrinas (integrina 2 em células T e a1B1 em reticuldcitos), membros
da familia das imunoglobulinas (como as moléculas de adesao intercelular —
ICAM1), CD54 em células B e p-selectina em plaquetas (THERY et al, 2002 b).

A presenca de lipidios na composigao interna dos exossomos parece ser de
fundamental importancia tanto na sua formacao como na sua interagdo com
células alvo. Estudos com metabolismo fosfolipidico indicam que a formacao de

particulas internas dos endossomos pode ser inibida pelo bloqueador de fosfatidil-
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inositol 3-kinase wortmannin o qual causa um edema importante do sistema
endossomal (FERNANDEZ-BORJA, 1999). O acido lisobifosfatidico (LBPA), por
sua vez, pode estar associado ao transporte de moléculas através dos
endossomos, na medida em que regula o transporte intracelular de colesterol e 0s
exossomos tém conteudo aumentado de LBPA e colesterol (GRUENBERG, 2001).
Outros lipidios presentes sdao a esfingomielina e a fosfatidiletanolamina. A
esfingomielina, juntamente com o colesterol, € parte integrante e fundamental dos
microdominios lipidicos de membrana, importante para interagdo dos exossomos

com células-alvo (STOORVOGEL et al, 2002).

1.5. Células produtoras e funcoes dos exossomos

A tabela 1 identifica as principais linhagens celulares produtoras de

exossomos e os estudos que demonstraram sua producao.
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Tabela 1. Células produtoras de exossomos

Células Referéncias
Linfécito B ESCOLA et al, 1998, RAPOSO et al, 1996
Linfocito T PETERS et al, 1989, PETERS et al, 1991
Plaquetas HEIUJNEN et al, 1999, JANISZEWSKI et al, 2004
Células Dendriticas THERY et al, 1999, THERY et al, 2001
Células Intestinais VAN NIEL et al, 2001, KARLSSON et al, 2001
Mastécitos RAPOSO et al, 1997, SKOKOS et al, 2001 (b)
Macréfagos DENZER et al, 2000 (a)
Reticulécitos JOHNSTONE et al, 1987, RIEU et al, 2001

A primeira descricdo da presenca de exossomos foi realizada em
reticul6citos (PAN E JOHNSTONE, 1983). Tais células sao eritrocitos imaturos,
anucleados, que contém ribossomos e remanescentes do compartimento
subcelular, como o reticulo endoplasmatico (RE), complexo de Golgi e o sistema
endossomal. Em reticuldcitos, o receptor de transferrina obsoleto é incorporado
aos endossomos, dirigido aos MVB e transferido para os exossomos, sendo entao
excretado para o meio extracelular (PAN & JOHNSTONE 1983, JOHNSTONE et
al, 1987). Assim, em reticulécitos, 0 exossomo funcionaria como um sistema de
retirada do “lixo” celular. Uma outra proteina reciclada durante a eritropoiese e
consequentemente acumulada em exossomos derivados de reticuldcitos é a

Integrina a4PB1 (RIEU et al, 2000). A presencga dessa integrina facilita a ligacao dos
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exossomos a fibronectina ou a célula endotelial através da molécula de adeséo a
células vasculares 1 (VCAM-1), indicando desta forma uma possivel funcao
fisiolégica dessas particulas. Possivelmente, o clearance de o4p1 evita o
surgimento de complicagdes vasculares, a medida que reduz a possibilidade de
adesao dos reticuldcitos as células endoteliais ou a fibronectina. Uma outra
possivel consequiéncia dessa interacao entre exossomo e célula endotelial é que
essa ultima pode, através da sua ligacdo com o exossomo, proteger-se do ataque
do sistema complemento, pela presenca de CD55 e CD59, duas moléculas
presentes em exossomos de reticulécitos (RABESANDRATANA et al, 1998).

Em Linfécitos T citotéxicos CD8", os lisossomos sdo organelas secretérias
envolvidas em armazenamento e liberacdo do conteudo extracelular para danos
as células alvo. Estudos prévios demonstraram a presenca, em linfocitos T, de
lisossomos que mais se assemelham a MVB, os quais contém particulas internas
ricas em perforina e granzimas (PETERS et al, 1991). Apds estimulo ocorre
liberacdo dessas particulas no meio extracelular, as quais, por intermédio do
receptor de células T (TCR) que possuem em sua superficie, sdo capazes de
guiar adequadamente a liberacdao de outros lisossomos com produtos téxicos
diretamente a célula alvo, evitando desta forma lesdo a células das proximidades
(PETERS et al, 1990). Embora o conteudo protéico exato dessas particulas ainda
esteja por ser determinado, um estudo recente demonstrou que estas apresentam
muitas caracteristicas similares as dos exossomos, inclusive com expressao de

moléculas associadas com adesao celular, como o complexo TCR/CD3, CD2 e
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CD18, o que sugere um papel dos exossomos na interacao célula-célula mediada
por linfocitos T (BLANCHARD et al, 2002).

A mais bem estudada populagao celular com capacidade para producao de
exossomos sao as APC. Tal profusao de estudos se deve ao fato dos exossomos
estarem associados a producao de respostas de contra-ataque a tumores, o que
gera um consideravel interesse nessas particulas por pesquisadores da area
oncoldgica. Exossomos carregados com antigenos tumorais ja foram testados em
estudos fase | em pacientes portadores de melanoma metastatico, com resultados
parciais indicando regressao clinica das lesdes em pele e em linfonodos (ANDRE
et al, 2001). Um outro estudo fase | com exossomos conduzido em pacientes com
neoplasia pulmonar ndao pequenas células irressecavel demonstrou estabilizacdo
clinica prolongada apés o tratamento com exossomos. Neste momento, estudos
fase Il com imunoterapia baseada em exossomos estdo em andamento nestas
populacdes de pacientes (THERY et al, 2002 b).

A primeira descricao de producao de exossomos por APC foi realizada por
RAPOSO et al (1996). Esses autores demonstraram que clones de células B eram
capazes de secretar particulas derivadas de MVB indutoras de proliferacao in vitro
de clones de células T CD4" humanas, de forma dependente do antigeno
apresentado. Curiosamente, a resposta de ativacdo das células T induzida pelos
exossomos nao era tao significativa quanto a resposta induzida pela presenca das
préprias células B. Tal fato poderia dever-se as quantidades relativamente
menores de MHCII presentes nos exossomos em comparagdo com as ceélulas
inteiras, bem como a maior superficie de contato das células B (RAPOSO et al,

1996). Em outro estudo, demonstrou-se que, de forma semelhante, exossomos
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derivados de células dendriticas carregados com antigenos especificos seriam
capazes de induzir atividade de células T CD4" (via MHCII) e T CD8" (via MHCI) in
vitro (MURK et al, 2002). Em conjunto, estes resultados mostram que o0s
exossomos funcionariam como moléculas de sinalizagao intercelular implicadas na
ativacado da resposta imune inata e adquirida.

Apesar de ja haver avangos na caracterizacdao do papel in vivo dos
exossomos produzidos por APC, muito ainda ha por ser esclarecido. Um estudo
recente demonstrou a presencga abundante de exossomos em células dendriticas
foliculares (FDC) de linfonodos. Estas sdo células acessoérias do sistema imune
envolvidas com a diferenciacdo de linfécitos B em plasmécitos ou linfocito B de
memoria que nao produzem exossomos € nem tem capacidade de sintetizar
MHCII por si s, precisando entdo adquirir estas moléculas a partir de células
doadoras (DENZER et al, 2000 b). A presenca de particulas com caracteristicas
de exossomos ricas em MHCIl na superficie dessas células, bem como a
capacidade demonstrada de exossomos oriundos de linfécitos B de se ligarem
especificamente e unicamente a elas sugere que as FDC poderiam funcionar
como alvo fisiol6gico dos exossomos. Neste sentido, as FDC poderiam funcionar
como “bibliotecas antigénicas”, estimulando as células T antigeno-especificas
responsaveis pela ativacao da diferenciacdo das células B ao nivel dos foliculos
germinativos (DENZER et al, 2000 b).

Um aspecto interessante da estimulacao de linfécitos por exossomos é que,
freqientemente, ha necessidade da presenca de APC para que essa estimulacao
ocorra. Por exemplo, a proliferacdo de células T CD4" imaturas in vitro induzida

por exossomos SO ocorre com a presenca associada de células dendriticas
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maduras. Do mesmo modo, exossomos humanos derivados de células dendriticas
carregados com MHCI foram capazes de ativar os clones T CD8" correspondentes
em cultura, desde que houvesse presenca concomitante de DC (THERY et al,
2002 a). Essa necessidade de interagao entre APC, exossomos e células efetoras
poderia indicar que, sob determinadas circunstancias, a acdo dos exossomos
poderia ocorrer ao nivel de sinapse imunolégica entre APC e linfocitos T.
Exossomos também tém sido associados a inducdo de respostas anti-
tumor. ZITVOGEL et al (1998) demonstraram que exossomos isolados de DC em
cultura e carregados com peptideos MHCI derivados de tumor foram capazes de
induzir resposta anti-tumorais de linfocitos T citotdéxicos in vivo, inclusive com
erradicacao de tumores estabelecidos em animais. Do mesmo modo, células
tumorais também tém capacidade de produzir exossomos carregados de
antigenos tumorais, os quais, apés transferéncia para células dendriticas, podem
por sua vez induzir efeitos anti-tumorais mediados por células CD8" (WOLFERS et
al, 2001). Esta € a génese dos estudos que tentam utilizar os exossomos como
imunoterapia para o tratamento do cancer. Por esta abordagem, exossomos
modificados para carregar o material genético do tumor contra o qual deveria
haver resposta do organismo seriam administrados na tentativa de se erradicar
tumores estabelecidos. Contudo, alguns problemas desta técnica devem ser
enfatizados como, por exemplo, a incapacidade de exossomos isolados induzirem
respostas tao eficazes quanto as APC ou mesmo a necessidade da presenca de
APC para adequado estimulo por parte dos exossomos em algumas linhagens
celulares. Por outro lado, a interacdo exossomo-célula tumoral € muito mais

complexa do que até agora foi descrito, pois 0s exossomos podem ser produzidos
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tanto por células tumorais quanto por células de defesa do organismo. Dados da
literatura demonstram que células tumorais de diversas linhagens séo capazes de
produzir particulas muito semelhantes aos exossomos associadas a indugao de
apoptose em linfécitos T, desta forma ajudando as células tumorais a escapar da
destruicdo pelas células do organismo (ANDREOLA et al, 2002). Do mesmo
modo, exossomos isolados de pacientes com derrames pleurais ou ascite por
neoplasia foram captados por células dendriticas derivadas de mondcitos e
apresentados a linfécitos dos mesmos pacientes in vitro, o que induziu a producéao
de Interferon-y e causou lise de células tumorais (ANDRE et al, 2002).

Os mastdécitos sempre foram considerados como células responsaveis pela
atividade alergénica do organismo, principalmente por mecanismo mediado por
IgE. A descoberta que os mastécitos contém em seu interior granulos com
citocinas levou a realizacdo de estudos para avaliar a possivel interacdo entre
mastocitos e células B e T, quer seja por mecanismos dependentes ou
independentes de IgE. Um das formas pelas quais os mastécitos podem interagir
com linfécitos B e T é através da producéo de exossomos. RAPOSO et al (1997)
identificaram a presenga de particulas contendo MHCII em mastécitos e sua
exteriorizacdo da célula apds estimulo. Mais recentemente demonstrou-se que
essas particulas eram exossomos e estavam associadas a ativacao de linfocitos B
e T in vitro (SKOKOS et al, 2001 b), bem como maturacao funcional de DC
imaturas (SKOKOS et al, 2003), demonstrando assim uma interacdo entre

mastécitos e APC por um mecanismo mediado por exossomos.
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Recentemente, células epiteliais foram descritas como podendo secretar na
circulacdo, sob condigdes inflamatérias, particulas muito semelhantes aos
exossomos (VAN NIEL et al, 2001, KARLSSON et al, 2001). Essas particulas sao
carregadas com antigenos MHCII e provavelmente estariam associadas a inducao
e manutencdo da tolerancia periférica a antigenos exégenos do conteddo
intestinal (VAN NIEL et al, 2002). Essas particulas foram denominadas
tolerossomos e demonstrou-se a possibilidade de se expor as células epiteliais a
antigenos exégenos e recolher os tolerossomos carregados com tais antigenos do
soro. QOutras células associadas com formacado de particulas semelhantes a
exossomos sdo as células epiteliais prostaticas. Tais particulas, denominadas
prostassomos, estariam associadas com protecdo do esperma em relacdo ao
meio acido, melhora da motilidade espermatica e imunomodulacdo local
(KRAVETS et al, 2000).

Em Drosophila, a formacdo de “padrdées” caracteristicos durante o
desenvolvimento evolutivo depende da distribuicdo dos morfégenos nos tecidos.
Morfégenos sao moléculas cuja presencga determina a identidade futura de células
precursoras no tecido embrionario. Alguns desses morfégenos sao capazes de se
dispersar a largas distdncias em associacdo com pequenas particulas
denominadas argossomos, 0s quais, em muitas caracteristicas, se assemelham a
exossomos. Estas particulas ja foram detectadas no interior dos endossomos e
poderiam estar ligadas a transferéncias de material célula a célula, demonstrando
assim um possivel papel dos exossomos na biologia do desenvolvimento dessa

espécie (GRECO et al, 2001).
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1.6. Exossomos derivados de plaquetas

A discussdo sobre os exossomos derivados de plaquetas sera mais
detalhada, em virtude de nossos dados prévios terem demonstrado que o0s
exossomos plaquetarios sdao os mais freqiientes em plasma de pacientes com
choque séptico, assunto deste estudo (JANISZEWSKI et al, 2004).

Plaguetas sado fragmentos celulares originados de megacariécitos da
medula que circulam na corrente sanguinea em estado nao ativado. Apos lesao
vascular, as plaquetas passam a exibir propriedades de adesido ao endotélio,
agregacao e liberacao de substancias a partir de seus granulos (alfa e densos). A
ativacdo plaquetaria é mediada por adesdo a superficie (colageno) ou por
agonistas especificos (trombina), os quais podem ativar também a cascata de
coagulacao.

O armazenamento de substancias para posterior liberacdo a partir dos
granulos alfa pode advir de diversas origens. O fator de Von Willebrand e a j3-
tromboglobulina sdo sintetizados nos megacariocitos enquanto o fibrinogénio, por
sua vez, & exclusivamente recrutado do plasma (HARRISON et al, 1989),
indicando entdo que a endocitose poderia ser responsavel pela incorporacao de
fibrinogénio aos granulos-alfa (HEIJNEN et al, 1998).

Uma investigagdo mais detalhada da biogénese dos granulos-alfa
demonstrou que os MVB sdo organelas intermediarias em sua formagéao.
HEIUNEN et al (1998), utilizando técnicas de microscopia eletronica,

demonstraram a presenca de MVB em megacaridcitos em cultura e em linhagem
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celular megacariocitica, bem como identificaram a presenca de particulas no
interior dos a-granulos. Essas particulas poderiam corresponder a exossomos, na
medida em que eram ricas em CD63 e poderiam estar ligadas a sinalizacédo
celular, pois apresentavam conteudo rico em p-selectina e Fator de Von
Willebrand.

Um estudo posterior do mesmo grupo (HEIJNEN et al, 1999) identificou
mais detalhadamente a produgdo de exossomos por plaquetas ativadas. O
estimulo plaquetario com TRAP (peptideo ativador do receptor de trombina) ou
com alfa-trombina deu origem a producgao plaquetaria de dois tipos de particulas
diferentes. As particulas maiores, também denominadas microparticulas, sao
derivadas de brotamento da membrana, medem entre 100 e 1000 nm, sao
detectaveis por citometria de fluxo, expressam grandes quantidades de anexina V
em sua superficie e sdo capazes de induzir ativacdo da cascata da coagulagao.
Microparticulas com essas caracteristicas podem também ser produzidas por
diversos tipos celulares e estdo presentes no plasma nas mais diversas situacdes
clinicas, apresentando um perfil de atividade redox caracteristico (PEDRO et al,
2003).

Por outro lado, a ativacao plaquetaria por esses agonistas induz a liberacéao
de exossomos derivados dos a-granulos. Tais exossomos expressam fracamente
anexina V em sua superficie e tém pouca capacidade de ligacao ao Fator X da
coagulacao e a protrombina, indicando assim uma baixa atividade pro-coagulante

(HEIUNEN et al, 1999).
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Recentemente identificamos em nosso laboratério a presenca de
exossomos no plasma de pacientes com choque séptico internados em UTI
(JANISZEWSKI et al, 2004). A caracterizagdo utilizando citometria de fluxo
demonstrou que esses exossomos tem antigenos de superficie compativeis com
origem predominantemente plaquetaria (Fig. 3). Os exossomos de pacientes
sépticos tém atividade produtora de EROS intrinseca e induzem apoptose em
células vasculares em cultura. A analise por Western blotting de sua composicao
demonstrou que estdo presentes duas proteinas (p22P"* e gp91°"®) constituintes
da NAD(P)H oxidase, o que indica que parte do estresse oxidativo da sepse pode

ser produzido pelos exossomos circulantes.
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Fig. 3. Porcentagem de eventos positivos em citometria de fluxo da contagem de
100000 exossomos de pacientes sépticos para antigenos de superficie especificos
(CD15: granulécitos, CD14: mondcitos, CD3: linfocitos, CD56: células NK, CD31:
células endoteliais, CD61 e CD42b: plaquetas — IgG PE e IgG FITC sao controles
negativos). Adaptado de JANISZEWSKI et al, 2004.
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2. Hipotese

Considerando-se que a disfuncdo cardiovascular da sepse pode estar
relacionada a producdo aumentada de espécies reativas de oxigénio e que
exossomos derivados de plaguetas de pacientes sépticos tem atividade NAD(P)H
oxidase e induzem estresse oxidativo em células vasculares em cultura,
formulamos a hipétese de que a presencga de exossomos plaquetarios circulantes
em pacientes sépticos pode estar relacionada a alteracdo da reatividade vascular

e a disfuncao contratil cardiaca observados na sepse.
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3. Objetivos

3.1. Ampliar a caracterizacdo de exossomos derivados de plaquetas de
pacientes sépticos, quanto a seu perfil éxido-redutor e expressdo de proteinas

relacionadas a estresse oxidativo.

3.2. Avaliar, em preparacoes de coracao isolado, musculo papilar e vaso
isolado, se exossomos de pacientes sépticos poderiam estar envolvidos na
alteracdo do tbnus vascular e na disfungdo cardiaca contratil observadas na

sepse.
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4. Casuistica e Métodos

4.1. Reagentes

Todos o0s reagentes utilizados nos experimentos foram adquiridos da
empresa Sigma-Aldrich Chemical Co. (EUA), a nao ser quando especificados
serem de outra origem, tendo sido diluidos e estocados conforme as orientacdes
do fabricante. Anticorpos monoclonais produzidos em camundongo anti-humano
para NOS I, Il e lll foram adquiridos de Transduction Laboratories (EUA).
Anticorpo monoclonal para PDI murino anti-humano foi adquirido de Affinitty
Bioreagents (EUA). SOD extracelular e anticorpo policlonal para ecSOD cabra
anti-humano foram gentiimente cedidos pelo Prof. Stephan Marklund
(Universidade de Umea, Suécia). Anticorpo policlonal para CuZn SOD anti-
humano produzido em ovelha foi adquirido de Oxis International (EUA). A CuZn
SOD foi obtida da Roche Molecular Biochemicals (EUA). Os anticorpos
secundarios policlonais mula anti-cabra, coelho anti-ovelha e ovelha anti-murino
foram adquiridos respectivamente da Santa Cruz Biotechnology (EUA), da
Calbiochem Inc. (EUA) e da Amersham-Pharmacia (Gra-Bretanha). A glutationa
reduzida (GSH), glutationa oxidada (GSSG), glutationa redutase e a nicotinamida

adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) foram obtidos da Merck (Alemanha).
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4.2. Casuistica

Cinglienta e cinco pacientes internados na UTIl da Disciplina de
Emergéncias Clinicas do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP
com menos de 48 horas de evolugdao de choque séptico conforme definido pela
Society of Critical Care Medicine (BONE et al, 1992) foram incluidos no estudo. Os
critérios para admissao foram os seguintes:

- Evidéncia de infeccao.

- Critérios de Sindrome Resposta Inflamatéria Sistémica (SIRS) (trés ou
mais dos seguintes): Febre (temperatura central maior que 38° C ou menor que
36° C); taquicardia (acima de 90 batimentos por minuto), taquipnéia (acima de 20
incursées por minuto ou PaCO, menor que 32 mmHg), leucocitose (leucometria
maior que 12000/mm?® ou menor que 4000/mm?® ou mais que 10% de formas
jovens no sangue periférico).

- Choque Séptico: Pressao arterial sistélica menor que 90 mmHg e/ou
pressao arterial média menor que 65 mmHg, apesar de ressuscitagcdo volémica
adequada (reposicdo de pelo menos 500 ml de solugdo cristaléide), com
necessidade de uso de drogas vasoativas ou necessidade de uso de drogas
vasoativas em pacientes com volemia ja adequada (pressao venosa central maior
que 12 mmHg e/ou pressao capilar pulmonar maior que 15 mmHg).

Foram excluidos do estudo os pacientes que apresentassem um dos

critérios abaixo:
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- Anemia grave (hemoglobina < 7,0 mg/dl) ou vigéncia de sangramento
ativo.

- Pacientes cuja familia se recusou a assinar o termo de consentimento.

- Expectativa de vida provavel ndo maior que 24 horas pela gravidade da
condicao clinica.

- Doencas plaquetarias conhecidas.

- Condicoes sabidamente causadoras de plaguetopenia (por exemplo,
trombocitopenia induzida por heparina ou quimioterapia), excetuando-se sepse.

- Pacientes em vigéncia de uso pleno de heparina (heparina de baixo peso
molecular ou nao-fracionada) ou de qualquer outra medicacdo que interferisse
com a funcgao plaquetaria.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da instituicao e foi
obtido consentimento informado por escrito dos responsaveis pelos pacientes.
Doze individuos saudaveis doaram sangue para realizacdo de experimentos

controle.

4.3. Isolamento de Exossomos

De cada paciente foram coletados 50 ml de sangue em amostra Unica para
separacdo e isolamento de exossomos. Cada amostra foi coletada em tubos
estéreis de centrifugacdo contendo heparina na concentracdo de 5 U/ml de

sangue e todos os procedimentos de separacao foram realizados a 4° C.
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Inicialmente, o sangue total foi submetido a centrifugagcdo simples a 3000 rpm
durante 10 minutos para separacao do plasma dos elementos figurados. A seguir,
o0 sobrenadante foi retirado e a ele foram adicionados inibidores de protease:
PMSF (3,0 mM), aprotinina (1,0 ug/ml) e pepstatina (1,0 ug/ml). Procedeu-se
entdo a filtracao sequencial do sobrenadante em filtros de nailon de 1,0 um, 0,45
um e 0,22 um para remocao de plaquetas e outras células intactas, fragmentos
celulares e corpos apoptéticos. A seguir, a amostra foi submetida a
ultracentrifugacao a 140000 g durante 150 minutos a 4° C e isolou-se o “pellet”
rico em exossomos. O excesso de proteinas plasmaticas foi cuidadosamente
removido com lavagem com Tampao Tris (50mM)-salina (150mM NaCl) com &cido
etilenodiaminotetraacético (EDTA) (0,1 mM). A seguir, o “pellet” foi ressuspendido
em 1,0 ml do mesmo tampao. As amostras foram estocadas em freezer a -80° C
até a realizacao dos experimentos. A medida de concentracdo de proteinas foi
realizada por kit utilizando ensaio colorimétrico pelo método de Bradford (Bio-Rad,

EUA).

4.4. Caracterizacao dos exossomos

4.4.1. Microscopia Eletronica

Para a realizacdo de microscopia eletrbnica, as amostras foram separadas
sem as etapas de filtracdo e ultracentrifugacdo, para reduzir a formacao de

agregados de exossomos. Plasma de pacientes sépticos foi centrifugado a 11000g
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por 2 minutos para se obter o plasma pobre em plaquetas, ao qual se acrescentou
tampao Tris-NaCI-EDTA com PMSF 3,0 mmol/L. A seguir, submeteu-se o plasma
a nova centrifugacdo a 13000g por 90 minutos a 4°C. O pellet obtido foi
ressuspendido em 100 pl do mesmo tampao. Essas amostras foram submetidas a
microscopia eletrbnica de transmissdo sob coloracdo negativa. Sobre grades de
cobre de 0,5 cm?, cobertas com pelicula de FORM-VAR®, depositou-se 10 pl de
exossomos por 30 segundos, para adsorcdo a pelicula. A goticula foi entdo
secada com papel de filtro (por capilaridade), sendo depositados a seguir 10 pl de
acido fosfotungstico a 1% por mais 30 segundos, e novamente secou-se a goticula
com papel de filtro. As amostras foram entdo observadas ao microscépio
eletrénico (Phillips EM-420), tendo sido feitas micrografias sob diversos aumentos

para identificacdo dos exossomos.

4.4.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS e Western blotting

Apbs separacao, o “pellet” rico em exossomos foi submetido a lise em
tampao Hepes 20 mM com NaCl 150 mM, glicerol 10%, triton 1%, EGTA 1, 0 mM
e MgCl. 1,5mM, na presenca dos inibidores de protease PMSF 1,0 mmol/L,
aprotinina 1,0 pug/ml e leupeptina 1,0 ug/ml. Apds determinacao da concentracédo
de proteinas nas amostras pelo método de Bradford, aliquotas de 15 ug de
proteina de exossomo foram diluidas em tampao de amostra contendo azul de
bromofenol 0,02%, mercaptoetanol 10 mM e SDS 10%. Essas amostras foram
aquecidas por 5 minutos a 100°C para desnaturacao de proteinas e quebra de

pontes dissulfeto. As amostras foram entdo aplicadas ao gel de eletroforese de
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poliacrilamida com SDS (8% a 12%) e submetidas a corrente elétrica continua de
50 mA por 80 minutos para separacao eletroforética das proteinas. Foram também
aplicados ao gel controles positivos e um padrao de bandas de pesos moleculares
conhecidos (Kaleidoscope®, Bio-Rad, EUA). Os controles positivos utilizados
foram: lisado de pituitaria de rato (NOS-I — Transduction Laboratories, EUA),
macréfagos estimulados com IFN-y e LPS (NOS-II — Transduction Laboratories,
EUA), lisado de endotélio humano (NOS-IIl — Transduction Laboratories, EUA) e
proteina pura (ecSOD e CuZnSOD). Em alguns experimentos, o gel foi corado
com solugdo de Coomassie Blue por 12-18 horas e, ap6s lavagem com solucao
descorante composta por acido acético e metanol, foram visualizadas as bandas
de proteinas correspondentes, sendo o gel a seguir desidratado e fixado em papel
de filtro. Em outros experimentos, ap6s a separacédo, realizou-se a transferéncia
das proteinas para membrana de nitrocelulose, através do sistema de
transferéncia semi-seco (Semiphor, Hoefer-Pharmacia, Suécia) com corrente
elétrica continua de 0,8 mA/cm? por 90 minutos. A membrana de nitrocelulose foi
entdo corada com solucdo de Ponceau para visualizagao da correta transferéncia
de proteinas das amostras e do padrao de pesos moleculares. Apés lavagem em
tampao TBS-T 0,1%, foi realizado o bloqueio inespecifico das membranas de
nitrocelulose com leite em pé desnatado a 5% diluido em TBS-T 0,1% pH 7,60 por
60 minutos em temperatura ambiente, com o objetivo de minimizar a ligacédo
inespecifica de anticorpos. Os seguintes anticorpos primarios foram diluidos no
titulo de 1:1000 em TBS-T 0,1% com leite desnatado a 5% e incubados por 12-18

horas a 4° C com as membranas: anti-PDI (monoclonal murino anti-humano), anti
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NOS |, Il e lll (monoclonal murino anti-humano), anti-ecSOD (policlonal cabra anti-
humano) e anti-CuZnSOD (policlonal ovelha anti-humano). Apés lavagem com
TBS-T 0,1% (3 vezes de 5 minutos cada), foi realizada a incubacdo com anticorpo
secundario (1:2000) conjugado com peroxidase por 1 hora a temperatura
ambiente. Apos novas lavagens, foi procedida a revelacdo da membrana por
método quimioluminescente (peroxidase - H>O- - luminol), utilizando-se para tal fim
o kit ECL (Amersham-Pharmacia, Gra-Bretanha). Apés 1 minuto de reacao, a
membrana foi exposta ao filme radiografico por periodo de 1 a 5 minutos e

revelada em equipamento automatizado.

4.4.3. Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC)

Amostras de exossomos de pacientes sépticos tiveram seu conteldo
protéico precipitado através da diluicdo em partes iguais com acido tricloroacético
a 10% e centrifugacao a 10000 rpm por 10 minutos. A andlise dos exossomos por
cromatografia foi realizada com auxilio de um sistema de HPLC (Waters Co.,
EUA), constituido por duas bombas 515, acopladas ao detector de UV-visivel
2996. As amostras foram submetidas a separacao cromatografica usando uma
coluna X-Terra (4.5 x 250 mm; 5 ym). Como fase mével foi utilizada solugdo de
100 mM KH2PO, (pH 2,5), 200 mg/l heptanossulfonato de sédio, 5 mg/l EDTA em
1% metanol (v/v), em fluxo de 0.5 ml/min. A eluicdo do urato foi monitorada com
deteccdo UV-visivel, enquanto a eluicdo do GSH foi monitorada com detecgéo
eletroquimica (potencial de oxidacdo GSH, 600 mV) (HIRAKU et al, 2002). Os

compostos foram identificados e quantificados pela comparacéao de seu tempo de
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retencédo com padrao auténtico submetido as mesmas condicdes cromatograficas.
A andlise de GSSG foi realizada indiretamente pela sua reducdo enzimatica a
GSH pela glutationa redutase (0,6 U/ml)/ NADPH (0,2 mg/ml) por 30 min. A
quantificacdo do GSSG foi inferida pela diferenca do GSSG total reduzido em
relacdo ao GSH total das mesmas amostras, considerando-se a estequiometria

2GSH/GSSG.

4.4.4. Quantificacdo de 6xidos de nitrogénio em amostras de exossomos

Amostras de exossomos de pacientes sépticos tiveram seu contetdo
protéico precipitado através da diluicdo em partes iguais com acido tricloroacético
a 10% e centrifugacdo a 10000 rpm por 10 minutos. A seguir, utilizou-se a técnica
de quimioluminescéncia para quantificacao de nitrito (NO2) e nitrato (NO3) nos
exossomos, por meio do analisador de NO (Sievers, modelo NOA280, EUA). Essa
técnica requer a reducao de nitrito e nitrato a NO, o qual reage com 0z6nio para
gerar luz, que é quantificada por fotomultiplicadoras. Para conversao do nitrato a
NO, utilizou-se reacao com cloreto de vanadio (VnCl4) em &cido cloridrico a 95°C
e para reducéao do nitrito a NO utilizou-se lodeto de Potassio (KI) em acido acético.
A curva de calibracdo em niveis multiplos foi realizada por padrao externo (nitrito e
nitrato de s6dio — Aldrich, EUA), utilizando-se programa especifico (Sievers,
versdao 2.2, EUA). Os resultados foram normalizados para a concentracdo de

proteinas presente nas amostras de exossomos.
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4.5. Avaliacao da Disfuncao Cardiovascular Induzida por Exossomos

4.5.1. Infusdo de exossomos em coracao isolado de coelho (Langendorff)

Cinquenta coelhos machos Nova Zelandia pesando entre 2,5 kg e 3,5 kg
foram pré-anestesiados com xilazina 20 mg por via intra-muscular, anestesiados
com cloralose (60 mg/kg) e uretana (600 mg/kg) e heparinizados (250 Ul). A
seqguir, foram submetidos a traqueostomia e mantidos sob ventilagdo mecanica
durante todo o procedimento. Foi realizada toracotomia e a aorta foi canulada e
perfundida com solucdo de Krebs-Henseleit (composicao NaCl 115mM;
KCl 5,4mM; CaCl, 1,25mM; NaHCO3; 25mM; MgSO4 1,2mM; NaH.PO4 1,15mM;
glicose 11nM) equilibrada com 95% O,/ 5% CO, a uma temperatura constante
de 37° C e a um fluxo constante de 15 ml/min com o objetivo de manter perfusao
coronariana retrégrada, de acordo com a técnica de Langendorff. A seguir, 0
coracdo foi cuidadosamente excisado e colocado em uma camara a 37° C.
Através de uma incisao atrial, foram instalados no ventriculo esquerdo um dreno e
um baldo de latex preenchido por fluido para obter uma pressao diastélica final de
ventriculo esquerdo de 5 mmHg. A freqiéncia cardiaca foi mensurada
continuamente e as derivadas maximas pressao-tempo positiva (+dp/dt) e
negativa (-dp/dt) foram obtidas através do sinal da pressao ventricular esquerda,

por meio de um sistema de aquisicio de dados (Biopac Systems, EUA). A
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preparacao foi mantida a 37°C durante todo o procedimento através da
manutenc¢ao do coragdo em uma camara de vidro com temperatura regulada.
Apoés estabilizagdo de 15 minutos, foi iniciada a infusdo em sistema de
recirculacao fechado de solucdo de exossomos, em concentragdo equivalente a
metade da concentragcdo plasmatica. Essa concentragdo foi escolhida apds
estudos preliminares terem demonstrado efeitos semelhantes a concentracao
plasmatica plena. A perfusdao em sistema fechado permaneceu por 20 minutos. A
seqguir, a preparacgao foi novamente perfundida em sistema aberto com solucéo de
Krebs-Henseleit livre de exossomos durante 15 minutos para retorno as condicdes

basais.

4.5.2. Experimentos com Inibidores

Para identificar os possiveis mecanismos associados ao efeito dos
€xossomos no coracao isolado, foram realizados experimentos nos quais o
coracao no sistema de recirculagao fechada foi pré-incubado por 20 minutos com

inibidores descritos na tabela abaixo.
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Tabela 2 — Inibidores utilizados.

Inibidor Dose Efeito
NAC 3,0 mM Doador de grupamentos tidis; anti-oxidante
LNMMA 0,1 mM Inibidor de NOS
Indometacina 0,01 mM Inibidor da Ciclooxigenase
DPI 0,02 mM Inibidor de Flavoenzimas
DTNB 0,5mM Inibidor de Proteina Dissulfeto-Isomerase
Apocinina 1,0 mM Inibidor da NAD(P)H oxidase

4.5.3. Infusdo de exossomos apds exposicdo prévia a LPS

Com objetivo de investigar o papel dos exossomos em um modelo animal
mais semelhante a sepse humana, coelhos foram pré-tratados com endotoxina
(LPS — E. coli sorotipo 026:B6) na dose unica de 1,0 mg/kg por via endovenosa.
Apébs 3 horas da infusdo do LPS, foi administrado 8,0 ml/kg de solucao salina
fisiolégica, com a intencdo de reduzir parcialmente a caracteristica hipodinamica
que normalmente estd associada a esse modelo quando nado é realizada
reposicdo volémica (FINK & BAGGS, 1997). Ap6s 6 horas do inicio da
endotoxemia, os animais foram sacrificados e o restante do experimento em

coracéo isolado foi realizado nos mesmos moldes ja descritos anteriormente.
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4.5.4. Preparacao de musculo papilar isolado de rato

Dez ratos Wistar machos pesando entre 350 g e 450 g foram anestesiados
com uma mistura de ketamina (100 mg/ml) e xilazina (20 mg/ml), na dose de 0,1
ml/100 mg peso corporal. Foi realizada toracotomia e o coragao foi retirado
cuidadosamente e mergulhado em solucdo de Krebs-Henseleit (composicao
NaCl 118,5 mM; KCI 4,69 mM; CaCl, 2,52 mM; NaHCO3; 25,88 mM; MgSO,4 1,16
mM; KH2PO4 1,18 mM; glicose 5,50 mM) borbulhada com 95% 0./5% CO. com
pH 7,40 e a temperatura constante de 29° C, na qual permaneceu por
aproximadamente um minuto. Procedeu-se a retirada do ventriculo direito com o
objetivo de se expor o septo interventricular, o qual foi dividido ao meio para que
pudesse haver visualizacdo direta dos musculos papilares anterior e posterior.
Realizou-se entdo a disseccao cuidadosa dos musculos papilares em solucéao de
Krebs-Henseleit oxigenada e a temperatura de 29° C. A pressdo parcial de
oxigénio da solucao foi mantida entre 550 e 600 mmHg.

A seguir, os musculos foram fixados através de suas extremidades a dois
anéis de ago inoxidavel e posicionados verticalmente em uma camara de vidro
contendo 35 ml de solucdo de Krebs-Henseleit nas mesmas condicdes descritas
anteriormente. A extremidade superior do musculo foi conectada através do anel e
de um fio de aco inoxidavel de didametro 0,038 cm a um transdutor de forca (Grass,
modelo FT 03, EUA). O anel da extremidade inferior foi conectado a um fio de ago

que atravessava a camara de contracdo e mantido fixo a um micromanipulador
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(Mitutoyo modelo n° 2046F, EUA). Paralelamente ao mdusculo papilar foram
mantidos dois eletrodos de platina, acoplados a um estimulador elétrico (DV&M,
modelo ESF-10, EUA), o qual liberava estimulos em onda de 5 ms com voltagem
aproximadamente 10 a 15% maior que o minimo necessario para provocar
resposta mecanica maxima do musculo com freqiéncia de estimulos de 0,2 Hz
(12 vezes por minuto).

Inicialmente, os musculos papilares foram mantidos sob contracao isoténica
contra uma mola com tensdo de repouso de 0,4 g por 20 minutos. A seguir,
procedeu-se a fase de contracao isométrica com tensao de repouso de 0,4 g por
20 minutos. Apos a estabilizacao da preparacdao com auxilio do micromanipulador,
o musculo foi lentamente estirado até atingir o apice da curva comprimento-tensao
(Lmax - comprimento diastdlico da fibra muscular associado com tensao isométrica
maxima desenvolvida). Depois de atingido o Lma, O sistema foi mantido em
equilibrio por 20 minutos, quando entao se iniciou o experimento.

Uma solugdo rica em exossomos de pacientes sépticos e individuos
saudaveis foi introduzida no sistema em concentracdo equivalente a metade da
concentragdo plasmatica obtida e mantida por um periodo de 45 minutos. Nesse
periodo, foram registradas através de software de aquisicdo de dados (Biopac,
EUA) as seguintes varidveis:

a) Tensé&o desenvolvida maxima isometricamente em gramas (TD);
b) Tensao de repouso em gramas (TR);
c) Tempo decorrido desde o inicio da contracdo até que seja atingido o pico

de tens&o desenvolvida em milissegundos (TPT - Time to Peak Tension);
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d) Velocidade maxima de variacdo temporal da tensao desenvolvida (+dT/dt) e
velocidade maxima de variagdo temporal de relaxamento da tensao
desenvolvida (-dT/dt), as quais informam variacdo temporal na forca de
contragao e de relaxamento do miocardio, respectivamente.

e) Tempo para a tensao desenvolvida decrescer 50% de seu valor maximo em
milissegundos (TR50);

Todos os experimentos foram realizados no Laboratério de Fisiologia

Cardiovascular da UNIFESP/EPM, sob a orientacao do Prof. Dr. Paulo Tucci.

4.5.5. Avaliacao da Reatividade Vascular em Vasos Isolados

Ratos Wistar machos pesando entre 250-350 g foram sacrificados através
de cadmara de CO,. A aorta tordcica foi cuidadosamente retirada, mantida em
tampao Krebs-Hepes (composicao: NaCl 120,0 mM; KCI 4,7 mM; CaClz 1,9 mM;
NaHCO; 25,0 mM; MgSQO4 1,2 mM; KHoPO4 1,05 mM; glicose 11,1 mM; Hepes 20
mM) a um pH 7,40 e equilibrado com 95% O,/ 5% CO., dissecada e limpa para
remocao de qualquer tecido subjacente e trombos. A seguir, o vaso foi dividido em
quatro anéis vasculares de 5 mm de comprimento, suspensos em dois fios
paralelos intraluminais e introduzidos em um banho de érgaos contendo Krebs-
Hepes a temperatura constante de 37° C, equilibrado com 95% O,/ 5% CO,. Os
anéis foram submetidos a um periodo de estabilizacdo sob tensdo isométrica

constante de 2 g por 60 minutos (pré-carga). Neste intervalo, dois segmentos
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foram incubados com exossomos de pacientes sépticos e de controles saudaveis,
em concentragao igual a concentragao plasmatica. Imediatamente antes da fase
de pré-contracdo, um terceiro anel foi incubado com a mesma concentracdo de
exossomos de pacientes sépticos, com o objetivo de se avaliar um possivel efeito
agudo dessas particulas no tbnus vascular. O quarto anel foi mantido sem
incubacgao (controle). Todos esses vasos foram pré-contraidos com norepinefrina
107 M e a tensdo vascular foi registrada a cada 2 minutos. Apés 15 minutos de
equilibrio, foram realizadas curvas de relaxamento em resposta a concentragdes
crescentes de acetilcolina (10° a 3x10™° M). Os valores de contracdo e
relaxamento vascular foram registrados através de um sistema de aquisicao de

dados (Biopac, EUA).

4.5.6. Quantificacdo de Oxidos de nitrogénio em tecido miocardico de

preparacoes de coracao isolado

Em uma série de experimentos que visavam quantificar a producao de
metabdlitos do NO pelo miocardio, preparacoes de coracdo isolado foram
incubadas por 45 minutos com exossomos de pacientes sépticos e de controles
saudaveis. Apos a infusdo de exossomos, o sistema foi aberto e perfundido com
solucdo de Krebs-Henseleit a 4°C por 5 minutos, tendo a seguir o coragéao sido
removido e o tecido miocéardico correspondente a parede livre do VE sido

cuidadosamente dissecado em um meio contendo solucdo de Krebs-Henseleit a
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4°C. Os musculos papilares foram retirados e o tecido miocardico restante foi
imediatamente congelado em nitrogénio liquido e transferido para freezer a -80°C.
Para quantificacdo de nitrito e nitrato foram realizados homogenatos de tecidos
miocardicos, por lise tecidual com triturador, seguida de diluicao em 3,0 ml de
tampéao Tris-HCI 50 mM com PMSF 1 mM e 0,1% mercaptoetanol. O tecido lisado
foi submetido a centrifugacao a 5000 rpm por 5 minutos, a 4°C para remocao de
debris e células ndo lisadas. O sobrenadante foi entdo recolhido e submetido a
quantificacdo de proteinas por ensaio colorimétrico (Bradford, Bio-Rad, EUA).
Amostras equivalentes a 20 pl tiveram seu conteudo de nitrito e nitrato mensurado,
com protocolo similar ao utilizado para quantificacdo de nitrito e nitrato nos
exossomos. Os resultado foram normalizados para a concentracdo de proteinas

das amostras.

4.6. Analise estatistica

Todos os dados estao apresentados como média £ 1 erro padrao da média
(EPM). Para analise estatistica, utilizou-se analise de varidncia para medidas
repetidas de uma via com teste de Tukey para comparacao intra-grupos, teste t
emparelhado para medidas no mesmo grupo ou teste t, para comparacao entre
diferentes grupos. O nivel de significancia foi 5%. Para analise estatistica, utilizou-

se o0 programa SigmaStat 2.0 (Jandel Corporation, EUA).
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5. Resultados

5.1. Dados demograficos e caracteristicas dos pacientes

A tabela 3 evidencia os dados demograficos e as caracteristicas principais
dos 55 pacientes incluidos no estudo, bem como sua mortalidade. Os voluntarios
saudaveis que doaram sangue para realizacdo de experimentos controle tinham
média de idade em torno de 30 anos, eram todos do sexo masculino e nao

apresentavam doencas prévias.
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Tabela 3. Dados demograficos e caracteristicas principais dos pacientes.

Caracteristicas

Numero de pacientes (%)

Sexo masculino

Idade (anos)

HAS

DM
Tabagismo
DPOC
ICC
SIDA
Neoplasias
Foco Pulmonar
Foco Urinario
Foco em pele e anexos
Foco abdominal
Outros Focos

Foco Ignorado

Mortalidade na UTI

39 (71)

47,8+2,2

13 (23)
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5.2. Caracterizacao dos exossomos

5.2.1. Quantificacdo de proteinas

Quando analisadas pelo método de Bradford, as amostras de exossomos
de pacientes sépticos geraram uma concentragdo de proteinas de 16,5+0,99
mg/ml, ao passo que amostras de individuos saudaveis geraram uma

concentracao protéica de 5,8+0,96 mg/ml (p<0,001, teste t).

5.2.2. Microscopia Eletronica

Amostras de exossomos de paciente sépticos foram analisadas através da
técnica de coloracao negativa com acido fosfotiingstico a 1%. Foram evidenciadas
estruturas arredondadas com didmetros entre 50 e 150 nm, onde nao se depositou
material elétron-denso (coloragdo negativa) (Fig. 4). As outras estruturas
evidenciadas na microscopia sao artefatos derivados da técnica e da agregacao

dos exossomos na preparagao.
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Fig. 4. Microscopia eletrbnica com acido fosfotungstico identificando
estruturas arredondadas, com diametro entre 50 e 150 nm sem depdsito de
material elétron-denso (setas), que correspondem a exossomos (aumento
de 41000x).
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5.2.3. SDS-PAGE e Western blotting de exossomos de pacientes sépticos

Além das subunidades da NAD(P)H oxidase p22°"* e gp91P"°* ja descritas
em exossomos (JANISZEWSKI et al, 2004), este trabalho procurou caracterizar a
presenca de outras enzimas relacionadas ao estresse oxidativo em amostras de
exossomos. Para a caracterizagdo inicial do perfil eletroforético protéico dos
exossomos foram realizados experimentos de separacdo por eletroforese com
coloracao pela técnica de Coomassie Blue. Estes resultados demonstraram que
0S exossomos sao compostos predominantemente por bandas de proteinas com
peso molecular compreendidos entre 20 KDa e 220 KDa (Fig. 5 A), embora, como
esperado, a proporcdo relativa das bandas seja variavel entre diferentes
pacientes. A andlise por Western blotting detectou a presenca, em diferentes
pacientes, de dissulfeto isomerase protéica (PDI), como uma banda em torno de
55 KDa. PDI é uma chaperona do RE associada com a regulacdo e atividade da
NAD(P)H oxidase (JANISZEWSKI et al, 2003) (Fig.5 B). Por outro lado, a
realizacdo de repetidos experimentos com exossomos oriundos de diferentes
pacientes foi incapaz de identificar a presenca de NOS (em nenhuma de suas

isoformas), ou ainda SOD (nas formas extracelular ou cobre-zinco) (Fig. 6 A e B).
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Fig. 5. A. SDS-PAGE de amostras de exossomos oriundos de plaguetas de
pacientes sépticos. Foram aplicados 15 ug de proteina em cada trilha e apés a
corrida, o gel foi corado com solugéo de Coomassie Blue. B. Western blotting para
PDI. Amostras de exossomos de pacientes sépticos correspondentes a 15 ug de
proteina foram aplicadas em cada trilha e hibridizadas com anticorpo monoclonal
anti-PDI (murino anti-humano 1:1000), seguido de anticorpo secundario policlonal

de coelho anti-murino (1:2000).
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Fig. 6. A. Western blotting para NOS. Amostras de exossomos de pacientes
sépticos correspondentes a 15 pg de proteina foram aplicadas em cada trilha e
hibridizadas com anticorpo monoclonal murino anti-humano para NOS I, Il e Il
(1:1000), seguido de anticorpo secundario policlonal de ovelha anti-murino
(1:2000). B. Western blotting para SOD. Amostras de exossomos de pacientes
sépticos correspondentes a 15 pg de proteina foram aplicadas em cada trilha e
hibridizadas com anticorpos policlonais para ecSOD (cabra anti-humano) e CuZn
SOD (ovelha anti-humano) 1:1000, seguido de anticorpo secundario policlonal de

mula anti-cabra e coelho anti-ovelha (1:2000).
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5.2.4. Cromatoqrafia Liquida de Alta Performance (HPLC)

Por analise de HPLC associada a deteccao eletroquimica, nao foi verificada
a presenga de glutationa-reduzida (GSH) e oxidada em niveis detectaveis (limite
de deteccado: femtomoles) nos exossomos de pacientes sépticos ou controles
saudaveis, mesmo em presenca de glutationa redutase (0.6 U/ml)/NADPH (2
mg/ml) (n=5).

Por outro lado, o cromatograma de HPLC em amostras de exossomos
revelou dois picos, sendo o ultimo provavelmente correspondente ao urato (Fig. 7
A e B). Nessas condigdes, a quantidade total de &cido durico foi de
aproximadamente 20 nM. Exossomos de pacientes sépticos e controles saudaveis
tinham aproximadamente a mesma quantidade de urato, que estava presente em
todas as amostras testadas (n=5). O pico 1 apresenta mesmo espectro de UV-
visivel que o urato (Fig 7, insercdo) e pode representar algum produto de
oxidagdo do urato ainda ndo identificado. Contudo, em experimentos controle,
verificou-se que ndo devem corresponder a alantoina ou ao &cido oxénico,
produtos comuns da oxidagdo do urato por sistemas oxidantes como peroxidase,
reagentes de Fenton e derivados do peroxinitrito (SANTOS et al, 1999). Apesar da
forte evidéncia da presenca de urato, esses dados necessitam de confirmacao por

espectrometria de massa.
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Fig. 7. Cromatogramas representativos da separacao por HPLC de Urato (A 280
nm) presente em exossomos. A amostra de exossomos; B padrdao auténtico de

urato (50 nM). A insercdo mostra os espectros de UV-visivel das amostras

correspondentes.
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5.2.5 Quantificacdo de éxidos de nitrogénio nos exossomos

Amostras de exossomos de pacientes sépticos apresentavam quantidades
de nitrato em torno de 26,1+£8,5 uM/mg de proteina de exossomos (n=4).

A medida da concentracdo de nitrito em amostra de exossomos de
pacientes sépticos (n=7) ou de controles saudaveis (n=4) por quimioluminescéncia
foi incapaz de detectar quantidades mensuraveis de nitrito. O limite de detecgéo

deste método para amostras liquidas é de 0,05 uM.

5.3. Avaliacao da Disfuncao Cardiovascular Induzida pelos Exossomos

5.3.1. Efeito dos exossomos sobre coracdes isolados de coelho

A incubacdo em sistema fechado de uma concentracdo igual a metade da
concentracdo plasmatica de exossomos de pacientes sépticos induziu um
aumento da freqléncia cardiaca estatisticamente significante 5 minutos apés a
incubagdo que se manteve durante todo o periodo em que houve circulacao dos

exossomos no sistema (Fig. 8). Apds lavagem, documentou-se uma queda da
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freqiéncia cardiaca a niveis préximos dos anteriores. A incubacao de coracdes
isolados com exossomos de controles saudaveis na mesma concentragdo induziu
um aumento nao significativo no nimero de batimentos por minuto que voltou ao

normal apés lavagem do sistema.

—@— Septicos
150 1 N --O-- Controles
140 -
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110 -
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Freq. Cardiaca (bpm)

B 5 10 15 20 25 30 35
tempo (min)

Fig. 8. Curso temporal da freqiiéncia cardiaca em coracoes isolados apés infusdo
de exossomos. Os valores representam a média = EPM de n=9 experimentos para
exossomos de pacientes sépticos e n=5 para exossomos de controles saudaveis.
* p<0,05 vs basal, # p<0,05 vs sépticos 5 min (ANOVA para medidas repetidas —
teste Tukey); § p<0,05 vs controles 5 min (ANOVA para medidas repetidas — teste
Tukey). B = basal, L= lavagem.
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A incubacao com exossomos de pacientes sépticos induziu um decréscimo
constante nos percentuais das derivadas positiva (+dp/dt) e negativa (-dp/dt) da
pressao ventricular (Figs. 9 e 10), o qual atingiu significancia estatistica ap6s 10
minutos e se manteve em queda durante todo o periodo em que houve contato
dos exossomos com a preparacao de coracao isolado. A reducdo percentual da
derivada negativa foi ainda maior do que a verificada com a derivada positiva, o
que identifica um possivel efeito depressor dos exossomos no relaxamento
ventricular. Por outro lado, a incubacdo com exossomos derivados de plaquetas
de individuos saos nao ocasionou reducao percentual estatisticamente significante
nos valores de dp/dt positiva e negativa, quando comparados aos percentuais

basais e aos obtidos com exossomos derivados de individuos sépticos.
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Fig. 9. Evolugéo temporal da variagdo percentual da derivada positiva da pressao
ventricular esquerda em coragdes isolados ap6s infusdo de exossomos de
pacientes sépticos e controles saudaveis. Os valores representam a média + EPM
de n=9 experimentos para exossomos de pacientes sépticos e n=5 para
exossomos de controles saudaveis. * ANOVA para medidas repetidas — teste
Tukey; # teste-t. L= lavagem.
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Fig. 10. Curso temporal da variagdo percentual da derivada negativa da pressao
ventricular esquerda em coragdes isolados ap6s infusdo de exossomos de
pacientes sépticos e controles saudaveis. Os valores representam a média + EPM
de n=9 experimentos para exossomos de pacientes sépticos e n=5 para
exossomos de controles saudaveis. * ANOVA para medidas repetidas — teste
Tukey; # teste-t . L= lavagem.
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5.3.2. Efeito dos exossomos em animais endotoxémicos

Coelhos tornados endotoxémicos pela administracao de lipopolissacarideo
(1 mg/kg EV) foram sacrificados para avaliar o efeito dos exossomos em um
modelo mais similar a sepse humana. Todos os animais tiveram efeitos
caracteristicos da infusao de LPS (letargia, febre). Em média, os valores de dp/dt
obtidos dos coracdes isolados destes animais foram entre 30 e 40% menores que
os obtidos em preparacées de Langendorff de coelhos previamente normais,
indicando assim que esses animais ja apresentavam um certo grau de disfuncéao
miocardica induzido pela endotoxemia per se. Independentemente dos valores
basais, a infusdo de exossomos de pacientes sépticos em concentracao
equivalente a metade da plasmatica induziu um decréscimo ainda maior e
estatisticamente significante das dp/dt positiva e negativa, quando comparadas
aos valores pré-infusdo e aos valores obtidos em preparacbes de coracdes
isolados de animais normais (Figs. 11 e 12). Tal resultado pode indicar que, em
tecido miocardico com sistemas enzimaticos previamente ativados, os exossomos

tém um efeito na reducao da contratilidade ainda mais exacerbado.
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Fig. 11. Efeito da infusdo de exossomos na derivada positiva da pressao
ventricular em animais endotoxémicos. Os valores representam a média £ EPM de
n=9 experimentos para exossomos de pacientes sépticos, n=5 para exossomos de
controles, n=4 para exossomos de pacientes sépticos + LPS prévio. * p<0,05 vs
basal (ANOVA para medidas repetidas — teste Tukey); # p<0,05 vs controles
(teste-t); § p<0,05 vs sépticos (teste-t).



Exossomos e disfun¢do miocdrdica 80

100

80 -

70 -

- dp/dt percentua

50 -
Basal Controles Sépticos Sépticos + LPS

Fig. 12. Efeito da infusdo de exossomos na derivada negativa da presséao
ventricular em animais endotoxémicos. Os valores representam a média £ EPM de
n=9 experimentos para exossomos de pacientes sépticos, n=5 para exossomos de
controles, n=4 para exossomos de pacientes sépticos + LPS prévio. * p<0,05 vs
basal (ANOVA para medidas repetidas — teste Tukey).
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5.3.3. Efeito dos inibidores sobre a disfuncao induzida por exossomos

Com o objetivo de tentar identificar o mecanismo pelo qual os exossomos
induzem reducdo da contratilidade, preparacdes de coracdo isolado de coelhos
foram pré-incubadas por 20 minutos com diversos inibidores de espécies reativas
de oxigénio (Figs. 13 e 14). A incubagdo com um doador de grupos tidis reduzidos
(NAC) foi incapaz de bloquear a reducdo da contratilidade vista com exossomos
de pacientes sépticos. Do mesmo modo, a administracdo de DTNB, um oxidante
de grupos tiol com propriedades inibidoras da PDI foi incapaz de bloquear os
efeitos inibitérios dos exossomos nas dp/dt positiva e negativa. Por outro lado, a
incubacdo com apocinina, um inibidor da ativacao da NAD(P)H oxidase (por inibir
a ligagdo do p47°"* & subunidade de membrana), induziu uma reducdo ainda
maior na dp/dt positiva e negativa, de forma estatisticamente significante na dp/dt
positiva. Tal fendbmeno nao parece refletir efeito direto do composto, pois nao foi
observada alteracdo da contratilidade durante o periodo de pré-incubacido sem os
exossomos. Postulamos que este efeito decorre de aumento na disponibilizacao
de NO, ao bloquear a producdo de superéxido. Entretanto, a incubacado de
coragdes isolados com LNMMA nédo foi capaz de bloquear o efeito dos
exossomos. Tal resultado, todavia, deve ser visto com cautela, pois foi observado
um efeito direto do LNMMA sobre a contratilidade miocardica na auséncia de
exossomos (durante o periodo de pré-incubacéo).

Os outros inibidores testados (DPI, indometacina), ndo tiveram efeito em

bloquear o efeito inotrépico negativo mediado pelos exossomos.
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Fig. 13. Efeitos dos inibidores sobre a variacdo percentual maxima da dp/dt positiva.
Os valores representam a média + EPM de n=9 experimentos para exossomos de
pacientes sépticos, n=5 para controles saudaveis, n=4 para LNMMA, n=4 para NAC,
n=3 para apocinina (APO), n=4 para DTNB, n=4 para DPI e n=3 para indometacina
(INDO). * p=0,008 vs séptico (teste-t); # p=0,009 vs saudavel (teste-t).
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Fig. 14. Efeitos dos inibidores sobre a variagcdo percentual maxima da dp/dt
negativa. Os valores representam a média £+ EPM de n=9 experimentos para
exossomos de pacientes sépticos, n=5 para controles saudaveis, n=4 para
LNMMA, n=4 para NAC, n=3 para apocinina (APQO), n=4 para DTNB, n=4 para DPI

e n=3 para indometacina (INDO).
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5.3.4. Efeito dos exossomos sobre musculos papilares isolados de rato

A incubacao de preparagdes de musculo papilar isolado em regime de
tensdo isométrica maxima com exossomos de pacientes sépticos numa
concentracdo equivalente a metade da plasmatica induziu um decréscimo
estatisticamente significante nos valores da tensdo desenvolvida e na derivada
positiva da tensdao desenvolvida pelos musculos papilares (Figs. 15 e 16). Por
outro lado, os valores de tensdo de repouso e da derivada negativa da tensao
desenvolvida ndo foram afetados pelos exossomos (Figs. 17 e 18). Da mesma
forma, a incubagdo com exossomos provenientes de individuos saudaveis nao foi
capaz de induzir alteracbes em quaisquer das variaveis associadas com as
tensdes desenvolvidas pelos musculos papilares. Ja em relacdo ao TPT e TR50, a
despeito de uma consideravel variabilidade nos valores pré-incubacao, o contato
com o0s exossomos, quer de pacientes sépticos ou de controles normais, nao
afetou o TPT e induziu uma diminuigdo estatisticamente significante no TR50

(tabela 4).



Exossomos e disfun¢do miocdrdica 85

séptico pré  séptico p6s  controle pré  controle pds

Fig. 15. Efeito da incubacdo de exossomos sobre a tensdo desenvolvida de
musculos papilares isolados de ratos. Os valores representam a média = EPM de
n=8 experimentos para musculos pré e pés exossomos de pacientes sépticos e
n=4 para musculos pré e pés exossomos de individuos controles. * p=0,009 vs

séptico pré (teste t emparelhado).
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Fig. 16. Efeito da incubacdo de exossomos sobre a derivada positiva da tensao
desenvolvida de musculos papilares isolados de ratos. Os valores representam a
média £+ EPM de n=8 experimentos para musculos pré e po6s exossomos de
pacientes sépticos e n=4 para musculos pré e pos exossomos de individuos

controles. * p=0,019 vs séptico pré (teste t emparelhado).
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Fig. 17. Efeito da incubacdo de exossomos sobre a tensdo de repouso de
musculos papilares isolados de ratos. Os valores representam a média = EPM de
n=8 experimentos para musculos pré e pds exossomos de pacientes sépticos e

n=4 para musculos pré e pds exossomos de individuos controles.
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Fig. 18. Efeito da incubacao de exossomos sobre a derivada negativa da tensao
desenvolvida de musculos papilares. Os valores representam a média £+ EPM de
n=8 experimentos para musculos pré e pds exossomos de pacientes sépticos e

n=4 para musculos pré e pds exossomos de individuos controles.
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Tabela 4. Efeito dos exossomos sobre o tempo para atingir a tensao de pico (TPT)
e tempo para relaxar 50% da tensdo maxima (TR50).

Variaveis Sépticos Controles
TPT pré (mseQ) 190,6 £ 16,4 161,2 £ 3,7
TPT pbs (mseq) 193,1 £ 14 148,7 £ 7,1
TR50 pré (msegQ) 203,7 £ 27,9 125+54

TR50 p6s (msegq) 167,5+23,3* 107,5+7,5"

Os valores representam a média £ EPM de n=8 experimentos para musculos
papilares pré e po6s exossomos de pacientes sépticos e n=4 para musculos pré e

pds exossomos individuos controles. * p<0,05 vs TR50 pré (teste t emparelhado).

5.3.5. Efeito dos exossomos sobre a reatividade vascular

Exossomos de pacientes e controles numa concentracao igual a plasmatica
foram incubados em preparacdes de aorta isolada de ratos. Nestes experimentos,
0s exossomos de pacientes sépticos foram incubados previamente (1 hora antes
do inicio) ou imediatamente antes do inicio do periodo de contragdo vascular. Os
exossomos de controles saudaveis foram incubados apenas uma hora antes do
procedimento. De uma forma geral, ndo houve efeito da preparacao de
exossomos sobre o vaso isolado, nem em termos de contratilidade mediada por

norepinefrina nem de relaxamento vascular mediado por acetilcolina,
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considerando-se tanto exossomos de pacientes sépticos (pré ou imediatamente

incubados) quanto exossomos de controles saudaveis (Figs. 19 e 20).

Tenséo (g)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18  max
Tempo (min)

- o - Sépticos pré ---e-- Sépticos agudo --o---controle —a— saudavel

Fig. 19. Efeito da incubagdo de exossomos sobre a contratilidade vascular
induzida por norepinefrina (107 M) em vasos isolados de ratos. Os valores
representam a tensdo desenvolvida em média £+ EPM de n=6 para exossomos de
pacientes sépticos pré-incubados 1 hora antes (sépticos pré), n=5 para
exossomos de pacientes sépticos incubados de forma aguda (sépticos agudo),
n=4 para exossomos de individuos saudaveis (saudavel) e n=6 para vasos

controle (sem exossomos).
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Fig. 20. Efeito da incubagéo de exossomos sobre o relaxamento vascular induzido
por concentragdes crescentes de acetilcolina em vasos isolados de ratos. Os
valores representam o percentual de relaxamento em média = EPM de n=6 para
exossomos de pacientes sépticos pré-incubados 1 hora antes (sépticos pré), n=5
para exossomos de pacientes sépticos incubados de forma aguda (sépticos
agudo), n=4 para exossomos de individuos saudaveis (saudavel) e n=6 para

vasos controle (sem exossomos).
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5.3.6. Quantificacao de 6xidos de nitrogénio em tecido miocardico

A producao de nitrato pelo miocardio apds exposicdo a exossomos de
pacientes sépticos por 45 minutos é significantemente maior do que a geracao de
nitrato associada a incubacdo com exossomos provenientes de voluntarios
saudaveis, indicando assim que os exossomos de pacientes sépticos induzem um

aumento da geragédo de NO pelo miocardio (Fig. 21).

septicos controles

Fig. 21. Quantificacdo de nitrato miocardico apds incubagdo com exossomos de
pacientes sépticos e controles saudaveis. Os valores representam a média = EPM

de n=4 experimentos para exossomos de pacientes sépticos e individuos controle.
*p=0,019 vs sépticos (teste t).

Em relacdo a quantificagdo de nitrito, em trés das quatro amostras de

miocardio incubado com exossomos de controles saudaveis, a concentracao ficou
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abaixo do limite de deteccdo do método (0,05uM), o que impossibilitou a
realizacdo de analise estatistica. Na Unica amostra acima do limite de deteccao, a
concentracdo de nitrito foi de 17 uM/mg, ao passo que todas as amostras de
miocardio incubadas com exossomos de pacientes sépticos geraram quantidades

de nitrito acima do limite de detecgdo, com média de 25,0+10,2 uM/mg.
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6. Discussao

6.1. Caracterizacao dos exossomos oriundos de pacientes sépticos

Em conjunto com o estudo previamente realizado em nosso laboratério
(JANISZEWSKI et al, 2004), a presente investigacdo permitiu caracterizar
adicionalmente os exossomos de pacientes sépticos quanto ao potencial indutor
de estresse oxidativo. Inicialmente, a analise por microscopia eletrénica indicou a
presenca de numerosas particulas de tamanhos compativeis com os dados
prévios da literatura, que se referiam aos exossomos como possuindo diametro
em torno de 100 nm. Adicionalmente, pudemos observar em nossa preparacao
uma pequena quantidade de particulas de tamanho acima da descricdo habitual
de exossomos (em torno de 150 nm). Tais microparticulas poderiam ser derivadas
de membrana e ter composicado e caracteristicas diferentes dos exossomos. De
todo modo, experimentos com espalhamento de luz laser com exossomos obtidos
de forma exatamente igual a este estudo demonstraram que a grande maioria das
particulas tem diametro entre 82 e 112 nm, o que permite afirmar que o “pellet”
obtido nestes experimentos € rico em exossomos e que a presenca de
microparticulas é provavelmente insignificante, considerando que a caracterizacao
previamente realizada nao identificou nenhuma das caracteristicas de

microparticulas em nossas amostras (JANISZEWSKI et al, 2004).
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Nossos dados indicaram que exossomos de pacientes sépticos apresentam
varias proteinas de pesos moleculares diferentes, variando entre 20 e 220 KDa.
Da mesma forma, a analise de exossomos provenientes de células dendriticas
identificou bandas protéicas entre 17 KDa e 200 KDa (THERY et al, 1999),
demonstrando assim que 0S exossomos apresentam proteinas de pesos
moleculares diversos e com uma distribuicdo similar nos diferentes tipos celulares
a partir dos quais sao produzidos.

Os experimentos de Western blotting evidenciaram, em amostras de
exossomos de pacientes sépticos, a presenca de uma banda de cerca de 55KDa
que pode corresponder a PDI. A PDI é uma chaperona presente no RE liso de
diversos tipos celulares e na membrana plasmatica de células musculares lisas
vasculares e células endoteliais (JANISZWESKI et al, 2003). Enquanto no RE esta
enzima esta associada ao dobramento de proteinas produzidas localmente, em
células endoteliais a PDI ja foi descrita como sendo um fator protetor na vigéncia
de hipoxia celular (SULLIVAN et al, 2003). Um estudo prévio de nosso laboratorio
demonstrou a correlacdo funcional e a co-localizacao celular entre a PDI e a
NAD(P)H oxidase vascular, caracterizando entdo a isomerase como uma enzima
reguladora da atividade NAD(P)H oxidase vascular (JANISZEWSKI et al, 2003).

Nos exossomos derivados de individuos sépticos, a presenca de PDI e dos
componentes da NAD(P)H oxidase p22°"* e gp91P"* demonstrados no estudo
anterior, sugere que as duas enzimas podem estar em associagdo funcional na
membrana. Desta forma, a PDI pode interagir de algum modo com o efeito pré-
apoptotico em células endoteliais e musculares lisas mediado pela NAD(P)H

oxidase, o qual é bloqueado por inibidores da oxidase como DPI, bem como por
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sequestradores de radical superdxido como SOD (JANISZEWSKI et al, 2004). De
todo modo, a disfungéo cardiovascular demonstrada neste estudo nao parece ser
mediada pela NAD(P)H oxidase nem pela PDI, visto que os inibidores dessas
enzimas foram incapazes de reduzir o efeito depressor da contratilidade nas
preparacdes de coracao isolado de coelhos.

Em plaquetas, a PDI esta presente em quantidades significantes. Este dado
torna-se de interesse muito maior quando se sabe que estes fragmentos celulares
nao dispéem de RE, de tal maneira que a PDI plaquetaria esta provavelmente
associada a fungdes diferentes da enzima presente no RE (CHEN et al, 1995). De
fato, os estudos em plaquetas identificam a PDI como enzima necessaria para
adesdo plaquetaria pela via das integrinas, mais especificamente via integrina
ouPs (glicoproteina llbllla), pois a PDI catalisa a formacdo de pontes dissulfeto
necessaria para ativacdo desta glicoproteina (LAHAV et al, 2002). Nos
€xossomos, a isomerase poderia também estar envolvida na adesao ao endotélio
visto que, em exossomos de linfocitos B, o mecanismo de adeséo a fibroblastos
estimulados com TNF-a € mediado pelas integrinas B1 e 2 (CLAYTON et al,
2004), das quais, pelo menos a B1 tem seu efeito adesivo em plaquetas mediado
pela PDI (LAHAV et al, 2000).

Em amostras de exossomos de pacientes sépticos, nao identificamos a
presenca de nenhuma das enzimas responsaveis pela producdo de NO, bem
como sbé conseguimos identificar a presenca de nitrato e ndao de nitrito. Este
achado pode refletir eventual contaminacdo com plasma apesar do cuidadoso

procedimento de separag¢do ou uma possivel difusdo do nitrato para o interior do
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exossomo durante sua circulacdo no plasma. De todo modo, se 0 mecanismo do
déficit inotrépico causado pelos exossomos tiver relagdo com NO, como o
aumento no conteldo de nitrato no miocardio sugere, provavelmente sua
producao deve ocorrer na célula alvo, uma vez que 0s exossomos aparentemente
nao possuem os complexos enzimaticos capazes de produzir esta espécie reativa.

A auséncia de glutationa e SOD nas amostras de exossomos, bem como a
presenca de urato corroboram e ampliam o conceito de que essas particulas
exercem certas funcbes especializadas ligadas a sinalizacao celular a distancia
por mecanismos redox. Um dado interessante é que os elementos redox-ativos
nos exossomos parecem ser especificos, j& que o seu recrutamento para o
€X0SS0mo nao parece ocorrer como uma amostra ao acaso do conteudo celular e
sim como uma selec¢ao dirigida.

A presenca de urato em amostras de exossomos pode indicar que essas
particulas exibem atividade xantina-oxidase, a qual por sua vez poderia estar
associada, além da NAD(P)H oxidase, a producao de EROs. Contudo, pelo menos
em termos de inducdo de apoptose em células vasculares, o mecanismo parece
nao ser mediado por xantina-oxidase, visto que o bloqueio com oxipurinol ndo
reduziu a producgao de superoxido e os indices de apoptose (JANISZEWSKI et al,
2004). Entretanto, uma vez que plaquetas ativadas por trombina exibem atividade
aumentada de xantina-oxidase (WACHOWICZ et al, 2002), uma condigcédo
altamente ativadora plaquetaria como a sepse poderia associar-se a liberacao de
exossomos contendo xantina-oxidase e a inducdo de estresse oxidativo a

distancia.
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6.2. Disfuncao cardiovascular induzida pelos exossomos

Este estudo demonstrou, pela primeira vez, que exossomos oriundos de
plaquetas de pacientes sépticos induzem depressao contratil em preparacoes de
coracdo isolado de coelhos e musculos papilares de ratos. O efeito dos
exossomos € potencializado pela administracdo prévia de endotoxina e a
presenca de bloqueadores de EROs nao inibe o efeito da particula. O aumento
dos metabodlitos de NO no miocardio apds incubacdo com exossomos de
pacientes sépticos pode indicar um papel desse radical no mecanismo da
disfuncao.

De acordo com os dados obtidos, a incubacdo com exossomos de
pacientes sépticos induziu em poucos minutos um efeito depressor agudo na
contratilidade cardiaca. Essa reducao, particularmente no que diz respeito a
derivada positiva da pressao ventricular, foi menor do que a observada na
literatura em trabalhos onde sdo administrados LPS ou citocinas, nos quais a
reducdo da contratiidade é de 50% ou mais (FERDINANDY et al, 2000,
KHADOUR et al, 2002). Contudo, é importante salientar ainda que muitos desses
estudos utilizam injecdes in vivo, ou seja, submetem o coragdo a todo o estresse
gerado pela liberagdo de mediadores no animal, ao passo que nosso estudo
procurou apenas utilizar modelos ex vivo, onde nao ha influéncia neuro-humoral
sobre os 6rgaos testados.

Em nossos experimentos de coragdo isolado, o efeito depressor dos

exossomos sobre a derivada negativa da pressao ventricular foi maior do que
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sobre a derivada positiva. A derivada negativa indica o periodo de relaxamento
ventricular (OPIE, 1997), o que evidencia que 0s exossomos tém, em coracao
isolado, um efeito mais importante sobre o relaxamento do que sobre a
contratilidade ventricular. Considerando-se que o periodo de relaxamento
ventricular caracteriza-se pela entrada de calcio no reticulo sarcoplasmatico apés
a contracao (OPIE, 1997), é possivel que esse efeito seja mediado pela inibicao
do retorno do célcio ao reticulo. Um fenémeno semelhante ja foi descrito na
endotoxemia em coelhos, onde ocorre retardo do retorno de célcio na diastole
(TAKEUCHI et al, 1999).

Por outro lado, é sabido que, em coracao isolado, o efeito de qualquer
agente sobre a contratilidade cardiaca depende de fatores como a freqiéncia
cardiaca, a pré e pos-carga e o fluxo sanguineo coronariano (SUTHERLAND &
HEARSE, 2000). Desta forma, o efeito dos exossomos poderia ser mediado por
mecanismos diferentes de inibicdo pura da contratilidade. Por essa razao,
optamos por realizar também experimentos onde o inotropismo cardiaco pudesse
ser avaliado de forma mais direta, sem participagcdo do fluxo coronariano e da
frequéncia cardiaca. Assim, foram realizados experimentos com musculos
papilares, onde identificamos um efeito depressor direto do exossomo sobre a
contratilidade cardiaca (tensdo desenvolvida e sua derivada temporal positiva).
Nessa preparagao, a tensdo desenvolvida depende da intensidade (+dT/dt) e da
duracao (TPT) do estado ativo (HENDERSON et al, 1969). A incubagdo com
exossomos de pacientes sépticos inibiu diretamente a intensidade da contracao da
fibra cardiaca, por seu efeito direto na derivada positiva, e n&o interferiu no

intervalo de contracdo (TPT). Esses dados confirmam os resultados obtidos com a
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dp/dt positiva no coracdo isolado. Entretanto, nos musculos papilares nao foi
observado o efeito de redugdo do relaxamento ventricular demonstrado no
coracao isolado. Os exossomos nao alteraram a derivada negativa de tensao
desenvolvida e, ao contrario do esperado, reduziram significantemente o TR50 em
ambos o0s grupos testados, o que indica que houve redugdo do tempo de
relaxamento ventricular. Tal disparidade pode dever-se a diferengcas na
preparagao experimental, variabilidade inter-espécies ou mesmo a outros fatores
que possam interferir no relaxamento ventricular no coragao isolado.

Em animais previamente tornados endotoxémicos, o efeito da infusdo de
exossomos €& bem mais significativo. A reducdo da contratilidade nesses
experimentos chegou proximo aos 40% em relacdo ao periodo pré-exossomo,
valores esses que se aproximam dos observados em estudos com LPS e
citocinas. E importante salientar ainda que esses animais apresentavam, por si so,
um valor de dp/dt basal em torno de 60-70% de um animal normal, 0 que sugere
qgue os efeitos dos exossomos somam-se aos induzidos pela endotoxemia per se
na reducdo da contratilidade. Um estudo publicado recentemente pode ajudar a
explicar essa amplificagao do efeito (CLAYTON et al, 2004). Exossomos derivados
de linfécitos-B foram avaliados em termos de adesao a fibroblastos em repouso ou
ativados por TNF-a. Fibroblastos em repouso tinham muito menor capacidade de
induzirem adesado dos exossomos, ao passo que as células ativadas expressavam
maiores quantidades de moléculas de adesao (integrinas) e proporcionavam uma
adesao em maior quantidade e mais forte dos exossomos (CLAYTON et al, 2004).

O que observamos nos animais endotoxémicos pode ser um efeito semelhante,
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pois o LPS pode ter induzido um aumento da expressao de moléculas de adeséo
tipo integrinas nas células endoteliais, com conseqiiente potencializagcdo da
adesdo e dos efeitos dos exossomos. No estudo de CLAYTON et al (2004), a
adesao dos exossomos a membrana plasmatica dos fibroblastos foi tdo firme que
a tentativa de retirada das particulas com micropipetas freqlientemente resultava
em ruptura da membrana celular.

Os experimentos com inibidores visavam identificar possiveis mecanismos
associados a disfuncdo miocardica. Embora o uso dos diversos blogueadores
testados nao tenha permitido estabelecer-se a via da disfungdo, esses
experimentos foram importantes para excluirem varios mecanismos
potencialmente envolvidos. Os experimentos com apocinina, nos quais houve uma
maior reducao da contratilidade comparada aos experimentos sem bloqueador, ou
seja, houve uma potencializacdo do efeito pela droga, nos chamaram a atencao
para a possibilidade de ser o NO o composto associado a disfungdo miocardica.
Tal dado poderia ser explicado pelo efeito da apocinina sobre a NAD(P)H oxidase
no qual, ao reduzir a produgdo de superoxido, permitiia o aumento da
biodisponibilidade do NO e conseqgientemente seus efeitos negativos no
inotropismo. Embora a ineficacia do LNMMA n&o corrobore essa afirmacao, esses
experimentos podem ter sido prejudicados por um efeito direto do LNMMA sobre o
coracéo isolado, mesmo antes da infusdo de exossomos. Este efeito ja foi descrito
previamente em estudos nos quais inibidores inespecificos da NOS como LNMMA
e mesmo bloqueadores da guanilato-ciclase soluvel como ODQ (1H-
[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalina-1) induziram reducdo da contratilidade em

coracées isolados, provavelmente por vasoconstricdo coronariana (TATSUMI et al,



Exossomos e disfungfio miocardica 100

2004). Assim, os resultados obtidos com LNMMA nado permitem afastar
definitivamente o NO como mediador da disfuncdo contratil induzida pelos
€X0SSOmos.

As propriedades do NO indicam que este radical € um bom candidato a
mediador da disfuncdo miocardica por exossomos. Forgcosamente, a reducao
contratil precoce, se mediada por NO, deve sé-lo por ativagdo da NOS Ill, visto
que o intervalo entre a incubagdo com exossomos até o inicio da disfuncao é
muito curto para haver ativacao da NOS Il. O mecanismo associado a ativacao da
NOS Il é dependente de aumento nas concentragbes intracelulares de calcio.
Dados da literatura demonstram que, em fibroblastos, a adesdo de exossomos de
linfécitos B mediada por integrinas é capaz de induzir aumentos rapidos na
concentracao celular de célcio (CLAYTON et al, 2004). Se esse fenbmeno ocorrer
também em exossomos derivados de plaquetas, tal efeito pode ser responsavel
pela ativacao da NOS Il e conseqtiente producao de NO.

O aumento na producdo dos metabodlitos de NO no miocéardio apds
incubagcdo de coracdes isolados com exossomos de pacientes sépticos € outro
resultado que sugere a participacdo do 6xido nitrico na disfuncdo. Dados
semelhantes ja foram obtidos em outros estudos (KHADOUR et al, 2002), contudo
na maior parte das vezes esse aumento foi relacionado a atividade da NOS I,
visto que o intervalo de tempo estudado era bem mais prolongado. Um efeito dos
exossomos sobre a atividade da NOS |l poderia justificar a potencializacdo dos

efeitos depressores obtida nos coracées isolados previamente expostos a LPS.
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6.3. Limitacoes do Estudo

Algumas limitacbes devem ser consideradas na interpretacdo de nossos
resultados. Primeiramente, apesar de termos utilizado concentracdes fisioldgicas
de exossomos e termos mensurado a quantidade de proteinas presente em cada
amostra, nao foi efetivamente quantificado o nimero de exossomos presentes no
plasma dos pacientes sépticos e dos controles. Tal processo envolveria a
validacdo da metodologia com “cell sorter”, ndo disponivel no momento em nosso
laboratério. Entretanto, o uso de concentragdes proximas as plasmaticas de
€ex0ssomos nos leva a caracterizar o efeito das particulas como mais préximo do
fisiologico. Além disso, tal procedimento efetivamente leva em conta que, em
condicoes como sepse, o efeito das particulas recai ndo sé no efeito inerente a
cada exossomo, mas também na quantidade de particulas circulantes, a qual esta
aumentada na sepse, conforme demonstramos indiretamente nesse estudo pela
quantificacao de proteinas.

O fluxo coronariano nao foi avaliado neste estudo, em razao de dificuldades
técnicas na preparacao de coracéo isolado. Tal dado seria importante para avaliar
o efeito direto da particula sobre a circulacdo coronaria. Entretanto, os
experimentos com musculo papilar isolado sdo compativeis com um efeito direto
dos exossomos no cardiomiécito. Da mesma forma, a auséncia de efeito dos
exossomos sobre a reatividade vascular em vasos isolados é um dado a mais
para refutar um possivel efeito dos exossomos na circulagéo coronariana.

Outro problema potencial é a possivel contaminacdo da amostra com

proteinas plasmaticas tais como citocinas e, consequientemente, o seu efeito no



Exossomos e disfungfio miocardica 102

inotropismo cardiaco. Entretanto, apesar de certa contaminacado por plasma na
separacao, é extremamente improvavel que isto tenha algum efeito biol6gico. A
ultracentrifugacao é geralmente incapaz de precipitar proteinas solUveis no plasma
e o “pellet”, apds isolamento, é varias vezes submetido a lavagens com tampao, o
que por si sO ja minimiza a contaminacgao. Além disso, a metodologia utilizada leva
a uma diluicado final da amostra acima de 100 vezes, o que torna ainda mais
improvavel o efeito biolégico de qualquer proteina presente em suspensao no

plasma.
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7. Conclusoes

Em resumo, este estudo demonstrou que exossomos sdo particulas
presentes no plasma de pacientes sépticos com caracteristicas redox especificas
e capazes de induzir disfuncdo miocardica em coracdes isolados e preparacoes
de musculo papilar. Esse efeito pode ser mediado, pelo menos em parte, pela
liberacao de NO.

A disfuncdo miocardica da sepse, apesar de ser um fenbmeno ha muito
conhecido, tem seu mecanismo ainda ndo completamente elucidado. A lista de
possiveis mediadores implicados no fenbmeno é longa, e a ela somam-se novos
mecanismos propostos todos os anos. Este estudo, ao identificar mais um fator
que pode relacionar-se a disfuncdo miocardica da sepse, espera ajudar a clarificar
as vias pelas quais ocorre a disfungdo e assim contribuir para o esclarecimento

dos mecanismos relacionados a doenca.
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9. Anexos



