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RESUMO

Silvestre ACS. Efeito da tolerancia ao Lipopolissacarideo (LPS) no desacoplamento
mitocondrial da sepse. [Dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Séo
Paulo; 2022.

A sepse apresenta disfungdes organicas decorrentes de resposta inflamatoria desregulada que
altera as funcdes celulares. Esse dano celular ocorre com alteracfes significativas nas vias
metabdlicas e na funcdo celular. Proteinas desacopladoras (UCPs) estdo localizadas na
membrana mitocondrial interna, cumprindo fungdes dentre as quais estdo: producéo de calor,
regulacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio pela mitocdndria. A respiracdo
mitocondrial resulta na extrus@o dos prétons (H+) para fora das mitocéndrias e para dentro do
espaco intermembrana, estabelecendo o potencial da membrana mitocondrial. UCPs bombeiam
prétons do espaco intermembrana para a matriz mitocondrial e, assim, dissipam o gradiente de
prétons, reduzem a producdo de ATP e diminuem a produgdo de superéxido. Por isso, as UCPs
desempenham funcBes importantes na regulacdo redox, nos processos mitocondriais e
metabdlicos. O presente estudo tem por objetivo avaliar os efeitos da tolerancia ao LPS no
desacoplamento mitocondrial em modelo experimental de sepse, além de avaliar o dano
mitocondrial através da quantidade de mitocéndrias presente no tecido hepatico e estudar o
consumo de oxigénio em mitocdndrias isoladas de tecido hepético. Foram utilizados
camundongos da linhagem Balb/c, machos, de 7 semanas de idade, que foram submetidos ao
estimulo de sepse através da técnica de ligadura cecal e puncao (cecal ligation and puncture-
CLP) e inducdo de tolerancia ao lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli. Os animais foram
eutanasiados 24 horas ap6s CLP e foi realizada a coleta do material. Os resultados encontrados
no presente estudo revelaram elevagdo dos niveis de UCP-1 em ambos 0s grupos que passaram
pelo procedimento de CLP e a tolerancia ndo modificou a resposta dos animais. Por outro lado,
foi observada reducdo dos niveis de UCP-2 e UCP-3 tanto em figado quanto em coracgdo dos
animais submetidos a CLP, quando comparados aos grupos Controle e Tolerante, sem
influéncia da tolerancia também nessas UCPs. A quantificacdo de DNA mitocondrial revelou
gue ndo houve diferenca estatistica comparando os grupos em analise. Os dados revelaram
reducdo do consumo de oxigénio do grupo CLP no estado 2 quando comparado aos grupos
Controle e Tolerante, assim como reducdo do consumo de oxigénio do grupo CLPT no Estado
2 quando comparados ao grupo Tolerante, indicando um déficit do metabolismo oxidativo nos
animais sépticos. Estudos futuros com outros periodos poderdo elucidar o ciclo de metabolismo
de UCPs na tolerancia e na sepse.

Palavras-chave: Sepse, Desacoplamento, Tolerancia imunolégica, Proteinas desacopladoras,
Mitocondria hepatica, Endotoxinas.



ABSTRACT

Silvestre ACS. Effect of Lipopolysaccharide (LPS) tolerance on mitochondrial uncoupling of
sepsis. [Thesis Monograph]. Sdo Paulo: School of Medicine, Universidade de S&o Paulo; 2022.

Sepsis has organic dysfunctions due to a dysregulated inflammatory response that alters cellular
functions. This cell damage occurs with significant changes to metabolic pathways and to
cellular function. Uncoupling proteins (UCPs) are located in the inner mitochondrial
membrane, playing roles that include heat production and regulation of the production of
reactive oxygen species by mitochondria. Mitochondrial respiration results in proton extrusion
(H+) outside the mitochondria and inside the intermembrane space, establishing the
mitochondrial membrane potential. UCPs pump protons from the intermembrane space to the
mitochondrial matrix and, thus, dissipate the proton gradient, reduce ATP production, and
decrease superoxide production. Hence, UCPs play important roles in redox regulation and in
mitochondrial and metabolic processes. This study has the purpose of evaluating the effects of
LPS tolerance in mitochondrial uncoupling in an experimental model of sepsis, in addition to
evaluating mitochondrial damage through the amount of mitochondria present in liver tissue
and investigating oxygen consumption in mitochondria isolated from the liver tissue. Male, 7-
week-old, Balb/c mice were used, which underwent sepsis stimulation through cecal ligation
and puncture (CLP) technique and induction of Escherichia coli lipopolysaccharide (LPS)
tolerance. The animals were euthanized 24 hours after CLP procedure and the material was
collected. The results found in this study show increased levels of UCP-1 in both groups
undergoing CLP procedure, and tolerance did not change animal response. On the other hand,
a reduction was seen in UCP-2 and UCP-3 levels both in the liver and in the heart of animals
undergoing CLP procedure when compared to Control and Tolerant groups, also with no
influence of tolerance on these UCPs. The quantification of mitochondrial DNA showed that
there were no statistical differences when comparing the groups under analysis. Data showed a
reduction in oxygen consumption in CLP group in State 2 when compared to Control and
Tolerant groups, as well as a reduction in oxygen consumption in CLPT group in State 2 when
compared to the Tolerant group, showing a deficit in oxidative metabolism in septic animals.
Future studies with other periods may elucidate the metabolism cycle of UCPs in tolerance and
in sepsis.

Keywords: Sepsis, Uncoupling, Immune tolerance, Uncoupling proteins, Liver mitochondria,
Endotoxins.
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1 INTRODUCAO

A sepse ¢ definida pela disfuncdo organica secundaria a uma resposta desregulada do
organismo a infeccdo. Define-se choque séptico como o subgrupo dos pacientes com sepse que
apresentam importantes anormalidades celulares, circulatorias e metabodlicas, associadas com
maior risco de morte. Os critérios diagnosticos de choque séptico incluem sepse com hipotenséao
sem resposta a fluidos e necessidade de vasopressor para manter pressdo arterial média acima
de 65 mmHg apds a adequada infusdo de fluidos, associada a nivel sérico de lactato acima de 2
mmol/L (Shankar-Hari et al., 2016; Singer et al., 2016).

Uma alteracdo nas novas definigdes é a eliminagdo da mencéo de SIRS (Sindrome da
Resposta Inflamatdria Sistémica) no atual consenso. Os critérios da SIRS incluem taquicardia,
taquipnéia, hipertermia ou hipotermia e anormalidades na contagem de leucdécitos. Estudos
demostraram que a presenca de SIRS é praticamente onipresente em pacientes hospitalizados e
ocorre em condi¢des benignas, relacionadas ou ndo a infeccdo e, portanto, ndo € adequadamente

especifica para o diagnostico de sepse (Abraham, 2016).

O hospedeiro reconhece substancias do agente etioldgico, especialmente os chamados
padrGes moleculares relacionados aos patégenos (PMRP), estruturas moleculares expressas por
grupos de patégenos, que sdo identificados pelos receptores de reconhecimento de padrdo
(PRR), que sdo expressos por células do sistema imune inato (Flohé et al., 2006). As
endotoxinas de bactérias gram-negativas, formadas principalmente por lipopolissacarideos
(LPS), estdo entre os mais estudados PMRP. Estas moléculas sdo transferidas aos receptores
CD14 e Toll-like 4, existentes na superficie de mondcitos, macréfagos, células dendriticas e
neutrofilos, por uma proteina plasmatica ligadora de LPS denominada LPS-binding protein
(LBP). Nas infeccBes por bactérias gram-positivas, o0 TLR2, outra proteina Toll-like, é
responsavel pela sinalizacdo da presenca dos proteoglicanos destas bactérias. Apos a fase de
reconhecimento, ocorrem eventos de ativacao celular e producgéo de citocinas, resultando em
Sindrome da Resposta Inflamatoria Sistémica (Hubacek et al., 2001; Medzhitov, 2001). A
deflagracéo da resposta inflamatdria local ou sistémica pode, quando excessiva, levar a danos
celulares, como quebra do DNA, estresse do reticulo endoplasmatico e alteracbes da fungéo

mitocondrial.

O dano ultraestrutural as mitocondrias e a inibicdo da respiracdo mitocondrial apés a

sepse em modelos de roedores foram relatados pela primeira vez em 1971. O comprometimento
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da fosforilagdo oxidativa e a deplecdo de ATP foram observados em modelos animais. A
disfuncdo mitocondrial no figado e no musculo esquelético pode representar um evento celular

precoce no desenvolvimento de faléncia organica (Dare et al., 2009).

Proteinas desacopladoras (UCPSs) situadas ha membrana mitocondrial interna podem
promover o vazamento de protons na membrana mitocondrial interna. Tratam-se de reguladores
essenciais do potencial da membrana mitocondrial, que é capaz de dispersar o gradiente de
prétons mitocondriais ao translocar H+ na membrana interna e, por fim, influenciar a geracéo
de ATP. Fisiologicamente, o desacoplamento é capaz de reduzir a producdo de ROS

mitocondrial e aumentar a geracgdo de calor (Pan; Wang; Liu D, 2018).

Até o momento, cinco diferentes proteinas de desacoplamento foram identificadas, a
saber UCP-1, UCP-2, UCP-3, UCP-4 e UCP-5/ BMCP1, com diferentes distribuicGes de

tecidos e diferentes papéis (Erlanson-Albertsson, 2003).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Sepse

A sepse é uma importante causa de morbidade, mortalidade e utilizago de recursos de
salde em todo o mundo. Estima-se que anualmente no mundo 30 milhdes de pessoas
desenvolvam sepse, 19 milhdes desenvolvam choque séptico e 6 milhGes evoluam ao 6bito
(Peters et al., 2018).

Globalmente, estima-se que ocorram 22 casos de sepse infantil por 100.000 pessoas
por ano e 2.202 casos de sepse neonatal por 100.000 nascidos vivos, o que representa 1,2 milhdo
de casos de sepse infantil ao ano. Mais de 4% de todos 0s pacientes hospitalizados com menos
de 18 anos de idade e 8% dos pacientes internados na unidade de terapia intensiva pediatrica
em paises de alta renda apresentam sepse. A mortalidade para criangas com sepse varia de 4%
até 50%, dependendo de fatores de risco, da gravidade da doenca e da localizacdo geografica.
A maioria das mortes de criancas em decorréncia de sepse se da devido ao choque refratario
e/ou sindrome da disfuncdo de multiplos 6rgdos, sendo que a maior parte de Obitos ocorre

durante as primeiras 48 a 72 horas de tratamento (Weiss et al., 2020).

Em um estudo de pacientes com sepse tratados em UTIs no Brasil, publicado em 2017
(Machado et al., 2017), foram constatadas taxas elevadas de incidéncia, prevaléncia e
mortalidade de sepse, que resultaram em uma estimativa de mais de 200.000 mortes ao ano de
pacientes adultos com sepse ao ano no Brasil. Observou-se também variabilidade substancial
na disponibilidade de recursos basicos para o tratamento de sepse e uma quantidade menor de
recursos disponiveis foi associada a resultados piores. Uma possivel explicacdo para essa
prevaléncia elevada é a auséncia de unidades de tratamento intermediario na maioria dos
hospitais brasileiros, o que poderia ter contribuido para uma permanéncia maior na UTI e,
consequentemente, a uma prevaléncia mais elevada de sepse. Foi possivel demonstrar que nao
ha diferenca na mortalidade de pacientes com sepse entre UTIs privadas e publicas. Embora a
maioria das institui¢cGes de satde brasileiras esteja no sistema privado, a qualidade dos cuidados
e a aderéncia as diretrizes em instituicOes brasileiras privadas podem variar. Esse achado esta
em contraste com estudos anteriores, que sugeriram altas taxas de mortalidade em UTIs

publicas brasileiras em uma amostra conveniente de institui¢cdes, o que provavelmente levou a
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um viés de selecdo. Esse resultado também estd em contraste com os resultados da rede do
Instituto Latino-americano de Sepse, nos quais somente institui¢cGes privadas apresentaram uma

reducdo prolongada na mortalidade por sepse ao longo dos anos (Machado et al., 2017).

O tratamento precoce pode reduzir a morbidade e a mortalidade relacionadas a sepse,
porém isso exige o reconhecimento imediato por parte da equipe. Os estudos que avaliaram a
capacidade dos profissionais de salde em reconhecer pacientes com sepse sugeriram que 0
conhecimento dos conceitos da sepse é limitado, com taxas baixas de respostas corretas. Foi
realizado um estudo multicéntrico e internacional com 1058 médicos de diversas
especialidades, em que apenas 22,0% dos intensivistas e 5,0% dos médicos de outras
especialidades foram capazes de definir a sepse corretamente (p < 0,0001) (Assuncéo et al.,
2010).

Em 2016, novos critérios foram publicados (Sepse-3), definindo a sepse como uma
disfuncdo orgéanica de ameaca a vida causada por uma resposta desregulada do hospedeiro a
uma infeccdo. Definiu-se choque séptico como o subconjunto de sepse com infeccdo grave que
causa disfuncdo celular/metabdlica e cardiovascular (incluindo hipotensdo, necessidade de
tratamento com uma medicacao vasoativa ou comprometimento da perfusdo) associada a um
risco mais elevado de mortalidade. O termo “sepse grave” foi substituido por essa nova

definicdo de sepse (Wiersinga; Seymour, 2018; Weiss et al., 2020).

A nova definicdo de sepse real¢a a resposta ndo homeostatica do hospedeiro a infeccéo,
a possivel letalidade de uma infeccdo e a necessidade de reconhecimento rapido, devido ao fato
de que mesmo um grau discreto de disfuncdo organica, quando had uma primeira suspeita de
infeccdo, esta associada a uma mortalidade hospitalar de mais de 10%. A sepse pode ser
amplificada por fatores enddgenos, envolvendo a ativacdo precoce de respostas pro-
inflamatdrias e anti-inflamatorias, juntamente com modificacdes importantes nas vias nao
imunoldgicas, como neuronal, hormonal, bioenergética, metabdlica, cardiovascular e

coagulacao (Singer et al., 2016).

Um paradigma central na disfuncdo organica € o conceito de hipoxia tecidual. Foi
proposto que a utilizagdo de oxigénio em células comprometidas, denominada “hipdxia
citopatica”, pode exercer uma fun¢do mais importante no desenvolvimento da Sindrome da
Disfuncdo de Mdaltiplos Orgdos (SDMO). A principal questdo é que, embora a terapia de
oxigénio possa fornecer oxigenacéo adequada de hemoglobina, o oxigénio pode nédo ser capaz

de ser utilizado pela mitocondria. Como as mitocondrias sdo as principais consumidoras de
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oxigénio celular, uma atengdo comecou a ser dada a disfungdo mitocondrial no estabelecimento

da hipoxia citopatica na SDMO relacionada a sepse (Dare et al., 2009).

As células endoteliais estdo entre as primeiras células a entrar em contato com
moléculas de agentes infecciosos circulantes. Essas células apresentam mecanismos de
reconhecimento de padrbes estruturais de patdgenos que, ao serem deflagrados, iniciam a
expressdo de mediadores inflamatorios, gerando uma resposta celular que promove protecao
contra infeccdo. Entretanto, reacbes exacerbadas de hiperatividade celular podem gerar lesédo
tecidual. Na sepse, esse equilibrio € rompido, ocorrendo modifica¢bes na producéo relativa de
diferentes mediadores, resultando em um desequilibrio anti-inflamatorio e pré-inflamatorio.
Uma das moléculas mais importantes para o desencadeamento da cascata da sepse sdo as
endotoxinas, lipopolissacarideos (LPS) da parede de bactérias Gram-negativas, que sdo
liberadas em grande quantidade no sangue apos a lise bacteriana por antibioticos. O LPS se liga
a proteinas de fase aguda produzidas pelo figado conhecidas como LPB. O complexo LPS-LPB
exerce seu papel bioldgico por meio do CD14, que é expresso em macréfagos e mondcitos.
Outras vias de reconhecimento de LPS pelo endotélio envolvem o complexo CD11/CD18. A
sinalizacdo induzida por componentes da bactéria se da via receptores Toll-like (TLRs), que sdo
capazes de reconhecer diferentes componentes bacterianos (De Backer et al., 2002; Henneke;
Golenbock, 2002).

2.1.1 Patogénese da Sepse

Antes da virada do século, a patogénese da sepse era considerada direcionada por uma
resposta inflamatéria abundante ap6s a invasdo de um patégeno. O consenso atual reconhece a
ocorréncia de duas reacfes opostas de hospedeiros a infeccdo grave, com caracteristicas pro-
inflamatorias e anti-inflamatorias. A resposta imune desregulada a infeccéo estd associada a
uma falha no retorno a homeostase, resultando na sepse. O sistema de defesa do hospedeiro é
capaz de reconhecer componentes moleculares de patogenos invasores (PAMPS) com
receptores especializados (PRRs). A estimulagdo de PRRs causa a ativagao de genes alvo que
codificam citocinas pro-inflamatdrias (ativagao leucocitaria) e regulaco negativa concomitante
de mecanismos anticoagulantes. Isso desencadeia um circulo vicioso com progressao para
sepse, devido a liberacdo de moléculas enddgenas por celulas danificadas (DAMPs ou

alarminas), que podem ainda estimular PRRs. A supressdo imune é caracterizada por apoptose
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massiva e, com isso, deplecao de células do sistema imunoldgico, reprogramacgao de mondcitos
e macréfagos para um estado de uma capacidade reduzida de liberacdo de citocinas pro-
inflamatdrias e uma perturbacao do equilibrio nos processos de metabolismo celular (Kawasaki;
Kawai, 2014; Wiersinga; Seymour, 2018).

Os mamiferos possuem diversas classes distintas de PPRs, incluindo receptores tipo
Toll (TLRs), receptores tipo RIG-1 (RLRs), receptores tipo Nod (NLRs), receptores tipo AIM2
(ALRs), receptores de lectina tipo C (CLRs) e sensores intracelulares de DNA, como cGAS.
Dentre esses, os TLRs foram os primeiros a serem identificados. A familia de TLRs consiste
em 10 membros (TLR1-TLR10) em seres humanos e 12 (TLR1-TLR9, TLR11-TLR13) em
camundongos. Os TLRs estdo localizados na superficie celular ou em compartimentos
intracelulares, como endossomo, lisossomo ou endolisossomo; reconhecem PAMPs distintos
ou sobrepostos, como lipidio, lipoproteina, proteina e acido nucleico. Cada TLR é composto
por um ectodominio com repeticdes ricas em leucina (LRRs) que realizam a mediacdo do
reconhecimento de PAMPs, um dominio de transmembrana e um dominio do receptor
citoplasmatico Toll/IL-1 (TIR) que inicia a sinalizacdo descendente. Assim, TLRs interagem
com seus respectivos PAMPs ou DAMPs na forma de homodimero ou heterodimero,
juntamente com um co-receptor ou molécula adicional. Apés o reconhecimento de PAMPs ou
DAMPs, TLRs fazem o recrutamento de proteinas adaptadoras que contém o dominio TIR,
como MyD88 (myeloid differentiation protein 88) e TRIF, que iniciam as vias de transdugéo
de sinal que culminam na ativacdo de NF-«xB, IRFs ou MAP quinases para regular a expressdo
de citocinas, quimiocinas e IFNs tipo | que, por fim, protegem o hospedeiro da infeccdo

microbiana (Kawasaki; Kawai, 2014).

Apos a ligacdo entre PMRP e os receptores Toll-like, ocorre ativagdo de vias celulares
de sinalizacdo, incluindo a participacdo das proteinas intracelulares NOD (nucleotid-binding
oligomerization domain) e MyD88 (myeloid differentiation protein 88). A MyD88 interage com
a enzima IRAK (quinase associada ao receptor de interleucina-1), ativando quinases IkKa e
IKKB, que formam o dimero IKK, que, por sua vez, "desconecta” a proteina IkB (inibidor de
NF-kB) ligada ao fator de transcricdo nuclear NF-kB (fator nuclear kB), responsavel pela
ativacdo de genes para transcri¢do de citocinas. Tal sequéncia, culminando na liberacdo de NF-
kB, determina a secrecdo de citocinas pro-inflamatdrias, tais como interleucinas 1 (I1L-1), 2 (IL-
2), 6 (IL-6), 8 (IL-8), 12 (IL-12), TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) e TNF-p (fator de
necrose tumoral beta), evento crucial no desenvolvimento de sepse (Cohen, 2002; Siqueira-
Batista et al., 2011).
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Pode-se dizer que a sepse é o resultado de interacdes complexas entre o microrganismo
infectante e as respostas imunes, respostas inflamatdrias e de coagulacdo do hospedeiro
(Hotchkiss; Karl, 2003).

A funcdo do sistema imune € detectar e eliminar patdégenos invasores por meio da
diferenciacdo entre antigenos préprios e ndo proprios. O sistema imune pode ser dividido em
imunidade inata e adaptativa. O sistema imune inato responde por meio de receptores de
reconhecimento do padrdo, como os receptores toll-like (TLRs) que interagem com moléculas
altamente preservadas presentes nos microrganismos. Os TLRs pertencem a uma familia de
receptores de reconhecimento de padrdes (PRRS) que reconhecem partes preservadas de
componentes microbianos (PAMPs - padrdes moleculares associados a patdgenos). O TLR-2
reconhece um peptideoglicano de bactérias gram positivas, enquanto o TLR-4 reconhece um
lipopolissacarideo de bactérias gram negativas (Figura 1). A ligacdo de TLRs a epitopos em
microrganismos estimula a sinalizagdo intracelular, aumentando a transcricdo de moléculas pré-
inflamatorias, como o fator de necrose tumoral o (TNF-a) e a interleucina-1p, bem como
citocinas anti-inflamatorias, como a interleucina 10. As citocinas pro-inflamatérias fazem
regulacao positiva nas moléculas de adesdo em neutrofilos e células endoteliais. Embora os
neutrofilos ativados promovam a morte dos microrganismos, eles também danificam o
endotélio ao liberar mediadores que aumentam a permeabilidade vascular. Além disso, células
endoteliais ativadas liberam ¢xido nitrico, que junto com as prostaglandinas, levam a
vasodilatacdo de arteriolas com grande queda da resisténcia vascular periférica e, em algumas
situacOes, podem evoluir para choque séptico (Abbas; Murphy; Sher, 1996; Sandor; Buc, 2005;
Russell, 2006).

Figura 1-Respostas Inflamatdrias a Sepse
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A sepse inicia uma resposta inflamatoria ativa e no esquema acima séo apresentados
componentes desse processo. Bactérias gram-positivas e gram-negativas, virus e fungos
possuem moléculas de parede celular denominadas padrées moleculares associados a
patogenos, que se ligam a receptores de reconhecimento padrbes (receptores tipo Toll). O
lipopolissacarideo de bactérias gram-negativas se liga a proteina de ligacdo a
lipopolissacarideos, o0 complexo CD14. O peptideoglicano de bactérias gram-positivas e o
lipopolissacarideo de bactérias gram-negativas se ligam ao TLR-2 e ao TLR-4,
respectivamente. A ligacdo de TLR-2 e TLR-4 ativa as vias de transducao de sinal intracelular
que levam a ativacdo do fator nuclear citosélico kB (NF-«B). O NF-«kB ativado se move do
citoplasma para o nucleo, se liga a sitios de inicio de transcricdo e aumenta a transcri¢do de
citocinas, como o fator de necrose tumoral a (TNF-a), a interleucina-1p e interleucina-10. O
TNF-0 ¢ a interleucina-1 sdo citocinas pro-inflamatdrias que ativam a resposta imune
adaptativa. A interleucina-10 é uma citocina anti-inflamatoria que inativa macréfagos. A sepse
aumenta a atividade de 6xido nitrico-sintase induzida (iNOS), que aumenta a sintese do 6xido
nitrico (NO), um potente vasodilatador. As citocinas ativam células endoteliais que passam a
apresentar receptores de adesdo, levando a migracdo de neutrofilos, mondcitos, macrofagos e
plaquetas para o sitio infeccioso. Essas celulas efetoras liberam mediadores, como proteases,
oxidantes, prostaglandinas e leucotrienos, os quais danificam direta ou indiretamente as células
endoteliais, levando a um aumento da permeabilidade e alteracdo do equilibrio de pro-

coagulante—anticoagulante.

O primeiro homdlogo de TLR mamifero reconhecido do Toll de Drosophila foi o
TLR4, identificado em 1997 (Medzhitov; Preston-Hurlburt; Janeway, 1997). Assim como 0
Toll da drosofila, TLRs humanos sdo proteinas transmembrana tipo I com um dominio
extracelular de repeticdo rico em leucina (LRR) e um dominio citoplasmatico do receptor tipo
Toll da interleucina 1 (TIR) (Figura 2) (Sandor; Buc, 2005).
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Figura 2-Estrutura de um receptor tipo Toll (TLR). TLRs sdo proteinas
transmembranas tipo | com um dominio de repeticéo rico em leucina (LRR) extracelular e um
citoplasmatico, denominado dominio do receptor Toll-interleucina 1 (TIR), que é homdélogo ao

do receptor da interleucina IL-1.
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Fonte: Producéo do proprio autor, 2022 (Adaptado de Sandor; Buc, 2005).

A funcdo do TLR4 no reconhecimento de LPS foi confirmada pela geracdo de TLR4
em camundongos knockout pelo direcionamento genético, comprovando que o TLR4 ¢é
essencial para o reconhecimento de LPS (Hoshino et al., 1999). E importante observar que
TLR4 ndo detecta LPS diretamente, exigindo a proteina de ligacdo a LPS (LPB), que é uma
proteina de fase aguda presente no plasma e se liga a uma porc¢ao de lipidios A da molécula de
LPS (Tobias et al., 1986). O complexo LBP-LPS interage com CD14, uma molécula ancorada
em GP1 (glicosilfosfatidilinositol) expressa principalmente em membranas celulares de

monacitos, macrofagos e neutrofilos (Sandor; Buc, 2005).

A molécula MD-2 é um requisito para a sinalizacdo de LPS do TLR4. Ela se associa
fisicamente com o dominio extracelular de TLR4 humano e se liga a regido do lipidio A de LPS
sem a necessidade de LBP (Viriyakosol et al., 2000). CD14 intensifica a ligacdo a MD-2, ligado
a TLR4 na superficie celular, que permite a ligacdo do TLR4 a LPS e permite a formacédo de
complexos receptores estaveis. A imunidade adaptativa detecta antigenos proprios e
patogénicos utilizando receptores que sdo expressos na superficie de células B e T. Por meio
do rearranjo de imunoglobulina e do gene receptor de células T, as células B e T produzem
respectivamente mais de dez receptores de antigenos exclusivos (Sandor; Buc, 2005).
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Os microrganismos estimulam respostas imunes adaptativas especificas humorais
mediadas por células que amplificam a imunidade inata. Os linfécitos T sdo modificados na
sepse. Células T helper (CD4+) podem se diferenciar em células helper tipo 1 (Th1) ou células
helper tipo 2 (Th2) sob diferentes estimulos. As células Thl ativadas sdo programadas para
secretar citocinas pré-inflamatérias, como TNF-a, interferon-y e interleucina-1p, enquanto as
células Th2 secretam citocinas anti-inflamatdrias, como interleucina 4 e interleucina 10,
dependendo do organismo infectante, da carga de infeccdo, entre outros fatores (Hotchkiss;
Karl, 2003; Foster; Hargreaves; Medzhitov, 2007).

Na sepse, pode ocorrer ainda alteracdo do equilibrio pr6-coagulante—anticoagulante,
com aumento dos fatores pré-coagulantes e uma reducdo dos fatores anticoagulantes. O
lipopolissacarideo estimula as células endoteliais, fazendo um feedback positivo para o fator
tecidual, ativando a coagulacdo. O fibrinogénio é entdo convertido em fibrina, levando a
formagé&o de trombos microvasculares, amplificando a lesdo. Fatores anticoagulantes, tais como
proteina C, proteina S, antitrombina Il e inibidor da via do fator tecidual, modulam a
coagulacdo. A trombina a se liga a trombomodulina para ativar a proteina C ao se ligar ao
receptor endotelial da proteina C. A proteina C ativada inativa os fatores Va e Vllla e inibe a
sintese do inibidor do ativador de plasminogénio 1. A proteina C ativada diminui a apoptose, a
adesdo de leucdcitos e a producdo de citocinas (Abbas; Murphy; Sher, 1996; Russell, 2006).

A sepse reduz os niveis de proteina C, proteina S, antitrombina Il e inibidor da via do
fator tecidual. O lipossacarideo e 0 TNF-a reduzem a sintese de trombomodulina e do receptor
da proteina C endotelial, comprometendo a ativacdo da proteina C, e aumentam a sintese do
inibidor de ativador de plasminogénio 1, comprometendo assim a fibrinolise (Cavaillon; Adib-
Conquy, 2006).

2.1.2 Tolerancia ao lipopolissacarideo (LPS)

O lipopolissacarideo (LPS) € um indutor potente de inflamacéo, exercendo seus efeitos
por meio do receptor tipo Toll (TRL) 4, que é essencial para o reconhecimento de componentes
da parede celular bacteriana. A inibicdo da sinalizacdo de TRL por reguladores negativos
induziveis, citocinas anti-inflamatorias e alteragdes no complexo de sinalizagdo de TLR foi
atribuida ao fendmeno de “tolerancia a0 LPS”. A tolerancia a endotoxinas € definida como uma

responsividade reduzida a um desafio de LPS ap6s um primeiro encontro com a endotoxina. A
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tolerdncia a LPS envolve a participacdo de macrofagos e mediadores como glicocorticoides,
prostaglandinas, interleucina-10 (IL-10) e o fator de crescimento beta. Estudos da sinalizagéo
celular em leucdcitos de pacientes com sepse revelaram diversas alteracdes semelhantes aquelas
observadas em células tolerantes a endotoxinas. O termo “reprogramagado celular” ¢ util na
descricdo do status imune de leucdcitos circulantes durante o estabelecimento da toleréncia a
endotoxinas. A tolerancia a LPS demonstrou protecdo contra infecgdes bacterianas, sendo um
modelo de uma resposta imune adequada, ao contrario da desregulacdo fatal da funcéo imune
na sepse (Cavaillon; Adib-Conquy, 2006; Foster; Hargreaves; Medzhitov, 2007; Melo et al.,
2010).

Em animais, a toleréncia ao LPS é um mecanismo eficaz de protecéo contra a sepse.
Tal fenbmeno, que aparentemente prepara 0 organismo para uma infeccdo subsequente, foi
originalmente descrito como uma forma de “mortalidade atenuada associada a endotoxinas”,

ndo necessariamente relacionada a producéo de citocinas (West; Heagy, 2002).

A inducdo da tolerancia faz com que um segundo estimulo inflamatério apresente uma
reducao significativa nos niveis plasmaticos de TNF-a, IL-1, IL-6 e MIP-2, mas ndo de IL-10.
Assim, a tolerancia induz uma resposta anti-inflamatdria evidente, uma vez que a producéo de
IL-10 permanece inalterada em animais tolerantes e as citocinas pro-inflamatorias ficam
reduzidas. O modelo de tolerancia ao LPS proporciona um efeito protetor na sepse, uma vez
que é caracterizado por alteragBes no sistema imunoldgico que ajudam o sistema a permanecer

corretamente regulado durante a sepse (Melo et al., 2010).

2.1.3 Mitocondrias

O funcionamento das células depende de fornecimento de energia e as mitocéndrias
cumprem o papel de produzir ATP, que é um estoque quimico de energia. Nas células
eucaridticas, a maior parte do ATP é produzida por organelas conversoras de energia. Existem
dois tipos: as mitocondrias, presentes em quase todas as células de animais, plantas e fungos; e
os cloroplastos, que estéo presentes somente em plantas e algas verdes, aproveitando a energia
solar para produzir ATP pela fotossintese. As principais caracteristicas de mitocdndrias
observadas em micrografias eletrénicas sdo seus sistemas de membranas internas, as quais
contém conjuntos de complexos de proteinas que atuam em grupo para produzir a maior parte
do ATP celular (Alberts, 2015).
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As mitocondrias ocupam de 20%-25% do volume citoplasmatico de uma célula
eucariotica, sdo extremamente dindmicas, movendo-se pela célula, mudando de forma,
dividindo-se e fusionando-se e costumam estar associadas ao citoesqueleto microtubular, o que
determina sua distribuicdo e orientacdo em diferentes tipos celulares: em células altamente
polarizadas como neurdnios, as mitocondrias podem se mover por longas distancias enquanto
em outras células, as mitocondrias permanecem fixas em locais de alta demanda energética; por
exemplo, em células musculares esqueléticas ou cardiacas, elas se acumulam entre miofibrilas.
As mitocondrias interagem com outros sistemas de membranas, sobretudo com o reticulo
endoplasmatico (RE) (Figura 3). Contatos entre mitocondrias e RE definem dominios
especializados que supostamente facilitam a troca de lipideos entre os dois sistemas de

membranas e podem induzir fissdo mitocondrial (Alberts, 2015; Lodish, 2016).

Figura 3-Principais compartimentos intracelulares.
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Fonte: Adaptado Alberts, 2015.

As mitocondrias sdo organelas maéveis e plasticas, que formam uma rede dindmica na
maioria das células, onde sdo constantemente submetidas a fissdo e fusdo. O numero de
mitocondrias em uma célula pode variar amplamente por organismo, tecido e tipo de célula. As
mitocdndrias consistem em uma organizacdo especializada de dupla membrana, essencial para
a geracdo de uma forca préton-motriz e para a producdo de energia. A funcdo primaria das
mitocondrias é a producdo de adenosina trifosfato (ATP), um substrato primario de energia
celular. As mitocéndrias também estdo envolvidas na regulacéo de célcio, geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), desacoplamento e desempenham funcao na apoptose mediada pelo

citocromo ¢ (Jang et al., 2017).
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As mitocondrias séo organelas celulares onde ocorre a respiracdo. As duas membranas
da mitocondria diferem na composicdo e na fungdo. A membrana externa, composta de cerca
de metade de lipidios e metade de proteinas, contém porinas que fazem com que a membrana
seja permeavel a moléculas pequenas. A membrana interna, que € muito menos permeavel,
consiste em cerca de vinte por cento de lipidios e oitenta por cento de proteinas. A membrana
interna transporta substratos de anions, como ADP, ATP, fosfato, oxoglutarato, citrato,
glutamato e malato. A area de superficie da membrana interna é aumentada por grande
quantidade de reentrancias (ou cristas) que se sobressaem para dentro da matriz, ou espaco
central (Figura 4). Em células nédo fotossintéticas, os principais combustiveis para a sintese de
ATP sdo acidos graxos e glicose. Em células eucari6ticas, os estagios iniciais de degradacéao da
glicose ocorrem no citosol, onde 2 moléculas de ATP por molécula de glicose sdo geradas. Os
estagios terminais de oxidacdo e a sintese acoplada de ATP sédo realizados por enzimas na
matriz mitocondrial e na membrana interna. Até 28 moléculas de ATP por molécula de glicose
sdo geradas nas mitocondrias. Da mesma forma, quase todo ATP formado na oxidacdo de

acidos graxos em CO2 é gerado nas mitocondrias (Rousset et al., 2004; Lodish, 2016).

Figura 4-Estrutura interna da mitocondria.
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Fonte: Adaptado Lodish, 2016.

As mitocondrias sdo consideradas “usinas de for¢a” da célula, consumindo 90% do
oxigénio celular para gerar energia em forma de ATP por meio de fosforilacdo oxidativa.

NADH e FADH2, os substratos necessarios para abastecer a producéo de energia, sdo gerados
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por meio do ciclo de &cido tricarboxilico (TCA), doando elétrons nos complexos | (oxidacdo
de NADH) e Il (oxidacdo de FADH2) e, entdo, tais elétrons fluem pela cadeia para o complexo
IV. Os prétons sdo concomitantemente bombeados dos complexos | e IV e translocados do
complexo Il para o espaco intermembrana. O complexo V aproveita esse gradiente para
fosforilar ADP em ATP por meio da enzima ATP sintase. O oxigénio representa o receptor
final de elétrons, aceitando quatro elétrons no complexo IV para ser reduzido em agua (Dare et
al., 2009).

A cadeia ou o sistema de transporte de elétrons (ETS) transfere elétrons através de uma
série de reacOes redox. Dois elétrons doados de NADH+ H+ para o complexo | (NADH
desidrogenase) ou de succinato para o complexo Il (succinato desidrogenase) sao passados
sequencialmente para ubiquinona para fornecer ubisemiquinona e entéo ubiquinol. O ubiquinol
transfere seus elétrons para o complexo Il (ubiquinol: citocromo ¢ oxidorredutase), que 0s
transfere para o citocromo c. A partir do citocromo c, os elétrons passam para o complexo 1V
(citocromo ¢ oxidase) e, por fim, para o oxigénio, para fornecer H.O. Com excecdo do
complexo 11, a transferéncia de elétrons aos complexos gerard uma forca préton-motriz pelo
bombeamento de prétons contra um gradiente. O gradiente eletroquimico é entdo utilizado pelo
complexo V para a producdo de ATP. Com excecdo do complexo IV, todas as reagOes sao
reversiveis. A disfuncdo mitocondrial observada na sepse esta ligada ao comprometimento do
fluxo de elétrons por meio do ETS e a lesdo aos complexos. Ha também aumento da conduténcia
de prétons por meio da membrana ou vazamento, o que pode indicar dano mitocondrial. 1sso
resultard em uma alteracdo da fosforilagdo oxidativa, causando insuficiéncia de energia e morte
celular (Jang et al., 2017).

Sem as mitocondrias, as células teriam que produzir ATP por meio da glicélise
anaerdbica. Quando a glicose é convertida em piruvato pela glicélise, apenas uma fracdo de
toda energia livre disponivel é liberada. Nas mitocondrias, o0 metabolismo de agucares é
completo: o piruvato € importado para dentro da mitocondria e oxidado pelo O2 em CO2 e H20,
0 que possibilita a producdo de 15 vezes mais ATP do que o produzido apenas pela glicélise
(Alberts, 2015).

As mitocondrias também sdo essenciais para 0 tamponamento dos produtos de
oxidacgéo no citosol e desempenham uma parte essencial na adaptacdo metabdlica das células
as condi¢des nutricionais, ou seja, em condigdes de inani¢éo, proteinas do corpo sao degradadas
em aminoacidos, 0s quais sdo importados para as mitocdndrias e oxidados para produzir NADH

destinado & producdo de ATP. As mitocondrias também sdo importantes como tampdes de
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calcio, capturando célcio do RE e reticulo sarcoplasmatico em juncGes de membrana especiais
(Alberts, 2015).

A producdo de peroxido de hidrogénio (H20:) a partir de mitocondrias foi registrada
pela primeira vez ha mais de 40 anos, seguida pela deteccdo de anions radicais superoxido
gerados nas mitocondrias (O2"), evidenciando essa organela como fonte intracelular de espécies
reativas de oxigénio (ROS). O metabolismo de energia mitocondrial é reconhecido como a fonte
de ROS quantitativamente mais importante na maioria dos tipos de células eucariéticas. Como
H-0O: é estavel e permeével na membrana, pode se difundir dentro da célula e ser removido por
sistemas antioxidantes citosélicos, como catalase, glutationa peroxidase e tiorredoxina
peroxidase. Moléculas de perdxido de hidrogénio geradas por mitocondrias também podem agir
como sinalizadoras no citosol, afetando redes que controlam o ciclo celular, a resposta a
estresse, 0 metabolismo de energia e o equilibrio redox. Dentro das mitocondrias, foram
descobertos efeitos de sinalizagdo de H.O2, incluindo funcdo na ativagdo de vias de
desacoplamento mitocondrial leve, que sdo, por si, importantes reguladores da geragdo de ROS
mitocondriais. As mitocdndrias apresentam também peroxirredoxinas eficientes e redutases
associadas para remover H>O,. Essas incluem o sistema glutationa peroxidase/glutationa
redutase mitocondrial, que remove H2O> utilizando glutationa reduzida como uma fonte de
elétrons, e o sistema tiorredoxina peroxidase/tiorredoxina redutase mitocondrial, que utiliza
elétrons a partir da tiorredoxina. A tiorredoxina e a glutationa mitocondriais sao reduzidas por
NADPH. Logo, os niveis de NADPH estdo relacionados a capacidade antioxidante das
mitocondrias. Nas mitocéndrias, NADP é reduzida, em parte, pela atividade de NADH/NADP
trans-hidrogenase, que funciona como uma bomba de prétons, utilizando o gradiente H*
eletroquimico gerado pela respiracdo para deslocar a reacdo para formacdo de NADPH,
relacionando o acoplamento mitocondrial e o potencial da membrana ao potencial redox. Caso
as mitocondrias ndo estejam totalmente acopladas ou caso o potencial da membrana diminua,
a trans-hidrogenase relacionada a energia pode ser incapaz de responder prontamente a niveis
elevados de oxidagdo de NADPH, e o dano oxidativo pode ocorrer devido a taxa mais baixa de
remocdo de hidroperdxido (Talbot; Lambert; Brand, 2004; Kowaltowski et al., 2009; Pan;
Wang; Liu, 2018).

Além da fosforilagdo oxidativa e das vias metabolicas, as mitocondrias estdo
envolvidas na termogénese, producéo de radicais, homeostase de célcio e sintese de proteinas.
Embora a respiracdo esteja acoplada a fosforilagdo de ADP, esse acoplamento pode estar

parcialmente ou muito parcialmente fraco. As proteinas desacopladoras (UCPs) séo
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transportadoras mitocondriais especificas da membrana interna que controlam o grau de
acoplamento da respiracdo celular. Além disso, as mitocondrias possuem fung¢des em processos
fisioldgicos e patofisioldgicos, incluindo vias de sinalizagéo celular, regulacéo transcricional e
apoptose. Multiplos aspectos da disfuncdo mitocondrial, como a superproducdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), a deplecdo de adenosina trifosfato (ATP), a perturbacéo do
potencial da membrana mitocondrial (MMP) e a exacerbacdo da apoptose, sdo considerados

decorrentes da sepse (Rousset et al., 2004).

Mitocbndrias sdo organelas bioenergéticas dindmicas com inimeras funcdes, que vao
desde o metabolismo e a producao de ATP até a modulacdo de eventos de sinalizagdo que levam
a sobrevida ou morte celular. Canais de ions localizados nas membranas mitocondriais
controlam a fungdo mitocondrial. As mitocondrias podem ser reconhecidas como a “poténcia”
da célula, onde a energia armazenada em nutrientes € convertida em moléculas de ATP através
da fosforilagdo oxidativa. Além da producdo de ATP, as mitocondrias também desempenham
papéis fundamentais em diversas funcbes celulares, incluindo metabolismo de &cidos
graxos/aminoacidos, homeostase de Ca?*, termogénese, sinalizacdo redox e morte celular
(Chouchani; Kazak; Spiegelman, 2019; Urbani et al., 2020). As mitocéndrias consistem na
principal fonte de ROS da célula, uma vez que oxigénio é utilizado como o receptor final de
elétrons durante a respiracdo. O oxigénio (O>) é capaz de aceitar um elétron por vez devido a
sua estrutura quimica. Durante a reducdo de O, em HO, intermediarios reativos,
especificamente superdxido (O27), peroxido de hidrogénio (H202) e o radical hidroxila (OH")
sdo gerados. Esse dano oxidativo esta associado a disfuncdo mitocondrial. Para evitar os efeitos
prejudiciais de ROS, as células utilizam sistemas para manter as ROS dentro de limites
toleraveis. 1sso é importante nas mitocéndrias, uma vez que as enzimas que orientam a producao
de ATP sdo ricas em residuos de tidis que podem ser oxidados de maneira irreversivel. A
emissdo de ROS aumenta e diminui rapidamente a partir de mitocondrias de funcionamento
normal. Um mecanismo que ajusta o potencial da membrana pode ser utilizado para modular
de forma aguda alteracfes na producdo de ROS a partir das mitocondrias. O vazamento de
prétons por UCP-2 e UCP-3 representam um desses mecanismos, uma vez que sao ativados por
pequenas elevagdes ndo toxicas em ROS e podem modular a emissdo de ROS mitocondriais
(Mailloux; Harper, 2012).

Diversas condi¢fes aumentam o transporte de elétrons, incluindo a fosforilagdo
oxidativa, desacoplamento e ativacdo de vias respiratorias alternativas. Foi demonstrado que o

aumento das taxas respiratorias in vivo pelo uso de doses baixas de desacoplador € uma
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estratégia antioxidante efetiva, evitando maior dano oxidativo a biomoléculas observadas em
camundongos saudaveis. Além disso, dados in vitro demonstraram a prevenc¢do da formacéao de
ROS associada ao desacoplamento mitocondrial e elevacGes das taxas respiratdrias. Ao
aumentar o consumo de O, o transporte intensificado de elétrons pode evitar a formagéo de
ROS ao diminuir a tensdo de Oz no microambiente mitocondrial. Um segundo efeito do
transporte intensificado de elétrons é favorecer niveis mais oxidados de intermediarios da
cadeia respiratoria, como os Complexos I e 111, conhecidos por serem fontes substanciais de
ROS. Vias mitocondriais que reduzem a eficiéncia da fosforilacdo oxidativa e aumentam o
transporte de elétrons, incluindo proteinas desacopladoras, canais de K* sensiveis a ATP e a
oxidase alternativa, foram relatadas por impedirem a liberacéo de ROS por tais organelas. Sabe-
se que proteinas desacopladoras e canais de mitoKatp séo ativados por oxidantes, resultando
em um sistema de feedback negativo que controla a formacdo de ROS mitocondriais ao
promover o desacoplamento leve. Além de serem sensiveis a redox, tais vias de dissipacéo de
energia também sédo reguladas por condi¢des metabolicas; proteinas desacopladoras dependem
de &cidos graxos livres para aumentar o transporte de prétons transmembrana mitocondrial.
Portanto, o metabolismo de energia mitocondrial e o estado redox estdo inter-relacionados em

diversos niveis (Echtay et al., 2002; Kowaltowski et al., 2009).

Existem pontos no transporte de elétrons e em sistemas de fosforilacdo nos quais a
disfuncdo mitocondrial pode acontecer. O desacoplamento da disponibilidade de oxigénio a
partir da utilizacdo celular e o desacoplamento do consumo de oxigénio a partir da producao de
ATP sdo os pontos principais de vulnerabilidade que podem mediar o dano celular e promover

a disfuncéo organica (Dare et al., 2009).

2.1.4 Fosforilacdo oxidativa

O processo da utilizacdo de oxigénio na formacdo de ATP a partir de carbono €
denominado fosforilagdo oxidativa. Mitchell descreveu o acoplamento da corrente de elétrons
analogo a cadeia de transporte de elétrons para a corrente de prétons, que é formada pelo
bombeamento de prétons fora da matriz para dentro do espago intermembrana e o subsequente
retorno de prétons para a matriz por meio de ATP sintase. No final dos anos 1970, foi
reconhecido que o retorno de protons para a matriz poderia desviar da ATP sintase devido a

presenca de uma proteina desacopladora (UCP) no tecido adiposo marrom. Quando produzidas
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de maneira controlada, as ROS desempenham fungdes de sinalizagdo importantes, por exemplo,
as ROS mitocondriais modulam as vias de sinalizagdo de insulina, mecanismos de transcri¢io

génica e o fluxo da via metabdlica (Mailloux; Harper, 2012).

A molécula carreadora ativada mais importante que as células possuem é o ATP
(adenosina trifosfato), que funciona como um deposito versétil e é utilizado para que diversas
reagbes quimicas possam ocorrer nas células. O ATP é sintetizado em uma reacdo de
fosforilacdo desfavoravel do ponto de vista energético, na qual um grupo fosfato é adicionado
a ADP (adenosina difosfato). Quando necessario, o ATP doa certa quantidade de energia por
meio de sua hidrolise, energeticamente favoravel, formando ADP e fosfato inorganico. O ADP
regenerado fica disponivel para ser utilizado em outro ciclo de reagao de fosforilacdo que forma
novamente ATP. A reacdo energeticamente favoravel da hidrélise do ATP é acoplada a outras
reaces (que sem esse acoplamento seriam desfavoraveis), nas quais sdo sintetizadas outras
moléculas. Muitas dessas reagdes acopladas envolvem a transferéncia do fosfato terminal do
ATP para alguma outra molécula (Alberts, 2015).

A fosforilacdo oxidativa é definida como a fosforilacdo de adenosina difosfato (ADP)
em ATP com o uso de energia armazenada como um gradiente eletroquimico de prétons
derivado da atividade de ETC. Durante esse processo, a ETC transfere prdtons através da
membrana mitocondrial interna por meio de trés complexos enzimaticos de bombeamento de
prétons (NADH: ubiquinona oxidorredutase (l), citocromo c redutase (lll) e citocromo ¢
oxidase (1V)). O acimulo de prétons no espaco intermembrana cria um gradiente eletroquimico
conhecido como forca préton-motora, que € utilizada pela ATP sintase para catalisar a sintese
endergbnica de ATP a partir de ADP e fosfato inorganico. O ATP gerado na matriz mitocondrial
é exportado para o citoplasma pelo translocador de nucleotideos de adenina (ANT) para atender
a demanda de energia citoplasmatica. A fosforilacdo oxidativa mitocondrial é uma fonte de
producdo de ATP hepatocelular em condicBes aerdbicas. Dentro das mitocondrias, o
acoplamento entre a taxa de oxidacdo e a taxa de geracdo de ATP (fosforilacdo) pode ser
regulado. Em homeostase, a eficiéncia da fosforilagdo oxidativa ¢ definida de modo que o
acoplamento entre a oxidagdo de substratos (respiracdo mitocondrial) e a producdo de ATP
possa atender & demanda celular de ATP. Em contrapartida, quando o estimulo da oxidacéao de
substratos (consumo de oxigénio mitocondrial) ndo leva a um aumento na geracdo de ATP em
proporcao estequiomeétrica, isso expressa um desacoplamento das reacdes de oxidagdo e

fosforilagédo (Eyenga et al., 2022).
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2.2 Respiragdo mitocondrial

Uma das principais consequéncias da resposta inflamatéria do organismo a sepse
consiste em comprometimento da extracao e utilizacao de oxigénio pelo tecido periférico, que
decorre de alteragdes na distribuicdo do fluxo sanguineo microvascular, com fluxo e
fornecimento de oxigénio inadequados a determinadas células. Outro fator que pode contribuir
para o comprometimento do uso de oxigénio na sepse € uma alteracdo na funcdo mitocondrial.
Em diversos estudos, reducdes nas taxas maximas de consumo de oxigénio em Estado 3,
desacoplamento de fosforilagcdo oxidativa, reducdo na atividade de ATP sintase (ou seja,
complexo V) e inibicdo da cadeia de transporte de elétrons (ou seja, reducdo na atividade dos
complexos I-1V) foram relatadas na sepse. Qualquer uma dessas alteracdes na funcdo
mitocondrial pode comprometer a fosforilacdo oxidativa, reduzindo a capacidade do tecido em
utilizar oxigénio para atender as demandas metabdlicas. Radicais livres (0xido nitrico,
superoxido, peroxinitrito) desempenham uma funcdo importante na inducgdo de disfungdo de
orgdos relacionada a sepse. A geracao de radicais livres ¢ aumentada por multiplos mecanismos,
com aumento da geracdo de oxido nitrico e superdxido em células parenquimais e em torno
delas. Um estudo relacionou a formacdo de radicais livres ao desacoplamento da fosforilacéo
oxidativa nessa condicao (Callahan et al., 2001).

A avaliacdo do consumo de oxigénio € utilizada para avaliar a funcao respiratoria de
diferentes amostras tais como células intactas, mitocondrias isoladas e fragmentos de tecidos.
Um dos métodos mais sensiveis é a determinacdo do consumo de oxigénio utilizando oxigrafo
com eletrodos sensiveis ao oxigénio (oxigrafo OROBOROS), através do qual se obtém
informacdes relacionadas a aspectos da fun¢do mitocondrial, como utilizacdo de substratos,
acoplamento entre o consumo de oxigénio e a sintese de ATP, além de parametros envolvendo

cinética enzimatica (Gnaiger, 2008).

A respiracdo basal € uma medida do consumo de oxigénio em decorréncia da
combinacdo da producdo de ATP e o vazamento de prétons. Isso representa a demanda de
energia em condicOes de estado de equilibrio. Apds a medicdo da respiracdo basal, as células
sdo expostas a oligomicina, um inibidor do complexo V. A respiragdo mitocondrial
remanescente apos a injecdo de oligomicina é atribuivel ao vazamento de protons. Embora certo
vazamento de prétons esteja previsto em condigdes fisioldgicas, um vazamento significativo de
prétons pode ser uma indicacdo de dano ao complexo e/ou a membrana mitocondrial. O uso de

oligomicina também permite uma estimativa do consumo de oxigénio secundario a producéo
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de ATP. A adigéo de um desacoplador mitocondrial, como dinitrofenol ou carbonil cianeto-4-
(trifluorometoxi) fenilhidrazona estimula a respiragdo méxima ao simular uma demanda
fisioldgica de energia, causando um aumento no consumo de oxigénio. A diferenca entre a
respiracdo maxima e a respiracdo basal representa a capacidade respiratéria de reserva (SRC)
da célula. A SRC indica a capacidade da célula de responder ao estresse energético e o quao
proximo ao seu limite bioenergético uma celula est4 operando. Uma reducdo na SRC pode
limitar a capacidade da célula de controlar um fator de estresse, resultando na disfuncédo
mitocondrial. A SRC é uma medida de reserva mitocondrial disponivel para que as células
produzam ATP em resposta a um aumento na demanda metabdlica induzido por estresse, como
a sepse. Uma reducdo na SRC indica disfuncdo mitocondrial que pode ndo ser aparente até que
haja um estresse com uma demanda de ATP. Células que enfrentam demandas metabolicas

intensas podem ndo ter a reserva bioenergética, levando a disfuncéo orgéanica (Jang et al., 2017).

2.3 DNA mitocondrial

O DNA mitocondrial produz proteinas especificas do funcionamento mitocondrial. A
mitocOndria possui um DNA proéprio localizado em sua matriz. Cada nova mitocondria formada
no citoplasma da célula tem o seu proprio contetdo de DNA, em contraste com 0 genoma
nuclear humano que apresenta um Unico conjunto de DNA nuclear. Essas caracteristicas de
DNA mitocondrial e nuclear permitem utilizar a quantificacgdo de um gene do DNA
mitocondrial como um indicador do nimero de mitocondrias por célula. Para essa quantificacéo
do nimero de mitocondrias, serd feita a normalizagdo do DNA mitocondrial com o DNA

nuclear.

O mtDNA é uma molécula circular que codifica as principais proteinas envolvidas no
sistema de fosforilacdo oxidativa. O envolvimento com func¢Bes imunes celulares é mediado
por mtDNA, que sai da margem das mitocéndrias para outros compartimentos, nos quais é
capaz de desencadear ou promover respostas imunes ao ser reconhecido como um DAMP.
Quando as células (macréfagos, por exemplo) sdo expostas a padrées moleculares associados a
patdgenos e/ou DAMPs, tais células aumentam a geracdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) mitocondriais, 0 que pode diminuir o potencial da membrana mitocondrial, levando ao
comprometimento da integridade da membrana. Essas alteragfes poderiam permitir o
vazamento de mtDNA no citosol (Krychtiuk et al., 2015; Harrington; Choi; Nakahira, 2017).
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A sepse reduz os niveis de ATP, aumenta os biomarcadores de disfun¢éo mitocondrial
e reduz a defesa antioxidante. Niveis cumulativos de ROS durante a sepse podem causar dano
a DNA e proteinas mitocondriais no figado e no coragédo de ratos, comprometendo a funcéo
mitocondrial e levando a um ciclo vicioso no qual a producéo de ROS continua a aumentar. Por
outro lado, a biogénese das mitocndrias estd associada a um aumento na sobrevida em choque
séptico. Mecanismos de controle de qualidade mitocondrial, que consistem em biogénese
(producdo de novas mitocondrias), fissdo/fusdo de mitocdndrias e mitofagia (remocao de
mitocondrias danificadas) podem neutralizar a disfuncdo mitocondrial (Van der Slikke et al.,
2021).

A autofagia mitocondrial inadequada (mitofagia) leva a redugdo da massa mitocondrial
e a disfuncdo de mitocondrias. Os complexos | e I11 da cadeia respiratoria produzem pequenas
guantidades de ROS fisiologicamente. A sepse € acompanhada por aumento do estresse
oxidativo e grandes quantidades de ROS sdo provenientes de neutréfilos ativados. Um conjunto
de evidéncias sugere fortemente que ROS e espécies reativas de nitrogénio causam
comprometimentos especificos de fosforilacdo oxidativa no miocardio em sepse (p. ex.,
complexo I, complexo 1V), especialmente mitocdndrias de células miocardicas (Pan; Wang;
Liu, 2018).

2.4 Desacoplamento mitocondrial e proteinas desacopladoras

De acordo com a teoria proposta por Peter Mitchell, a transferéncia de elétrons
mitocondriais € acompanhada por fluxos de protons e acoplada atraves de bombas de protons
redox mediadas por complexos mitocondriais (CI, CIlI e CIV). Os protons podem escapar
diretamente do espaco mitocondrial interno por difusdo através da membrana mitocondrial
interna, em um processo denominado vazamento de prétons basal, o qual depende
essencialmente da composi¢do da membrana mitocondrial interna e pode representar até 30-
50% da taxa metabolica celular em repouso. Tal processo também pode ser regulado por um
conjunto de proteinas: UCPs (Proteinas Desacopladoras) ou ANTs (Adenina Nucleotideo
Translocases). A segunda familia de proteinas desacopladoras, denominada ANT, consiste em
4 membros em seres humanos (ANT-1 - ANT-4) que catalisam a troca de ATP/ADP na

membrana mitocondrial e desempenham uma funcdo importante na exportacdo de ATP para o
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citosol (Boss; Muzzin; Giacobino, 1998; Pan; Wang; Liu, 2018; Demine; Renard; Arnould,
2019).

Sabe-se que a sintese de ATP mitocondrial e a respiracao estdo acopladas, porém a
menor utilizacdo de ATP inibe o consumo de oxigénio e a taxa de respiracdo aumenta quando
as mitocondrias sintetizam mais ATP, levando ao conceito de controle respiratorio por
fosforilacdo de ATP. H& um mecanismo de retroalimentacdo que controla a sintese de ATP
induzida pela respiracdo mitocondrial. Apds a proposta feita por Peter Mitchell (teoria
quimiosmdtica), foi demonstrado que o gradiente de protons eletroquimicos mitocondriais,
gerado na forma de elétrons que séo transmitidos pela cadeia respiratéria, € a fonte primaria
para a sintese de ATP celular. A cadeia respiratoria mitocondrial € composta por cinco
complexos. Os complexos I, 11l e IV fazem 0 bombeamento de prétons para fora da membrana
interna, gerando um gradiente de protons que é consumido pelo complexo V, que catalisa a
sintese de ATP. Além da reentrada de protons por meio de ATP sintase, um vazamento de
prétons representa outro mecanismo de consumo do gradiente de prétons mitocondriais. A
teoria de Mitchell previu que gualquer vazamento de prétons ndo acoplado com a sintese de
ATP poderia provocar o desacoplamento da respiracdo e da termogénese. Além da termogénese
adaptativa, o desacoplamento da respiracdo permite a reoxidacdo continua de coenzimas que
sdo essenciais para as vias metabdlicas, além de evitar um aumento exagerado do nivel de ATP

que inibiria a respiracdo (Rousset et al., 2004).

Os elétrons podem vazar da cadeia de transferéncia de elétrons e levar a producédo de
anion superoxido ou do radical hidroperoxila. O desacoplamento mitocondrial pode ser causado
por condi¢Bes que exercem uma influéncia ndo somente sobre o vazamento de prétons e a
ciclagem de céations, mas também sobre o deslizamento de protons dentro das bombas de

prétons e sobre a integridade estrutural das mitocondrias (Demine; Renard; Arnould, 2019).

Em 1976, foi descoberta a primeira proteina desacopladora mitocondrial, especifica de
tecido adiposo marrom, a proteina desacopladora 1 (UCP-1), a qual pertence a familia de
proteinas carreadoras de &nions mitocondriais, localizadas na membrana interna dessas

organelas (Ricquier, 1976).

A proteina desacopladora UCP-1 é reconhecida por sua funcdo termogénica
exclusivamente na configuracdo bioenergética do mecanismo de fosforilacdo oxidativa
(OXPHOS) em mitocondrias do tecido adiposo marrom (Azzu; Brand, 2010; Jezek et al., 2018).



37

Adipdcitos marrons diferem de adip6citos brancos por uma inervagdo simpatica, um
nacleo central, goticulas de triglicérides e inUmeras mitocéndrias. Estudos de mitocéndrias
isoladas do tecido adiposo marrom revelaram uma taxa respiratoria elevada e uma respiracao
desacoplada ndo controlada por ADP. Uma respiracdo ndo acoplada com a sintese de ATP
representa um processo termogénico importante. A capacidade termogénica elevada do tecido
adiposo marrom de ratos adaptada para o frio estda em paralelo com a UCP elevada em

mitocondrias (Rousset et al., 2004).

A UCP-1 é predominantemente expressa em tecido adiposo marrom, onde representa
aproximadamente 10% do contedo de proteina mitocondrial. Evidéncias indicam a existéncia
de dois tipos de adipécitos termogénicos que expressam UCP-1: os adipdcitos marrons
classicos e adipdcitos bege. Uma das diferencas mais proeminentes entre o adip6cito marrom e
bege € que as células marrons expressam altos niveis de UCP-1 e outros genes termogénicos
em condicBes basais, enquanto os adipdcitos bege apenas expressam tais genes em resposta a
ativadores, como [-adrenérgicos e agonistas do receptor y ativados pelo proliferador de

peroxissoma (Busiello; Savarese; Lombardi, 2015).

A proteina desacopladora 1, antigamente conhecida como termogenina, € uma proteina
da membrana interna mitocondrial que dissipa o gradiente do préton mitocondrial (H™) gerado
pela cadeia respiratdria, produzindo calor ao invés de ATP. Em roedores, o tecido adiposo
marrom contribui para a manutencdo da temperatura corporal por meio da termogénese. Foi
demonstrado que, durante a aclimatacdo ao frio, a capacidade dos adipocitos marrons de
produzir calor € determinada pelo teor de UCP-1 de suas mitocondrias (Boss; Muzzin;
Giacobino, 1998; Erlanson-Albertsson, 2003; Rousset et al., 2004; Toda, 2014).

A atividade fisica aumenta os indices da biogénese mitocondrial no tecido adiposo e
induzem elevacbes na expressdo de mMRNA da UCP-1. Foi demonstrado que camundongos que
tiveram acesso a uma roda de corrida voluntaria, um modelo de atividade fisica, estavam
protegidos contra a inflamacéo induzida por LPS no figado. A atividade fisica modula o
complexo de ligacdo de LPS, ou seja, TLR4 e MyD88. N&o houve diferencas na expressao de
MRNA de TLR4, mas a atividade fisica gerou aumento no teor de proteina de MyD88. Esse
efeito foi predominantemente evidente em 6 horas, em comparacdo com 12 horas apds LPS,
que € um periodo no qual niveis sistémicos de fatores pro-inflamatorios atingem o nivel maximo
(Peppler et al., 2017).

A partir de 1995, outras isoformas de UCPs foram descritas: UCP-2 (presente em

diversos 6rgaos e tipos de células) e UCP-3 (expressa principalmente em masculo esquelético).
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Outro transportador mitocondrial mais distante de UCPs foi identificado e denominado UCP-
4, presente em sistema nervoso central. Um transportador mitocondrial do cérebro, denominado
BMCP1, também foi renomeado como UCP-5. A UCP-2 e a UCP-3 compartilham,
respectivamente, 72% e 57% de identidade de aminoacidos em relacdo a UCP-1 (Boss et al.,
1997; Rousset et al., 2004).

A UCP-2 estd envolvida em mecanismos fisiologicos/patoldgicos de inflamacéo,
distdrbio neurodegenerativo, cancer e sindrome metabolica (Boss; Muzzin; Giacobino, 1998;
Rousset et al., 2004; Toda, 2014).

UCP-2 e UCP-3 estdo presentes em menor abundéancia do que a UCP-1 e o
desacoplamento com o qual estdo associadas ndo é significativamente termogénico. O
superdxido aumenta a condutancia de prétons mitocondriais através dos efeitos sobre UCP-1,
UCP-2 e UCP-3. A interacdo do superoxido com UCPs pode ser um mecanismo para reducao
das concentracGes de espécies reativas de oxigénio dentro das mitocondrias (Echtay et al., 2002;
Brand; Esteves, 2005).

Diversas observacGes levaram a hipdtese de que poderia haver proteinas
desacopladoras em tecidos diferentes do tecido adiposo marrom: vazamentos de H*
mitocondrial foram observados em tecidos desprovidos de UCP-1. Elas podem representar até
50% do consumo de oxigénio de alguns tecidos e até 30% da taxa metabolica de todo o
organismo em ratos. A UCP-2 é expressa na maioria dos tecidos investigados em seres humanos
e roedores, enquanto a UCP-3 é expressa principalmente no musculo esquelético em seres
humanos e roedores, além de ter sido observada no tecido adiposo marrom em roedores. As trés
UCPs possuem cerca de 300 aminoacidos de comprimento e possuem uma massa molecular de
30 kDa. Cada uma das trés UCPs possui trés assinaturas tipicas de proteinas de transferéncia de
energia, que podem ser utilizadas para identificar transportadores mitocondriais a partir de
sequéncias de aminodacidos. Diversas linhas de evidéncias indicam que a UCP-2 e a UCP-3 sdo

proteinas desacopladoras reais (Boss; Muzzin; Giacobino, 1998).

A molécula de UCP contém seis hélices hidrofobicas a transmembrana, que Sa0
responsaveis por criar canal dentro da membrana interna. A fun¢do da UCP-1 é regulada por
nucleotideos de purina, acidos graxos e fosforilacdo. Os nucleotideos de purina, como GDP, se
ligam diretamente & UCP-1 e causam sua inativacdo. Além disso, acidos graxos livres (AGLS)
promovem o vazamento de proteinas dependente de UCP-1. Foram propostos quatro diferentes
modelos para o transporte de préotons dependente de UCP-1. No primeiro modelo (modelo de

competicdo), AGLs competem com nucleotideos de purina para se ligar a8 UCP-1 e assim
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induzem o transporte de protons. No segundo modelo, AGLs sdo diretamente utilizados pela
UCP-1 como um cofator para uma via de transferéncia de protons através da proteina. No
terceiro modelo (modelo de ciclagem), AGLs sdo diretamente importados pela UCP-1 no
espaco mitocondrial interno. Depois de protonados, 0s AGLSs sdo capazes de voltar para a matriz
mitocondrial ao cruzar a membrana mitocondrial interna em um mecanismo dependente da
UCP-1. O quarto modelo, denominado modelo de transporte, AGLs protonados e
desprotonados sdo diretamente transportados pela UCP-1 porém AGLSs de cadeia longa ndo sdo
capazes de atravessar totalmente pela UCP-1 em decorréncia de sua hidrofobicidade, mas sdo
capazes de “capturar” protons e, assim, induzir o vazamento de protons através da UCP-1. Foi
sugerido que a atividade da UCP-2 poderia ser completamente bloqueada por GDP no estado
basal e a mesma poderia entdo ser ativada somente em determinadas circunstancias, como a
entrada massiva de AGLs em mitocéndrias. A atividade desacopladora da UCP-3 poderia ser
ativada somente em circunstancias especificas, como a alta disponibilidade em AGLs (Boss;
Muzzin; Giacobino, 1998; Pan; Wang; Liu, 2018; Demine; Renard; Arnould, 2019).

Segundo Jezek et al. (2018), a presenca de UCPs em biomembranas ndo é suficiente
para o desacoplamento; as UCPs realizam a mediacéo do desacoplamento induzido por acidos
graxos por movimento transhicamada (flip-flop) do &cido graxo protonado do lado citosélico
para o lado da matriz da membrana interna, com retorno da forma anidnica para o lado

citosolico.

As proteinas desacopladoras catalisam o fluxo de prétons eletroforéticos dependentes
de acidos graxos (AGs) na membrana interna de mitocondrias. Presume-se que 0s protons se
movam através de uma via aquosa na UCP e que os grupos principais de AG estéo alinhados
ao longo da via como cofatores de carregamento que operam em conjunto com aminoacidos

residentes condutores de H+, como as histidinas (Figura 5) (Garlid et al., 2000).
Figura 5-Ciclo protonoférico catalisado por UCP.
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O esquema acima mostra um segmento de membrana interna que contém UCP. O ciclo
de desacoplamento consiste em seis etapas: (i) particbes de anions de AG na bicamada lipidica
com seu grupo principal no nivel das ligacGes acil glicerol e abaixo da superficie dos grupos
principais de fosfolipidios; (ii) o anion de AG se difunde lateralmente na bicamada para
alcancar um sitio de ligag&o ao substrato na UCP que é protegido da fase aquosa volumosa; (iii)
a barreira de energia para o transporte de anions de AG é rebaixada por um sitio de ligacdo
fraco localizado na metade do caminho pela via de transporte da UCP (a preferéncia da UCP
por anions hidrofdébicos indica que a cauda de AG hidrofébicos permanece na bicamada durante
0 transporte); (iv) o grupo carboxilato de AG se move para o outro lado da membrana por um
mecanismo flip-flop, apos se difunde lateralmente para longe da via de condutancia; (v) o anion
de AG ¢ protonado; (vi) o AG protonado passa por flip-flop de maneira rapida e espontanea,
fornecendo prétons de forma eletroneutra para a matriz mitocondrial e concluindo o ciclo
(Garlid et al., 2020).

As UCPs apresentam duas modalidades de transporte: na presenca de acidos graxos
(AGs), elas catalisam o transporte eletroforético de prétons (uniporte de H+), que € a causa do
desacoplamento mitocondrial e dissipacdo de energia. Elas também catalisam o transporte
eletroforético de anions seletivos, inclusive cloro e anions hidrofébicos. Nicholls (2006)
revelou que a UCP-1 é capaz de conduzir prétons na auséncia de acidos graxos, eliminando a
possibilidade de que os &cidos graxos exercem uma funcdo obrigatéria de ciclagem no
mecanismo de translocacdo de protons pela UCP-1. Entretanto, essa afirmacdo foi
fundamentada em estudos realizados em mitocondrias isoladas. Segundo Fedorenko, Lishko e
Kirichok (2012), tais estudos n&o foram completamente fundamentados, uma vez que AGs séo
continuamente produzidos pela acdo de fosfolipases que atuam sobre fosfolipidios da
membrana. Assim, é necessario observar que a purificacdo e reconstituicdio em membranas
artificiais sdo essenciais para uma caracterizacdo funcional de uma proteina de transporte
(Palmieri, 1994; Jezek et al., 2018).

A UCP-2 e a UCP-3 regulam o metabolismo de acidos graxos. Sabe-se que a UCP-2 e
a UCP-3 sdo expressas em diversos tipos de células que participam do metabolismo de &cidos
graxos: musculo esquelético, células adiposas e macréfagos. A fungdo da UCP-2 e da UCP-3 é
de exportar anions de acidos graxos fora da matriz mitocondrial quando um excesso de acidos

graxos esta dentro das mitocondrias (Rousset et al., 2004).

As proteinas desacopladoras sdo capazes de promover 0 vazamento de prétons na

membrana interna. Elas dispersam o gradiente de prétons mitocondrial pela translocacéo de H+
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na membrana interna, com subsequente atividade respiratoria e geracao de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e ATP. A proteina desacopladora 2 (UCP-2) é expressa em multiplos tipos de
tecidos, como tecidos do sistema nervoso central, rim, coracdo, figado, pancreas, baco, timo e
macrofagos. Diversos estudos revelaram que a UCP-2 esta envolvida na regulacdo da
inflamacdo, regulacdo do estresse oxidativo, manutencdo de potencial da membrana
mitocondrial e producdo de energia, que podem estar relacionados a patofisiologia da sepse.
UCP-2 em células sanguineas pode ser um biomarcador para a sepse e o nivel de UCP-2 esta
positivamente correlacionado com a intensidade da sepse. Foi constatado ainda que a funcéo
patoldgica da UCP-2 é especifica do tecido e da doenca. Os achados do estudo revelaram que
0 tratamento com LPS aumentou a expressdo de UCP-2 in vitro e in vivo, concluindo que UCP-
2 melhorou a disfuncdo mitocondrial, inibiu significativamente a liberacdo de fatores
inflamatdrios e a ativacdo de NF-kB induzida por LPS, além de ter reduzido o estresse oxidativo
ao suprimir a geracdo de ROS na leséo renal aguda induzida por lipopolissacarideos (Cadena,
2018; Pan; Wang; Liu, 2018).

Em repouso, o consumo de energia é baixo e a disponibilidade de ADP para a
respiracdo por fosforilacdo diminui, podendo resultar em um aumento dos niveis intracelulares
de oxigénio, além de aumentar a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), como o
anion superoxido, o radical hidroxila e o perdxido de hidrogénio, causando danos oxidativos
dentro da célula. A respiracdo mitocondrial ndo fosforilada (desacoplada) permite a manutengéo
de niveis baixos de Oz e de ROS quando a respiracéo fosforilada ndo é capaz de fazer isso em
decorréncia de falta de ADP. A UCP-2 tem como funcéo a regulacdo da geracdo de perdxido
de hidrogénio mitocondrial, corroborando uma fung¢do da UCP-2 no controle de processos
celulares que envolvem radicais livres gerados por mitocondrias, como dano oxidativo,

inflamacéo ou apoptose (Boss; Muzzin; Giacobino, 1998; Rousset et al., 2004).

A UCP-2 e UCP-3 sdo 73% homdlogas entre si e 58% homdlogas a UCP-1. A UCP-2
e UCP-3 sdo reconhecidas como uma alca de feedback negativo para a emissdo de ROS
mitocondriais. A ativacdo da UCP-1 pode aumentar a producdo de ROS mitocondriais e, por
isso, existem mecanismos divergentes de controle para a UCP-1; isso pode estar relacionado as
fungdes fisiologicas distintas do tecido adiposo marrom. Foi demonstrado que a UCP-3
intensifica 0 metabolismo de acidos graxos em camundongos. A atividade desacopladora da
UCP-2 pode representar um regulador negativo da secre¢éo de insulina estimulada por glicose

em células beta pancreaticas ao reduzir a PMF mitocondrial e diminuir a emissdo de ROS,



42

enquanto a UCP-3 demonstrou aumentar a sensibilidade a insulina e promover o metabolismo

oxidativo de glicose (Mailloux; Harper, 2012).

A grande maioria das ROS é gerada como subproduto da atividade da cadeia
respiratoria mitocondrial. Estima-se que pelo menos 0,2% do oxigénio consumido pelas
mitocondrias seja convertido em ROS. Logo, a producdo de ROS estd correlacionada ao
metabolismo mitocondrial, do qual NADH e acetil CoA sdo 0s compostos centrais. As espécies
reativas de oxigénio apresentam a capacidade de causar danos oxidativos as proteinas, DNA e
lipidios. ROS podem comprometer o mtDNA, o qual esta positivamente correlacionado com a
expressdo de multiplas proteinas associadas a biogénese mitocondrial, como PGC-1a, NRF1,
NRF2 e TFAM. Sabe-se que a respiracdo celular esté associada a producdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS), uma vez que a molécula de oxigénio € capaz de aceitar um elétron para
criar um ion superédxido, uma forma mais reativa de oxigénio. As mitocondrias sdo capazes
de produzir ROS, evento que esta associado a atividade dos complexos respiratorios | e Il e
com a ubi-semiquinona gerada no curso das reacfes de transporte de elétrons na cadeia
respiratoria. Sabe-se que o desacoplamento leve da respiracdo diminui a formacdo de ROS
mitocondriais pelos complexos | e I11. A explicacdo para o controle da producdo de ROS pelo
desacoplamento da respiracdo é que a formacdo de ROS depende do gradiente de prétons
mitocondriais e do potencial mitocondrial. Acidos graxos podem evitar um aumento no
gradiente eletroquimico mitocondrial e, assim, reduzir a geracdo de ROS. Assim, um
desacoplamento leve da respiracdo pode participar da defesa antioxidante e as UCPs podem ser

os efetores desse mecanismo de defesa (Rousset et al., 2004; Pecqueur et al., 2008).

ROS sdo um dos fatores que causam apoptose hepatocelular em lesdo hepética
endotoxémica. Ao translocar perdxidos de acidos graxos da membrana interna para a membrana
externa da mitocondria, a UCP-2 reduz a producdo de ROS durante a respiracdo mitocondrial.
O aumento da atividade de UCP-2 desacopla a fosforilacdo oxidativa, reduzindo a eficacia da

sintese de ATP, podendo intensificar a necrose de hepatocitos (Le Minh et al., 2009).

A glutationilagdo de proteinas mitocondriais surgiu como um mecanismo para o
controle da producédo de ROS. O processo de glutationilacdo envolve a formacgéo de uma ligagéo
dissulfeto entre um grupo tiol glutationa (GSH) e um tiol cisteina disponivel de uma proteina.
A (des)glutationilagcdo modula a sinalizagdo celular, eventos de ciclo celular, polimerizagdo de
actina e metabolismo mitocondrial em resposta a fatores de crescimento, alteraces na oxidacao
de substrato ou alteragdes nos niveis de ROS. H& proteinas que sofrem glutationilacdo, entre

essas estdo as enzimas do ciclo de TCA, proteinas da cadeia respiratoria (no complexo | e ATP
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sintase) e outras proteinas da membrana mitocondrial interna (ANT, UCP-2 e UCP-3). O estado
de glutationilagdo dessas proteinas muda de acordo com alteragdes nos niveis de ROS: niveis
elevados resultam no estado de glutationilacdo dessas proteinas e desativacdo de enzimas do
ciclo de TCA, complexo | e ATP sintase. Em contrapartida, elevacdes discretas em ROS
realizam a desglutationilagéo e ativam o succinato desidrogenase, UCP-2 e UCP-3. O aumento
de ROS demonstrou ativar o vazamento de protons atraves dessas UCPs, que inibem, entdo, a
producdo subsequente de ROS. O vazamento de protons associado a UCPs 1-3 é ativado por
ROS ou outros subprodutos de lipidios, como 4-HNE; isso indica que ROS mitocondriais séo
autorreguladas por meio da dissipacdo de PMF. Foi constatado que pequenas quantidades de
ROS (atdxicas) ativam o vazamento de prdtons por meio da UCP-2 e UCP-3 por meio da
desglutationilacdo. Quantidades mais elevadas de ROS, que induziram o estresse oxidativo, ndo
ativaram essas proteinas. Em contrapartida, a glutationilacdo dessas proteinas desativa 0
vazamento. Devido a funcdo de sinalizacdo de ROS mitocondriais, a ativagdo/desativacdo do
vazamento por meio de UCP-2 e UCP-3 poderia desempenhar uma funcdo significativa na

sinalizacdo celular e na patofisiologia de tecidos (Mailloux; Harper, 2012).

A proteina desacopladora 2 (UCP-2) é uma proteina da membrana mitocondrial interna
que desempenha fungéo na reducgéo do potencial da membrana mitocondrial e na dissipacao de
energia metabolica, prevenindo o estresse oxidativo. Estudos comprovaram que a expresséo da
UCP-2 foi regulada positivamente no coracao, figado, musculo esquelético e outros tecidos no
modelo de sepse. Como um biomarcador da avaliacdo da funcdo mitocondrial, a UCP-2 tem
potencial de auxiliar no diagnostico da sepse. O estudo revelou que uma elevacao do nivel
sérico da UCP-2 poderia indicar a presenca de lesdo mitocondrial. Os motivos para a elevacéo
do nivel sérico de UCP-2 podem ser considerados: a superexpressao da UCP-2 durante o estagio
inicial da sepse, a expressdo génica e a producdo de UCP-2 apresentaram uma correlacdo
positiva com a gravidade da sepse, o dano ultraestrutural mitocondrial persistente devido ao
agravamento da sepse, as células apresentam apoptose, o que leva a liberacéo continua da UCP-

2 na circulacéo (Huang et al., 2020).

A proteina desacopladora 2 (UCP-2) desempenha funcdo de regular o gradiente de
prétons da membrana mitocondrial interna e externa e estabelecer uma ponte entre a geracéo
de ATP e de ROS. A UCP-2 atenua a geracdo de ROS para proteger as células do dano induzido
por estresse oxidativo. Os astrocitos submetidos a um modelo in vitro de encefalopatia
associada a sepse (EAS) induzida por lipopolissacarideo (LPS) e interferon (IFN)-y exibiram

aumento da expressdo de mMRNA da UCP-2, alcangcando um pico em 24 horas ap6s o estimulo.
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Quando astrdcitos com redugdo da expressdo de UCP-2 foram estimulados por LPS+IFN-y, foi
observado aumento na expressao de marcadores pro-inflamatérios e no dano a ultraestrutura
mitocondrial. A reducdo no potencial de membrana mitocondrial (MMP) estd intimamente
relacionada ao dano celular. A UCP-2 regula a concentracdo de prétons das membranas
mitocondriais e, portanto, esti fortemente associada ao MMP. No estudo, o estimulo com
LPS+IFN-y levou a uma redu¢do do MMP no modelo experimental de sepse e a reducdo da
expressao de UCP-2 agravou o dano mitocondrial. A UCP-2 dissocia a oxidacéo e a fosforilagdo
em mitocondrias ao reduzir a diferenca da concentracdo de protons em ambos os lados da
membrana mitocondrial interna e a sintese de ATP. O estudo constatou que a sepse gerou niveis
baixos de ATP, enquanto o silenciamento da UCP-2 recuperou os niveis de ATP. A reducdo da
expressao da UCP-2 agravou a destruicdo da ultraestrutura mitocondrial, causou edema grave

e dano a membrana mitocondrial interna (Peng et al., 2019).

As ROS estdo elevadas em alguns processos patoldgicos, incluindo cardiomiopatia
induzida por sepse e lesdo de reperfusdo cardiaca. A UCP-2 desempenha uma funcdo protetora
no coracgdo por meio de seu looping de realimentacdo negativa em condicOes de sepse. Para o
coracdo, a modulacdo do nivel de UCP-2 é aparentemente aumentada no status de estresse
oxidativo. O desacoplamento da fosforilagéo oxidativa diminui a formag&o de superoxido pelo
complexo I. Além disso, substancias desacopladoras podem inibir a formacdo de superdxido
pelos complexos | e Il em virtude de sua capacidade antioxidante. A regulacdo positiva de
UCP-2 atenuou a geracio de ROS e evitou a sobrecarga de Ca* mitocondrial, suprimindo os

marcadores de morte celular (Akhmedov; Rybin; Marin-Garcia, 2015; Pan; Wang; Liu, 2018).

Uma caracteristica importante da UCP-2 é que ela é expressa em quase todos 0s tipos
de células e, assim, poderia ser candidata para o mecanismo da condutancia de prétons basal
onipresente. Essa interpretacdo foi revisada: 0 mRNA da UCP-2 originalmente localizado no
figado demonstrou estar presente somente nas células de Kupffer e ndo em hepatécitos. Em
condig¢Bes normais, niveis muito baixos de mMRNA da UCP-2 sdo mensuraveis em hepatocitos
(Stuart et al., 1999).

Duas isoformas, UCP-2 e UCP-3, estdo localizadas no tecido cardiaco. O estudo
revelou que as UCPs mitocondriais estdo presentes no coracdo de seres humanos, e que oS
valores da UCP se correlacionam positivamente com concentracfes de acidos graxos livres no

plasma em jejum (Murray et al., 2004).

A UCP-3¢é expressa principalmente no muasculo esquelético, mas também é

encontrada no tecido cardiaco. A literatura mostrou que a UCP-3 também desempenha papéis
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regulatorios importantes na oxidagéo de acidos graxos mitocondriais e na protecéo contra danos
oxidativos induzidos por ROS mitocondriais. Sabe-se que ROS ou seus subprodutos podem
induzir a ativacdo do desacoplamento pela UCP-3 que fornece um ciclo de feedback negativo

para a producdo de ROS mitocondrial (Busiello; Savarese; Lombardi, 2015).

A proteina desacopladora 3 é expressa em niveis elevados no musculo esquelético, no
tecido adiposo marrom e, em menor grau, no corac¢ao, no tecido adiposo branco e em alguns
tipos especificos de neurénios. A UCP-3 geralmente nédo é expressa no figado, porém niveis
elevados de expressdo da UCP-3 no figado ocorrem em situacdes de catabolismo intensificado
de &cidos graxos, como por exemplo, em uma dieta com alto teor de gordura. Os mecanismos
moleculares que suportam a supressao da expressao da UCP-3 em hepatdcitos, no entanto, sédo
evitados somente por tratamentos que envolvem a alta disponibilidade de acidos graxos e uma
alta oxidacdo de lipidios no figado. A UCP-3 apresenta como funcdo o favorecimento da
oxidacdo e/ou do transporte de &cidos graxos, e uma fungdo na protecao de células contra uma
producdo elevada de espécies reativas de oxigénio. Situacdes de metabolismo lipidico forcado
no figado, nas quais a expressdo da UCP-3 ¢ induzida, sdo conhecidas por serem possivelmente
nocivas para o0s hepatocitos, podendo levar desde esteatose hepatica e estresse oxidativo até o
desenvolvimento de insuficiéncia hepatica. Assim, a expressdo de UCP-3 no figado pode ser
uma reacdo fisiologica para proteger células hepéticas contra o dano metabdlico nessas
situacOes (Camara et al., 2009).

Considerando que as UCPs contribuem para a condutancia basal de prétons das
mitocondrias e sabendo que a condutancia basal é positivamente regulada por horménios da
tireoide, foi analisado o efeito do status da tireoide sobre o nivel de expressdo da UCP-2 e da
UCP-3. Nesse sentido, a expressao da UCP-3 foi significativamente ativada em animais com

hipertireoidismo (Rousset et al., 2004).

As UCPs formam uma familia de proteinas que pertencem ao grupo dos
transportadores mitocondriais de &nions. A UCP-1 funciona como um desacoplador em
adipdcitos marrons e sua funcdo € criar um desacoplamento da respiracéo ativado por acidos
graxos e regular a termogénese. O vazamento de protons através da UCP-1 desacopla a
oxidacdo do substrato da fosforilacdo do ADP em ATP, levando ao rapido consumo de oxigénio
e producédo de calor. UCP-2 e UCP-3 podem facilitar a adaptacdo de células a moléculas de
oxigénio por meio de um desacoplamento leve da respiracdo, restringindo assim a producéo de
ROS. As proteinas desacopladoras apresentam outras funcdes, incluindo mediacao da oxidacdo

de &cidos graxos e exportacdo de acidos graxos (Rousset et al., 2004; Brand; Esteves, 2005;
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Busiello; Savarese; Lombardi, 2015). Assim, uma compreensdo dos processos mitocondriais
que levam ao desacoplamento (Figura 6) pode fornecer um alvo terapéutico para patologias

envolvidas com desequilibrio metabdlico, tais como a sepse.
Figura 6-Efeito da sepse sobre a fosforilacdo oxidativa e desacoplamento mitocondrial.

A interagdo entre lipopolissacarideo (LPS) e receptores tipo toll (TLRs) induz
citocinas pro-inflamatdrias e desencadeia a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
oxido nitrico (NO). O aumento na producao de ROS e NO causa danos a componentes de ETC
e na ATP sintase e induz uma perda do potencial de membrana através da ativacdo de poros de
transicdo de permeabilidade mitocondrial (mPTP). A ativacdo da UCP2 dissipa a producédo de
ROS, mas nao é suficientemente potente para evitar o desacoplamento da fosforilacdo

oxidativa.
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Fonte: Eyenga et al., 2022.
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3 HIPOTESES

l. A tolerancia reduziria o desacoplamento mitocondrial que ocorre na sepse;

Il. A inducdo da tolerancia ao lipopolissacarideo predisporia ao aumento do

mtDNA em hepatdcitos;

I1l. A tolerancia manteria a respiragdo mitocondrial durante a sepse.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

O presente trabalho teve por objetivo estudar os efeitos da tolerancia ao LPS no
desacoplamento mitocondrial em modelo experimental de sepse através de ligadura e puncéo
cecal (CLP), além de avaliar o dano mitocondrial através da quantidade de mitocondrias
presente no tecido hepatico e estudar o consumo de oxigénio em preparacdes mitocondriais de

tecido hepatico de animais tolerantes ao LPS.

4.2 Especificos

I.  Verificar se a sepse altera a quantidade de UCP-1, UCP-2 e UCP-3;

Il.  Verificar o efeito da tolerancia ao LPS sobre a quantidade de UCP-1, UCP-2 e
UCP-3;

I1l.  Verificar se a inducéo da tolerancia ao lipopolissacarideo aumenta a quantidade

de mitocondrias;

IV.  Verificar se tolerancia ao LPS induz maior taxa de respiragéo celular;

V.  Verificar se a tolerancia ao LPS reduz o desacoplamento mitocondrial.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Modelo bioldgico

No estudo, foram selecionados camundongos da linhagem Balb/c, machos, pesando
entre 20 e 27 gramas, de 7 semanas de idade, fornecidos pelo Biotério Central da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sdo Paulo. Os animais foram mantidos durante o estudo no
Biotério da Clinica Médica do 3° andar da Faculdade por um periodo de no minimo dois dias
antes de serem utilizados nos experimentos. Foi seguida a normatizagéo: racdo CR1-NUVILAB
e agua filtrada ad libitum, com ciclo 12 horas/12 horas claro/escuro, que regulamenta a
utilizacdo, manutencdo e descarte dos animais. Todos os procedimentos foram realizados de
acordo com as normas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA) e pelo The Universities Federation for Animals Welfare (UFAW). O projeto recebeu
a aprovacdo da Comisséo de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo (CAPPesq). Protocolo de Pesquisa nimero 1097/2018.

5.2 Constitui¢cdo dos Grupos

Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais: Controle, Tolerante,
CLP e CLP Tolerante. Foi feita a separacdo da seguinte maneira, sendo cada grupo constituido

por dez animais:

5.2.1 Grupo Controle (C)

Os camundongos ndo receberam nenhum tipo de insulto, nenhuma dose de LPS e

nenhum tratamento.
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5.2.2 Grupo Tolerante (Tol)

Os camundongos receberam 5 doses de lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli
(sorotype 026:B6/Sigma-Aldrich), com administracdes intraperitoneais didrias de 1mg/kg de

LPS durante 5 dias e repouso por 2 dias (Figura 7).

Figura 7- Inducéo de tolerancia.

D1 D2 D3 D4 D5
Img/kg Img/kg Img/kg Img/kg Img/kg
e e e o e
J J J J J

Fonte: Producéo do proprio autor, 2022.

5.2.3 Grupo CLP Naive

Os camundongos foram submetidos ao procedimento de ligadura cecal e perfuracdo
(CLP), néo recebendo nenhuma dose de LPS. Os animais foram eutanasiados 24 horas apds o
procedimento e foi realizada a coleta do material.

5.2.4 Grupo CLP Tolerante (CLPT)

Os camundongos receberam 5 doses prévias de lipopolissacarideo (LPS) de

Escherichia coli (sorotype 026:B6/Sigma-Aldrich), com administracdes intraperitoneais diérias
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de 1mg/kg de LPS durante 5 dias, permaneceram 2 dias em repouso sem receber nenhum
tratamento e no dia 8 foram submetidos ao procedimento de ligadura cecal e perfuracéo (CLP).
Os animais foram eutanasiados 24 horas apds o procedimento e foi realizada a coleta do

material.

5.3 Anestesia

Para a realizacdo do procedimento de ligadura cecal (Cecal Ligation and Puncture)
para inducdo a sepse e tolerancia, os animais foram anestesiados com associacdo de Quetamina
(80mg/Kg) e Xilazina (10mg/Kg) administrados intraperitonialmente. Para analgesia, foi
administrado dipirona (8,3mg/kg), ter in die, no periodo pds-operatorio. Os descartes dos
animais foram realizados de acordo com a Cartilha de Orientacdo para Descarte de Residuo no
Sistema FMUSP-HC, conforme as normas do CEP FMUSP.

5.4 Ligadura cecal e perfuracéo para inducéo a sepse

A inducdo da sepse nesse estudo foi realizada pelo método de sepse abdominal por
peritonite fecal, denominado ligadura e perfuracdo cecal (CLP, em inglés, Cecal ligation and
puncture), conforme descrito por Soriano et al. (2002). Sob condi¢bes assépticas, apos
anestesia, uma incisdo mediana de 1 cm na linha alba foi realizada para permitir a exposicao do
ceco. Posteriormente, foi realizada a ligadura firme do ceco com fio de algoddo 3-0 (Ethicon;
Johnson & Johnson, EUA) abaixo da valvula ileocecal. Apés a ligadura, o ceco foi perfurado
trés vezes (na porcao superior e inferior) com uma agulha de calibre 22 G gauge (Becton
Dickinson, EUA). O ceco foi entdo cuidadosamente comprimido com a finalidade de expulsar
uma pequena quantidade de conteudo fecal a partir dos locais de perfuracdo e entdo foi
retornado para a cavidade peritoneal e realizada a laparorrafia com fio de nylon 4-0. Os animais

foram devolvidos as suas gaiolas com livre acesso a agua e comida.



52

5.5 Curva de sobrevivéncia

Foi realizada curva de sobrevivéncia com o objetivo de padronizacdo da técnica de
ligadura cecal (CLP) e perfuracdo para inducdo a sepse. Foram utilizados 20 animais para o
grupo CLP e 20 animais para o grupo CLP Tolerante. Os animais foram observados por 96

horas.

5.6 Quantificacdo das UCPS

A quantificagdo das proteinas desacopladoras UCP-1, UCP-2 e UCP-3 foi realizada
através de ELISA com a técnica de imunoensaio enzimatico sanduiche quantitativo (Elisa Kit
MyBiosource®: MBS933377, MBS7234483, MBS7222741). O anticorpo especifico para cada
UCP foi pré-aderido em uma microplaca e, entdo, padrfes e amostras foram pipetadas nos pogos
e qualquer UCP presente era ligada pelo anticorpo imobilizado. Apds a remogéo de substancias
qgue ndo foram ligadas, um anticorpo conjugado a biotina especifico para cada UCP foi
adicionado aos po¢os. Apos a lavagem, Peroxidase de Rabano (HRP) conjugada a avidina foi
adicionada aos pogos. A amostra e 0 tampédo do ensaio foram incubados juntamente com o
conjugado de UCP-HRP em placa pré-revestida durante uma hora. Apds o periodo de
incubacéo, os pogos foram decantados e lavados cinco vezes.

Apds a lavagem para remover qualquer reagente enzimatico ndo ligado a avidina, uma
solucdo de substrato foi adicionada aos pocos e assim a cor se desenvolveu proporcionalmente
a quantidade de UCP ligada na etapa inicial. O produto da reacdo enzima-substrato formou um
complexo de cor azul. Por fim, uma stop solution foi adicionada para interromper a reacéo, que
entdo tornou a solucdo amarela. A intensidade da cor foi mensurada através de densidade
Optica/espectrofotometria apds 5 minutos, utilizando-se um leitor de microplacas ajustado para

450 nm em um leitor de microplaca.

A intensidade da cor é inversamente proporcional a concentracdo de UCP, uma vez
que a UCP das amostras e o conjugado de UCP-HRP competem pelo sitio de ligacdo do
anticorpo anti-UCP. Como o numero de sitios é limitado, conforme mais sitios sdo ocupados
pela UCP proveniente da amostra, menos sitios restam para ligagdo ao conjugado de UCP-HRP.
Uma curva padrédo foi gerada, relacionando a intensidade da cor (densidade oOptica) com a
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concentracdo dos padrdes. A concentracdo da UCP em cada amostra € interpolada a partir dessa

curva padréo.

5.7 Quantificacdo de mtDNA

A quantidade relativa de mitocondrias no figado de camundongos foi obtida através
de métodos quantitativos de PCR em tempo real (RT-PCR) descritos por Wong e Cortopassi
(2010). Os genes alvo foram o da nicotinamida adenina dinucleotideo desidrogenase 5-
mitocondrial (ND-5) e o da fibrose cistica nuclear (CF). Foi utilizado o Primer Express
Software® (Apllied Biosystems, Foster City, CA). Para a realiza¢do da quantificacdo de DNA
nuclear, foi utilizado 10 ng de DNA e para quantificacdo de DNA mitocondrial, foi utilizado
0,1 ng de DNA.

Para a extracdo de DNA do tecido hepatico, foi utilizado o Kit Qiagen. Foram
separados microfragmentos de tecido hepatico (cerca de 10 miligramas) em um tubo, onde foi
acrescentado 180 microlitros de buffer ATL e apds 20 microlitros de Proteinase K. Assim, tal
amostra foi mantida em banho seco a 56°C durante trés horas, sendo homogeneizado a cada
trinta minutos. Ap6s o banho seco, foi acrescentado 200 microlitros de Etanol absoluto e o
contetdo transferido para cada coluna contida no Kit. Apds, foi realizada a centrifugacéo por
dois minutos, acrescentado 500 microlitros de Buffer AW1 e realizada nova centrifugacao
durante dois minutos, sendo entdo acrescentado 500 microlitros de Buffer AW2 para nova
centrifugacdo durante quatro minutos. Por fim, foi acrescentado 100 microlitros de Buffer AE,
mantido um minuto em temperatura ambiente e apds foi realizada a centrifugacdo durante dois
minutos, sendo extraido entdo o DNA de cada amostra analisada, o qual foi quantificado no
Aparelho Nanowue. Foi feita a diluicdo do DNA com agua deionizada estéril: para amplificar
0 gene nuclear (CF), foi realizada a diluicdo do DNA a 10 nanogramas e para amplificagdo do

gene mitocondrial (ND-5), foi feita a dilui¢cdo a 0,1 nanogramas.

Foi utilizado um termociclador em tempo real ABI 7900HT acoplado com SYBR
Green (Applied Biosystems). A linearidade da curva de amplificagéo foi estudada utilizando o

ABI 7900HT Software, sendo que cada amostra foi analisada em duplicata.
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5.8 Avaliacdo do metabolismo mitocondrial em tecido hepéatico submetido a tolerancia:

isolamento de mitocondrias e avaliagdo do consumo de oxigénio

5.8.1 Isolamento de mitocondrias

Ap0s inducdo da sepse e eutanasia dos animais dos quatro grupos, foi realizado o
isolamento mitocondrial e para tal, o figado foi extraido imediatamente e homogeneizado em
tampdo de isolamento, contendo 300 mM de Sucrose, 10 mM de Hepes, 2 mM de EGTA, ph
7,2; e as mitocondrias foram isoladas por centrifugacdo em gradiente de sacarose. Em suma, 0
homogenato foi centrifugado a 800g durante 5 minutos (4°C). O pelete foi descartado e o
sobrenadante foi coletado e centrifugado a 10.000g por 10 minutos (4°C) para separar a fragdo
citosélica da fracdo mitocondrial. O sobrenadante resultante foi considerado como a fragédo
citosolica e foi descartado. O pelete resultante foi ressuspendido e considerado como a fragéo
mitocondrial, que foi centrifugada a 10.000g durante 10 minutos (4°C) para remover residuos
citosélicos. Apos, o pelete foi ressuspendido no tampdo de isolamento. Foi realizada entdo a

diluicdo das amostras para o ensaio de Bradford.

5.8.2 Avaliagdo do consumo de oxigénio

Para caracterizar o metabolismo mitocondrial, avaliou-se o consumo de oxigénio na
fracdo mitocondrial isolada do figado dos animais, conforme previamente demonstrado por
Ferreira et al. (2007). Para tais ensaios, foi utilizada a concentracdo final de proteina de 0,125
mg/ml, dosada através do ensaio de Bradford. As fracdes mitocondrias hepéticas foram diluidas
em tampdo de KCI (Sacarose 125mM, KCL 65mM, Hepes 10mM, KH2PO4 2mM, MgCl, 2mM,
0,01% BSA, 100uM EGTA, pH 7,2) para uma concentracao final de proteina de 0,125 mcg/ml.
Foi avaliado o consumo de oxigénio pelas mitocondrias isoladas por respirometria de alta
resolucdo em oxigrafo Oroboros (OROBOROS Oxygraph-2k, Innsbruck, Austria). Para
garantir a confiabilidade dos dados, o equipamento foi lavado e calibrado antes de cada ensaio
com o0 meio de reacdo a ser utilizado. Utilizou-se um eletrodo especifico de oxigénio, do tipo

Clark, acoplado ao registrador Oroboros (Figura 8).
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Figura 8- Equipamento Oroboros.

Fonte: Producéo do proprio autor, 2022.

O Oroboros O2K é um dispositivo modular, que consiste em 2 camaras de vidro de 2
mL, isoladas e autbnomas, com uma barra de agitacdo magnética. O O2K é capaz de medir a
respiracdo mitocondrial em tempo real em uma ampla variedade de preparos, em meio de
suspensdo. Um dos pontos fortes do O2K é a capacidade de realizar uma variedade de titulacGes
com uma combinagdo de substrato-desacoplador-inibidores, que servem como indicadores
sensiveis de resposta ao estresse mitocondrial, denominado protocolo de titulacdes de substrato-
desacoplador-inibidor (SUIT), que permite o estudo de interacfes complexas de acoplamento e
controle de substratos em um Unico ensaio, podendo ser utilizado para avaliar a resposta
mitocondrial a processos de doenga, como sepse ou choque hemorragico. Uma das limitacoes

do O2K é a presenca de somente duas camaras (Jang et al., 2017).

O eletrodo é composto por um céatodo de platina e um anodo de prata, imersos em
solucdo eletrolitica de KCI. A reagdo é processada pela corrente gerada entre os eletrodos, sendo
relacionada & concentracdo de oxigénio na superficie do catodo. Os registros de consumo de
oxigénio foram realizados na presenca de succinato (2mM), malato, glutamato (2mM) e ADP
(ImM). Ap6s a introducdo da amostra de mitocéndria, foi adicionado ADP para estimular a
producdo de ATP. Um inibidor do complexo V (Oligomicina 1pg/ml) foi adicionado para
bloguear sua atividade durante o ensaio. Além disso, utilizou-se um desacoplador da membrana
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interna mitocondrial (FCCP — Carbonyl cyanide-p-trifluoromethoxyphenylhydrazone, 1uM)
para estimular o consumo maximo de oxigénio (Figura 9). Os valores foram expressos em
micromoles por minuto por miligrama de proteina. Esses procedimentos foram realizados em
colaboracdo com o laboratorio de Integracdo de Sistemas Bioldgicos do Instituto de Ciéncias

Biomédicas (ICB-111) da Universidade de S&o Paulo.

Figura 9-Esquema ilustrativo do procedimento utilizado na medida do consumo de

oxigénio em mitocondria isolada de tecido hepatico.

Foi realizada a medida basal ap6s adicdo de mitocéndria e substratos (succinato,
malato, glutamato). Apds tal medida, avaliou-se o consumo maximo de oxigénio induzido pela
adicdo de ADP. Posteriormente, mediu-se o consumo de oxigénio na presenca de oligomicina
(inibidor do complexo V). Por fim, avaliou-se o consumo de oxigénio apos adi¢do de FCCP
(desacoplador mitocondrial). Vale lembrar que a reducdo dos niveis de oxigénio na camara €

inversamente proporcional ao consumo de oxigénio mitocondrial.

Mitocondrias

ADP
Oligomicina gccp

J

NMOLS 02

TEMPO (SEGUNDOS)

Fonte: Producéo do proprio autor, 2022.

A oligomicina liga-se a porcdo F, do complexo FiF, ATP sintase,
impedindo a sintese de ATP, pois impede o retorno de prétons a matriz mitocondrial. Dessa
forma, 0 potencial elétrico de membrana (A¥m) sera
maximo e o consumo de oxigénio minimo, ocorrendo apenas em resposta ao
vazamento de prétons através da membrana mitocondrial interna para a matriz. Uma vez na
matriz mitocondrial, o FCCP se desprotona e, assim, o gradiente eletroquimico de prétons se

desfaz. Em resposta, o transporte de elétrons ocorre em velocidade maxima e a ATPsintase
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passa a atuar como ATPase, hidrolisando o ATP, na tentativa de restabelecer o gradiente

eletroquimico de protons.

A razdo do controle respiratorio (RCR) foi considerada como indice da funcgéo
oxidativa e fosforilativa mitocondrial. A RCR foi calculada como razéo entre a velocidade do
consumo de oxigénio na presenca de ADP (Estado 3) e a velocidade do consumo de oxigénio
na auséncia de ADP (Estado 4).

5.9 Andlise estatistica

Os valores foram expressos como média + erro padrdo da média. Para andlise
estatistica, foi utilizada analise de variancia ANOVA com pos-teste de Tukey-Kramer (software
GraphPad Prism 5%). As diferencas foram consideradas significativas para 0s grupos que

obtiveram o nivel de p<0,05 (5%).

A curva de sobrevivéncia foi realizada através do método Kaplan Meyer, com analises

estatisticas pelo Log-rank (Mantel-Cox) Test e Gehan-Breslow-Wilcoxon Test.
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6 RESULTADOS

6.1 Curva de sobrevivéncia

Foi realizada uma curva de sobrevivéncia (Grafico 1) dos animais submetidos a CLP
naive e tolerantes. Esse experimento comparou os grupos CLP e CLPT e faz-se necessaria para
padronizacdo da técnica de CLP. A curva de sobrevivéncia dos animais submetidos a CLP

mostra que induzimos uma sepse com alta mortalidade do grupo CLP.
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Gréafico 1- Papel da tolerancia na sobrevida dos animais submetidos a CLP (n=20 em
cada grupo). No grupo CLP, os camundongos foram submetidos ao procedimento de ligadura
cecal e perfuracdo (CLP), ndo recebendo nenhuma dose de LPS. No grupo CLPT, os
camundongos receberam 5 doses prévias de lipopolissacarideo (LPS), com administracGes
intraperitoneais diarias de 1mg/kg de LPS durante 5 dias, permaneceram 2 dias em repouso e
no oitavo dia foram submetidos ao procedimento de ligadura cecal e perfuracdo (CLP). Apds a
realizacdo da inducédo de tolerancia e da CLP, os animais foram observados por 96 horas. A
mortalidade foi observada a cada 12 horas. Nao houve mortalidade apds 96 horas no grupo
CLPT. *p<0,05, Log-Rank Test.

Observamos que o grupo CLP tolerante apresentou retardo na mortalidade em relagéo
ao grupo CLP e, ao final do periodo analisado, houve diferenca entre os dois grupos. Os dados
obtidos demonstraram que 40% dos animais do grupo CLP permaneceram vivos durante 30
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horas ap6s procedimento, enquanto 90% dos animais do grupo CLP tolerante permaneceram
vivos. Os resultados reveleram ainda que ap6s 48 horas do procedimento de CLP, 50% dos
animais do grupo CLP tolerante permaneceram vivos, porém apenas 10% do grupo CLP
sobreviveram com o mesmo intervalo de tempo observado. Finalmente, com 72 horas,
observou-se que nenhum animal do grupo CLP permaneceu vivo, porém 10% dos animais do
grupo CLP tolerante sobreviveram durante 96 horas. A comparagdo das duas curvas pelo
método de Log-rank test demostrou significante reducdo da mortalidade no grupo tolerante em

relacdo ao grupo CLP.

6.2 Proteinas desacopladoras

6.2.1 Quantificacdo da proteina desacopladora 1 (UCP-1) em tecido adiposo marrom

Foi realizada a quantificacdo de UCP-1 em tecido adiposo marrom (Am) de animais
Controle, animais Tolerante, animais CLP, animais CLP Tolerante (CLPT), eutanasiados 24
horas apds o procedimento (Grafico 2). Foi observado um aumento de UCP-1 de animais

submetidos a CLP e a tolerancia néo foi efetiva em modificar a resposta dos animais.
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Gréfico 2- Quantificagdo de UCP-1 em tecido adiposo marrom (Am) de animais

submetidos a CLP: papel da tolerancia. No grupo Tolerante, os camundongos receberam 5
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doses de lipopolissacarideo (LPS), com administracGes intraperitoneais diarias de 1mg/kg de
LPS durante 5 dias e repouso por 2 dias. No grupo CLP, os camundongos foram submetidos ao
procedimento de ligadura cecal e perfuracdo (CLP). No grupo CLPT, os animais foram
submetidos a ligadura e perfuracdo cecal no oitavo dia apds tolerancia. O material foi coletado
apos 24 horas. Houve aumento de UCP-1 no tecido adiposo marrom dos animais submetidos a
CLP e em animais tolerantes submetidos a CLP comparados ao grupo Controle (n=10 em cada
grupo). *p<0,05.

Ap0s os resultados, foi demonstrado que houve diferenca significativa entre os grupos
CLP e CLPT comparados ao grupo Controle. Ainda que a diferenca seja significativa somente
com o grupo Controle, ha uma elevacao dos niveis de UCP-1 em ambos 0s grupos que passaram
pelo procedimento de CLP. Pode-se entdo constatar que no tempo de estudo analisado, os niveis
de UCP-1 aumentam quando ha um estimulo pro-inflamatério, seja ele causado pela tolerancia,
seja causado pela CLP.

6.2.2 Quantificacdo da proteina desacopladora 2 (UCP-2) em figado

Outra etapa do estudo foi a quantificacdo de UCP-2 em figado de animais Controle,
animais Tolerante, animais CLP, animais CLP Tolerante (CLPT), eutanasiados 24 horas ap0s
o procedimento (Grafico 3). Foi observada reducdo de UCP-2 no figado de animais submetidos

a CLP e atolerancia ndo foi efetiva em alterar a resposta dos animais.
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Grafico 3-Quantificacdo de UCP-2 em figado de animais submetidos a CLP: papel da
tolerancia. No grupo Tolerante, os camundongos receberam 5 doses de lipopolissacarideo
(LPS), com administracdes intraperitoneais diarias de 1mg/kg de LPS durante 5 dias e repouso
por 2 dias. No grupo CLP, os camundongos foram submetidos ao procedimento de ligadura
cecal e perfuracéo (CLP). No grupo CLPT, os animais foram submetidos a ligadura e perfuragéo
cecal no oitavo dia ap6s tolerancia. O material foi coletado apds 24 horas. Os resultados
observados demonstraram que houve reducdo de UCP-2 nos animais submetidos a CLP e em
animais tolerantes submetidos a CLP quando comparados aos grupos Controle e Tolerante. No
entanto, ndo foi observada diferenca estatistica nos animais tolerantes ndo sépticos quando
comparados ao grupo Controle. n=10 em cada grupo. *p<0,05.

O comportamento da UCP-2 é antagdnico ao comportamento da UCP-1. O estimulo
pré-inflamatorio causado pela CLP reduziu os niveis de UCP-2 no tecido hepético, dado o
tempo em estudo. Ndo foi verificado, entretanto, influéncia da tolerancia nessa categoria de

proteina desacopladora.
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6.2.3 Quantificacao da proteina desacopladora 2 (UCP-2) em coracao

Para complementar os dados da secéo anterior, foi realizada a quantificacdo de UCP-
2 em coracdo de animais Controle, animais Tolerante, animais CLP, animais CLP Tolerante
(CLPT), eutanasiados 24 horas apds o procedimento (Gréfico 4). Foi observada reducdo de
UCP-2 no coragéo de animais submetidos a CLP e a tolerancia néo foi efetiva em modificar a

resposta dos animais.
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Gréfico 4- Quantificacdo de UCP-2 em coracdo de animais submetidos a CLP: papel
da toleréncia. No grupo Tolerante, os camundongos receberam 5 doses de lipopolissacarideo
(LPS), com administracfes intraperitoneais diarias de 1mg/kg de LPS durante 5 dias e repouso
por 2 dias. No grupo CLP, os camundongos foram submetidos ao procedimento de ligadura
cecal e perfuragéo (CLP). No grupo CLPT, os animais foram submetidos a ligadura e perfuragéo
cecal no oitavo dia apos tolerancia. O material foi coletado apds 24 horas. Ao analisarmos a
expressdo de UCP-2 em coracdo dos animais, observou-se que houve reducéo de tal proteina
nos animais submetidos a CLP e em animais tolerantes submetidos a CLP quando comparados
aos grupos Controle e Tolerante. No entanto, ndo foi observada diferenca estatistica nos animais

tolerantes nao sépticos quando comparados ao grupo Controle. n=10 em cada grupo. *p<0,05.
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O comportamento da UCP-2 em figado segue 0 mesmo comportamento da UCP-2 em
coracdo, conforme comparagdo dos gréaficos 3 e 4. O estimulo pré-inflamatério causado pela
CLP reduziu os niveis de UCP-2 no tecido cardiaco, dado o tempo em estudo. N&o foi

verificado, entretanto, influéncia da tolerancia nessa categoria de proteina desacopladora.

6.2.4 Quantificacao da proteina desacopladora 3 (UCP-3) em figado

Outra etapa do projeto foi a quantificacdo de UCP-3 no figado de animais Controle,
animais Tolerante, animais CLP, animais CLP Tolerante (CLPT), eutanasiados 24 horas ap0s
o procedimento (Grafico 5). Foi observada reducdo de UCP-3 no figado de animais submetidos

a CLP e atolerancia néo foi efetiva em alterar a resposta dos animais.
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Gréfico 5- Quantificacdo de UCP-3 em figado de animais submetidos a CLP: papel da
tolerancia. No grupo Tolerante, os camundongos receberam 5 doses de lipopolissacarideo
(LPS), com administracdes intraperitoneais diarias de 1mg/kg de LPS durante 5 dias e repouso
por 2 dias. No grupo CLP, os camundongos foram submetidos ao procedimento de ligadura
cecal e perfuragéo (CLP). No grupo CLPT, os animais foram submetidos a ligadura e perfuragéo
cecal no oitavo dia apos tolerancia. O material foi coletado ap0os 24 horas. Os resultados obtidos
demonstraram que houve reducéo de UCP-3 expressa em figado nos animais submetidos a CLP
e em animais tolerantes submetidos a CLP quando comparados aos grupos Controle e Tolerante.
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No entanto, ndo foi observada diferenca estatistica nos animais tolerantes ndo septicos quando
comparados ao grupo Controle. n=10 em cada grupo. *p<0,05.

O comportamento da UCP-3 segue 0 mesmo comportamento da UCP-2. O estimulo
pré-inflamatorio causado pela CLP reduziu os niveis de UCP-3 no tecido hepético, dado o
tempo em estudo. Néo foi verificado, entretanto, influéncia da tolerancia nessa categoria de

proteina desacopladora.

6.2.5 Quantificacao da proteina desacopladora 3 (UCP-3) em coracao

Para complementar os dados da secdo anterior, foi realizada a quantificacdo de UCP-
3 em coracdo de animais Controle, animais Tolerante, animais CLP, animais CLP Tolerante
(CLPT), eutanasiados 24 horas apds o procedimento (Gréfico 6). Foi observada reducdo de
UCP-3 no corac¢do de animais submetidos a CLP e a tolerancia ndo foi efetiva em modificar a

resposta dos animais.
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Gréfico 6-Quantificacdo de UCP-3 em coragédo de animais submetidos a CLP: papel
da tolerancia. No grupo Tolerante, os camundongos receberam 5 doses de lipopolissacarideo

(LPS), com administracOes intraperitoneais diarias de 1mg/kg de LPS durante 5 dias e repouso
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por 2 dias. No grupo CLP, os camundongos foram submetidos ao procedimento de ligadura
cecal e perfuragéo (CLP). No grupo CLPT, os animais foram submetidos a ligadura e perfuragéo
cecal no oitavo dia apds tolerancia. O material foi coletado ap6s 24 horas. Analisando a
expressdo de UCP-3 no coragdo dos animais, observou-se que houve reducdo de tal proteina
nos animais submetidos a CLP e em animais tolerantes submetidos a CLP quando comparados
aos grupos Controle e Tolerante. No entanto, ndo foi observada diferenca estatistica nos animais

tolerantes nao sépticos quando comparados ao grupo Controle. n=10 em cada grupo. *p<0,05.

O comportamento da UCP-3 ndo sofre alteracdo quando comparados tecidos
diferentes; tanto em figado quanto em coracao, o estimulo pré-inflamatorio causado pela CLP
reduziu os niveis de UCP-3 no tecido cardiaco, dado o tempo em estudo. Nao foi verificado,

entretanto, influéncia da tolerancia nessa categoria de proteina desacopladora.

6.3 Quantificacdo de DNA mitocondrial

Outro dado analisado foi a quantificacdo de DNA mitocondrial no figado em animais
Controle, animais Tolerante, animais CLP, animais CLP Tolerante (CLPT), eutanasiados 24
horas apds o procedimento (Grafico 7) a partir do método descrito na sessdo anterior. A
quantificacdo de DNA mitocondrial € um método utilizado para determinar indiretamente o

namero de mitocondrias por célula.
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Gréfico 7- Quantificacdo de DNA mitocondrial de animais submetidos a CLP. No

grupo Tolerante, os camundongos receberam 5 doses de lipopolissacarideo (LPS), com
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administragdes intraperitoneais diarias de 1mg/kg de LPS durante 5 dias e repouso por 2 dias.
No grupo CLP, os camundongos foram submetidos ao procedimento de ligadura cecal e
perfuracdo (CLP). No grupo CLPT, os animais foram submetidos a ligadura e perfuracao cecal
no oitavo dia apos tolerancia. O material foi coletado apds 24 horas. A quantificacdo de DNA
mitocondrial ndo apresentou diferenca estatistica entre os grupos estudados. n=10 em cada
grupo. *p<0,05.

A quantificacdo de DNA mitocondrial revelou que ndo houve diferenga estatistica
significativa comparando-se todos os grupos em andalise. Em vista de ndo haver diferenca na
quantificacio de DNA mitocondrial, levantou-se a hipdtese de que ndo ha diferenca na

quantidade de mitocondrias por célula durante a sepse e a tolerancia.

6.4 Respiracao mitocondrial

Foi feita a avaliacdo do consumo de oxigénio mitocondrial hepatico (Grafico 8) no
Estado 2, Estado 3, Estado 4 e estado desacoplado (FCCP) em mitocondria hepética isolada de
animais Controle, animais Tolerante, animais CLP, animais CLP Tolerante (CLPT),

eutanasiados 24 horas apds o procedimento.
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Gréfico 8- Consumo de oxigénio mitocondrial hepatico de animais submetidos a CLP.
No grupo Tolerante, os camundongos receberam 5 doses de lipopolissacarideo (LPS), com
administracdes intraperitoneais diarias de 1mg/kg de LPS durante 5 dias e repouso por 2 dias.
No grupo CLP, os camundongos foram submetidos ao procedimento de ligadura cecal e
perfuragédo (CLP). No grupo CLPT, os animais foram submetidos a ligadura cecal no oitavo dia
apos tolerancia. O material foi coletado apos 24 horas. A avaliagdo da fun¢do mitocondrial foi
realizada a partir de medidas do consumo de oxigénio mitocondrial nas seguintes condigdes:

basal (Estado 2), estimulagdo da respiracdo com ADP (Estado 3), inibicdo da respiragédo com
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Oligomicina (Estado 4), que age diretamente na ATP-sintase bloqueando o movimento de
prétons através desse canal; estimulacdo da respiragdo méxima com Fluorocarbonil-Cianeto
Fenilhidrazona (FCCP-Estado desacoplado). Por fim, foi inferida a eficiéncia da respiracéo
mitocondrial através do calculo do controle respiratorio, que compreende a razdo do Estado 3
pelo Estado 4. *p<0,05 quando comparado ao grupo controle, #p<0,05 quando comparado ao

grupo tolerante, @ p<0,05 quando comparado aos demais grupos. n=10 em cada grupo.

O RCR compreende a razdo de controle do consumo de oxigénio, indicando a eficacia

da respiracdo celular, uma vez que se quantifica o oxigénio consumido em ambos o0s estagios.

Os resultados obtidos revelaram reducéo do consumo de oxigénio do grupo CLP no
estado 2 quando comparado aos grupos Controle e Tolerante, assim como reducao do consumo
de oxigénio do grupo CLPT no Estado 2 quando comparados ao grupo Tolerante, indicando um
déficit do metabolismo oxidativo nos animais sépticos. Além disso, foi possivel verificar maior
consumo de oxigénio do grupo tolerante em relacdo aos demais grupos no estado FCCP, o que
indica que o tolerante aumentou o transporte de elétrons e, portanto, aumentou a capacidade de
gerar ATP. Por fim, RCR apresentou aumento no grupo Tolerante quando comparado ao grupo

Controle, demonstrando menor desacoplamento mitocondrial.
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7 DISCUSSAO

A tolerancia ao LPS é um mecanismo de protecdo contra a sindrome letal da sepse. O
pré-condicionamento com LPS atenua a resposta inflamatéria do hospedeiro, melhora a
depuracdo bacteriana, aumentando a atividade fagocitica de macrdéfagos peritoneais e, assim,
aumenta a sobrevivéncia em um modelo polimicrobiano de sepse induzida por CLP. Estudos
prévios mostraram que a inducao de tolerancia produziu uma reducao significativa nos niveis
plasméticos de TNF-a, IL-1p, IL-6 e MIP-2, mas ndo de IL-10. (West; Heagy, 2002; Wheeler
et al., 2008; Melo et al., 2010). Nos nossos ensaios, a realizacdo da curva de sobrevivéncia
revelou que a tolerancia aumentou a taxa de sobrevida de animais sépticos em comparagdo ao
grupo CLP que nédo foi submetido a tolerancia, evidenciando o efeito positivo de tolerancia em
pacientes submetidos a sepse. O processo inflamatorio altera as concentraces de glicose e
acidos graxos assim como a capacidade de respiracdo mitocondrial.

A teoria quimiosmdtica proposta por Peter Mitchell afirma que a oxidacdo de
substratos e a sintese de ATP sdo indiretamente acopladas por meio do estabelecimento de um
gradiente eletroquimico de prétons ou da forca préton-motora Ap através da membrana
mitocondrial interna. Essa forca, que atua sobre prétons, consiste em um componente elétrico
(potencial de membrana, AYm) e um componente quimico (gradiente de pH) e implica que a
membrana interna apresenta baixa condutancia intrinseca para prétons. Mitocéndrias hepéticas
isoladas na presenca de NADH ou FADH2 exibem um nivel de consumo basal de oxigénio
mesmo se nenhum ADP for fornecido no meio respiratorio. Essa respiragdo mitocondrial na
auséncia da sintese de ATP (Estado 2 sem fosforilacdo) compensa a perda de prétons através
da membrana mitocondrial interna. A adicdo de ADP estimula a sintese de ATP (Estado 3 em
fosforilagdo) por meio do retorno de protons através de ATP sintase, diminuindo a forga préton-
motora e estimulando, assim, a respiragéo. Inibidores como a oligomicina, que bloqueia o canal
de prétons da ATP sintase, inibem a respiragéo relacionada a processos de fosforilagdo (Estado
4 sem fosforilagdo). O envolvimento de proteinas desacopladoras (UCPs) sdo decisivos na
dissipacdo do gradiente de protons mitocondriais. O aumento da expressdo e atividade dessas
proteinas poderia explicar o aumento na respiracdo em Estado 4 sem fosforilagdo observado
durante a sepse. A regulacdo positiva da sintese de mMRNA da UCP-2 é acompanhada por uma
reducdo na geracdo de ROS nas mitocOndrias hepaticas de ratos com sepse, mas ndo afeta o

vazamento de protons (Eyenga et al., 2022).
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A disfuncéo do tecido adiposo é caracterizada por reducdo da adipogénese e aumento
da inflamag&o. A exposicédo ao lipopolissacarideo de endotoxina bacteriana leva a disfuncéo de
adipdcitos e do tecido adiposo branco, promovendo a inflamagéo de adipdcitos, reduzindo a
adipogénese e inibindo a captacdo de glicose induzida por insulina. A sepse induzida por
ligadura e pungéo cecal em camundongos obesos resulta no aumento da expressao de citocinas
pré-inflamatorias (TNF-a e IL-6) no tecido adiposo branco e reducdo dos niveis de adiponectina
circulante. A adiponectina é o principal peptideo produzido por adipdcitos e esta envolvida em
diversos processos metabolicos, tais como inflamacdo e angiogénese. Apesar de
experimentos in vitro terem demonstrado que o0 meio condicionado com macréfagos atenuou a
atividade de adipdcitos marrons induzida por frio e que a ativagdo de receptores que realizam a
mediacdo da via de LPS inibiu a UCP-1 e a respiracdo mitocondrial em adipdcitos marrons,
nesse estudo, nenhum efeito da sepse induzida por CLP foi observado na expressao de genes
relacionados & atividade termogénica e mitocondrial. Assim, embora a sepse induzida por CLP
promova a inflamagdo de tecido adiposo branco e tecido adiposo marrom, essa condicéo
inflamatdria aguda afeta somente a expresséo do gene da adipogénese no tecido adiposo branco,
sem efeitos significativos sobre os genes termogénicos no tecido adiposo marrom, sugerindo
uma dissociacdo da inflamacdo aguda da disfuncdo do tecido adiposo no tecido adiposo
marrom, porém ndo no tecido adiposo branco (Moreno-Navarrete JM et al., 2021).

A sepse induz disfuncdo de mdaltiplos érgdos, incluindo o coracéo, os pulmdes e 0s
rins. O tecido adiposo permanece um tecido negligenciado como um 6rgao de armazenamento
de lipidios, porém sabe-se que é um 6rgdo metabolicamente dindmico, capaz de sintetizar
compostos biologicamente ativos que regulam a homeostase metabdlica. Evidéncias sugerem
que o tecido adiposo passa por um processo conhecido como “escurecimento”, no qual 0 tecido
adiposo branco (WAT) pode adotar um fenétipo de tecido adiposo marrom (BAT) em resposta
a estimulos. Uma das caracteristicas do escurecimento é a expressdo da UCP-1. O processo de
escurecimento foi descrito em situagdes com estimulos adrenérgicos aumentados, como a
exposicdo ao frio, queimaduras e sepse. A lipdlise € uma das principais funcbes do tecido
adiposo e durante esse processo sao liberados &cidos graxos livres para utilizacdo de energia.
Na sepse, camundongos obesos tém uma resposta inflamatdria do tecido adiposo diminuida,
incluindo niveis mais baixos de IL-6 no plasma no inicio da sepse. A obesidade é acompanhada
por uma diminui¢do nos subtipos de receptores B-adrenérgicos, o que poderia explicar a falta
de escurecimento encontrada no tecido adiposo obeso apos a sepse. No estudo de Ayalon et al.

(2018), foi demonstrado que a densidade mitocondrial e a expressao de UCP-1 aumentam
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durante a sepse (18 horas apés CLP) em camundongos nao obesos, mas ndo em camundongos
obesos (Ayalon et al., 2018).

Um modelo de sepse realizado pela ligadura e puncéo cecal em camundongos revelou
estresse do reticulo endoplasmatico e aumento de 2 vezes na UCP-1, pelo menos até 10 dias de
acompanhamento. O aumento induzido por hipoxia na produgdo de lactato pode estimular o
escurecimento do tecido adiposo através da expressao de UCP-1 e outros genes associados a
funcdo termogénica (Alipoor et al., 2020). Nos nossos resultados obtidos, a inducdo de
tolerancia ndo alterou niveis significativos de UCP-1 comparado com controle. Por outro lado,
apos 24 horas de sepse, 0s niveis de UCP-1 estavam significativamente aumentados nos grupos
CLP e CLP tolerante, quando comparados aos grupos Controle, sendo consistentes com 0s

dados apresentados em literatura.

Uma das possibilidades que vdo de encontro com os resultados obtidos é de que a
proteina desacopladora 1 é conhecida por sua funcdo na termogénese adaptativa e no controle
do peso corporal, em que um estimulo frio ou a superalimentacdo resulta no estimulo
simpatomimético de receptores P3-adrenérgicos no tecido adiposo marrom. Isso causa a
regulacao positiva da expressdao de mRNA de UCP-1, ativacdo de UCP-1 por &cidos graxos
produzidos a partir de lipdlise e a transducdo da forca préton-motora mitocondrial em calor
(Azzu et al., 2010).

O modelo de sepse polimicrobiana, via ligadura e puncéo cecal, causa aumento nas
taxas de respiracdo no estado IV em mitocdndrias isoladas de figado e musculo de ratos. A
hipbtese levantada pelos autores sugere que o desacoplamento mitocondrial parece ser um
mecanismo que explica a reducdo da eficiéncia mecanica cardiaca no choque séptico (Cortez-
Pinto et al., 1998). Em outro estudo da literatura, as quantidades de mRNA e de proteina UCP-
2 foram dosados. A CLP causou aumento no mRNA de UCP-2 cardiaco 12 horas apds a inicio
da sepse, em comparacao com o controle. Estudos anteriores mostraram que a UCP-2 é induzida
no figado, tecido adiposo branco e musculo esquelético por modelos experimentais de sepse. O
aumento da expressdo do mRNA da UCP-2 pode ter sido desencadeado pela hipotermia
observada 12 horas apds o CLP. Embora CLP resulte no aumento da expressdo de mRNA de
UCP-2 no tecido cardiaco ap06s 12 horas, ndo ha proteina UCP-2 detectavel em mitocéndria do
coracdo controle, laparotomia simulada ou animais sépticos. Portanto, a proteina UCP-2 néo
regula a funcdo mitocondrial do coracdo normal e que 0 MRNA néo reflete as quantidades reais
de proteina. O trabalho demonstrou que CLP causa aumento nos niveis de mRNA da UCP-2,

concomitante a diminuicdo do trabalho cardiaco e da eficiéncia mecénica, porém nenhuma
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UCP-2 foi detectada 12 horas ap6s CLP. Na auséncia da UCP-2 no coragéo durante o tempo
em que ha uma diminuig&o significativa na eficiéncia mecénica, conclui-se que a UCP-2 ndo é
a responsavel por esta alteracdo (Roshon et al., 2003). Nossos resultados contrastam com a
literatura, pois mostraram uma reducdo da UCP-2 nos animais septicos em comparacao aos
grupos Controle e Tolerante. Na sepse, ocorre déficit de produgdo de ATP e alteracdo do
potencial de membrana mitocondrial, o que pode causar uma retroalimentacdo negativa sobre
a UCP-2. Esta menor quantidade de UCP-2 pode ser um mecanismo de defesa para tentar

manter a quantidade de ATP e as funcdes das células.

A regulacdo da UCP-2 ocorre pela modulacdo da atividade de proteina e do teor de
proteina. Os ligantes, como &cidos graxos e derivados de ROS, estimulam a atividade da UCP-
2 em mitocondrias isoladas. Nos estados de hiperglicemia e hiperlipidemia, a transcricdo do
gene UCP-2 ¢ ativada por proteinas reguladoras, como receptores ativados por proliferadores
de peroxissoma (PPARS), fatores de transcri¢ao forkhead e proteina 1c de ligagdo ao elemento
regulador de esterol (SREBP-1c). A Sirtl, uma proteina envolvida na resisténcia ao estresse
metabolico, suprime a funcdo dessas proteinas, reduzindo, assim, a expressao de UCP-2 e
promovendo a secrecao de insulina. Além disso, espécies reativas de oxigénio estdo envolvidas
na regulagdo positiva da expressdo de UCP-2, resultando na defesa celular atraves de uma alca
de feedback negativo que diminui a producdo de ROS (Azzu et al., 2010).

As sirtuinas (SIRTSs) sdo uma familia de proteinas sensiveis a NAD+ (Nicotinamida
Adenina Dinucleotideo) e estdo dispersas ao longo de compartimentos celulares: nuclear
(SIRTL, SIRT6 e SIRT7), citoplasmatico (SIRT2) e mitocondrial (SIRT3, SIRT4 e SIRT5). As
sirtuinas regulam diversos processos celulares associados a sinalizacdo do estresse oxidativo.
SIRTL, SIRT3 e SIRT5 protegem as células de dano por ROS/RNS, enquanto SIRT2, SIRT6 e
SIRT7 modulam genes do estresse oxidativo. As sirtuinas sdo reguladores epigenéticos por
meio da desacetilacdo de Histonas e/ou de interacBes com outras proteinas que controlam a
acetilagdo de Histona ou enzimas de metilagdo de DNA (Gandhirajan; Roychowdhury;
Vachharajani, 2021).

Pacientes com sepse apresentam hiperinflamacdo durante o estagio inicial, que é
caracterizada por uma tempestade de citocinas, producdo excessiva de espécies reativas de
oxigénio e alteracbes metabolicas. Nesse estagio, a ativacdo da SIRT1 apresentou efeitos
benéficos por meio de trés vias: desacetilacdo de citocinas inflamatorias, como NF-«kB e
HMGB1, levando a uma resposta inflamatdria atenuada; desacetilacdo de fatores relacionados

ao estresse oxidativo, como FOXOla e SOD2, melhorando, a capacidade antioxidante;
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desacetilacdo de um fator pré-apoptotico p53, causando reducao da apoptose celular (Li et atl.,
2018).

A sepse esta associada a reducdo da capacidade respiratoria mitocondrial. Uma
proporcéo variavel de protons é desacoplada a partir da sintese de ATP pelo vazamento para a
matriz mitocondrial, com a taxa de fluxo de prétons dependente da magnitude do potencial de
transmembrana. A taxa de vazamento de prétons é varidvel, e considera-se que constitui cerca
de 20% da taxa metabolica basal de hepatocitos e até 50% no masculo esquelético de ratos. A
respiracdo desacoplada possui componentes basais e induziveis, e a parte induzivel forma o
mecanismo de geracdo de calor no tecido adiposo marrom por meio da proteina desacopladora
UCP -1. O aumento da expressdo de UCP-2 e UCP-3, relatado em modelos de camundongos
com sepse, sugere um possivel aumento no vazamento de prétons com reducdo na eficiéncia
do acoplamento mitocondrial. Foram relatadas diferencas na resposta metabdlica a sepse entre
ratos e camundongos. Conforme observado no estudo, os camundongos apresentam um
fendtipo hipometabdlico e depressdo miocardica precoce. Essa apresentacdo € observada em
cerca de 10% dos casos de sepse humana, e esta associada a um risco de mortalidade elevado
em duas a trés vezes. O A¥m baixo foi um achado nos camundongos com sepse e sugere uma
taxa reduzida de geragdo de A¥m (por exemplo, devido a um defeito na cadeia respiratoria) ou
um aumento na renovacao de vias que dissipam o gradiente, como vazamento de protons ou
producdo de ATP (Zolfaghari et al., 2015).

O aumento da producédo da proteina UCP-3, relatado em modelos de camundongos
sépticos, sugere um possivel aumento no vazamento de prétons com reducédo na eficiéncia de
acoplamento mitocondrial. O estudo também utilizou animais knock out de UCP-3 e verificou
que a auséncia de UCP-3 do musculo esquelético ndo teve impacto nas alteragdes metabolicas,
temperatura, funcdo cardiovascular e muscular ou mortalidade na sepse. A cinética de
vazamento de protons ndo foi afetada pelo insulto séptico, apesar do aumento nos niveis de
proteina UCP-3 em camundongos sépticos (Sun et al., 2003; Thompson; Kim, 2004; Zolfaghari
et al., 2015). No estudo de Zolfaghari et al. (2015), a expressao da UCP-3 foi avaliada em 24
horas apenas em musculo esquelético e a metodologia utilizada foi inducdo de sepse pela
injecdo intraperitoneal de pasta cecal diluida (20 ml/kg), porém tal método ndo constitui o
padrdo ouro para inducdo de sepse. Nos nossos ensaios, foi observado reducéo dos niveis de
UCP-3 nos grupos CLP e CLPT quando comparado aos grupos Controle e Tolerante. A
literatura mostra reducdo do ATP e aumento da abertura do poro de transi¢do de permeabilidade

mitocondrial, comprometendo a eficiéncia energética celular. A reducdo da UCP-3 nos nossos
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estudos pode ser uma decorréncia de um mecanismo de retroalimentacdo negativa para

preservar o potencial de producgéo de ATP.

O papel das mitocondrias na morte celular estd ligado a apoptose, onde a
permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa (MOMP) gera uma cascata de sinalizacéo
que leva a morte celular. A MOMP ¢é iniciada pela formacdo de macroporos na membrana
mitocondrial externa (OMM), permitindo a liberacdo de proteinas sollveis do espago
intermembrana mitocondrial (IMS). Dentre as proteinas IMS, o citocromo ¢, um componente
essencial da cadeia de transporte de elétrons, quando liberado no citosol, contribui para a
formacdo de apoptosomos, que iniciam a cascata de caspases. Os canais de ions, incluindo
canais de potassio, calcio, sddio e cloreto, podem ser considerados como reguladores cruciais
da morte celular por apoptose. Nas mitocéndrias, os canais de ions estdo envolvidos na
regulacao de diversos processos mitocondriais, como a regulacdo do potencial da membrana e
da liberacdo de ROS. Mesmo quando as vias de sinalizagdo responsaveis pela iniciacdo da
MOMP néo sdo totalmente ativadas, o citocromo c e outras proteinas IMS podem ser liberadas
no citosol através da ruptura da OMM devido ao processo denominado ‘“transi¢do de
permeabilidade” (PT), que ¢ definida como um aumento repentino na permeabilidade da IMM
para ions e outros solutos de até 1,5 kDa, levando a despolarizagdo mitocondrial, interrupcdo
da sintese de ATP e, eventualmente, a morte celular. A PT é um processo regulado e reversivel,
que necessita de acimulo de Ca?* na matriz e é causado pela abertura de um canal denominado
PTP. A abertura de PTP é um evento regulado, sendo facilitado pela ligacdo de ciclofilia D
(CyPD), acidos graxos livres, acimulo de calcio na matriz, de espécies reativas de oxigénio
(ROS), subprodutos da OXPHOS, ou por baixo potencial transmembrana. A sobrecarga de
calcio na matriz mitocondrial leva a abertura persistente de PTP e, eventualmente, a morte
celular. Outros canais de ions no IMM foram ligados a sobrevida celular, incluindo os canais
de potéassio ativados por célcio, o canal K+ dependente de ATP e as proteinas desacopladoras
(Urbani et al., 2020).

A producdo de ROS mitocondrial é sensivel a alteragdes na forca préton-motriz (PMF)
na membrana mitocondrial interna (MIM). Uma alteracdo discreta na PMF intensifica a
producdo de ROS. PMF elevada é causada pelo aumento da extrusdo de prétons mitocondriais
ou pela reducdo do retorno de protons (ou ambos) e aumenta a producdo de ROS mitocondriais.
O retorno de prétons a matriz mitocondrial por meio de ATP sintase (respiracdo acoplada) ou
mecanismos de vazamento de protons (respiracdo desacoplada) € capaz de reduzir a PMF e,

assim, reduzir de forma aguda a emissdo de ROS. Desacopladores quimicos, como FCCP ou
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2,4-dinitrofenol, diminuem a producéo de ROS mitocondriais ao reduzir a PMF na membrana
mitocondrial interna (MIM). Estima-se que 0 vazamento de prétons (por UCPs, ANTSs ou outros
mecanismos) represente uma proporcdo significativa (20-50%) da respiracdo celular em
repouso, o que pode representar um desperdicio. No entanto, o vazamento de prétons € maior
quando as demandas de ATP celular estdo em seu nivel mais baixo, por exemplo, um musculo
em repouso. Portanto, vazamentos de prétons sdo analogos a uma “valvula de pressdo” no
sentido de que eles diminuem a PMF para limitar a producdo de ROS. A abertura transitoria do
poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial (MPTP) também foi associada a regulacédo
da emissdo de ROS mitocondriais. No entanto, ainda permanece incerto se a abertura transitoria
de MPTP estéa ou ndo associada ao metabolismo normal ou a disfungdo mitocondrial (a abertura
de MPTP esta geralmente associada a apoptose). A UCP-1 é ativada por acidos graxos quando
h&d um aumento na estimulacdo simpatica desse tecido. O vazamento de protons por meio da
UCP-2 e UCP-3 esta associado a reducdo da emissdo de ROS a partir das mitocéndrias
(Mailloux; Harper, 2012).

Os resultados dos estudos de Silva (2017) revelaram que a quantificacdo de DNA
mitocondrial foi maior no grupo CLP em relacdo ao grupo controle (os demais grupos
permaneceram iguais). A quantificacdo do mtDNA foi realizada pelo mesmo método que os
nossos estudos, porém com tempo diferente (4 horas). Apesar da alta quantidade de
mitocondrias no tecido e baixa razdo de respiracdo celular, essas mitocondrias ndo estéo
funcionais em relacdo a producao de ATP, podendo ser consideradas mitocondrias imaturas,
formadas a partir da expressao alta de fatores da biogénese mitocondrial. Nossos resultados ndo
revelaram diferenca estatistica do nimero de mitocondrias entre os grupos estudados
provavelmente devido ao fato que nossas dosagens foram realizadas em tempo muito diferente

do autor.

Estudos demonstraram alteracdes na funcdo mitocondrial durante a sepse. Rosser et al.
(1998) demonstraram aumento do consumo de oxigénio por hepatdcitos expostos a endotoxina
em 6 horas, contudo, ap0s 24 horas, 0 consumo retornou para niveis basais. Em nosso estudo,
a avaliacdo da funcdo mitocondrial foi realizada através da verificacdo do consumo de oxigénio
mitocondrial em respirometria de alta resolugdo em oxigrafo Oroboros. Nossos resultados
mostraram uma reducdo da respiracdo mitocondrial, sem alteracdo na quantidade de
mitocondrias, contrastando com os dados in vitro e com LPS da literatura. A reducdo do

consumo de oxigénio em 24 horas, encontrada em nosso estudo, pode ser explicada pelo
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processo de hipdxia citopatica em que a célula ndo consome oxigénio por bloqueio da atividade
dos citocromos da cadeia respiratoria.

O fato da taxa de consumo de oxigénio retornar ao normal ap0s 24 horas de exposi¢do
a endotoxina pode indicar problemas metabolicos como um defeito na funcdo da cadeia
respiratdria (diretamente ou como consequéncia da disfuncéo do ciclo de acido citrico) ou por
hipoxia celular (Rosser et al., 1998). A fim de investigar isso, a capacidade das células de
aumentar seu consumo de oxigénio foi medida, através do uso de FCCP, permitindo a
comparacdo do consumo de oxigénio maximo com o consumo de oxigénio basal no mesmo
grupo de células. FCCP faz com que o gradiente de ions de hidrogénio na membrana
mitocondrial interna seja dissipado (ao permitir que ions de hidrogénio passem através do
complexo ATP sintase sem criar ATP a partir de ADP), desacoplando efetivamente a cadeia
respiratoria da producdo de ATP, maximizando o consumo de oxigénio. Utilizando o método
de consumo méaximo de oxigénio in vitro, verificou-se que as células expostas ao LPS nao
conseguiram atingir o consumo méximo de oxigénio. Este dado em conjunto com o fato que a
camara com as células continha oxigénio em quantidade adequada permite concluir que a sepse
produz uma altera¢do no metabolismo do acido citrico. Nosso estudo foi realizado com animais
em sepse por CLP, diferindo do estudo acima que utilizou células submetidas a LPS; além disso,
utilizamos um equipamento ultrassensivel. Desta forma, nossos resultados mostraram uma
reducdo de consumo de oxigénio basal, porém o consumo maximo nédo estava alterado. A etapa
do nosso estudo que utilizou oligomicina evidencia que o consumo de oxigénio por
desacoplamento esta reduzido. Desta forma, podemos concluir que o consumo basal &€ menor
na CLP do que controle devido a menor desacoplamento, sem alterar a capacidade méaxima de
consumo de oxigénio, o que é realcado pela etapa do estudo onde ADP é adicionado ao meio,

na qual o consumo de oxigénio é igual em todos 0s grupos.

O estudo de Callahan et al. (2001) revelou auséncia de alteracao nas taxas de consumo
de oxigénio mitocondrial no Estado 3 em 24 horas ap6s endotoxina. Porém, houve uma reducéo
nas taxas de consumo de oxigénio 48 horas apds a administracdo de endotoxina em
mitocondrias do diafragma. Os dados desse estudo fornecem evidéncias de que essa alteracao
na funcdo mitocondrial estad relacionada a formacdo de radicais livres, uma vez que a
administracdo de um inibidor da sintese de oxido nitrico e de um eliminador de superdxido
evitou a disfuncdo mitocondrial no Estado 3 em animais tratados com endotoxina. A explicacédo
mais provavel é de que o peroxinitrito, o produto da reagdo de Oxido nitrico e superoxido, €

responsavel pela disfungdo mitocondrial em Estado 3 ap6s a administracdo de endotoxina.
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Estudos anteriores indicam que a incubag&o in vitro de peroxinitrito com fragcdes mitocondriais
reduz as taxas do Estado 3 da respiracdo sem causar o desacoplamento da fosforilacdo
oxidativa. Diversas proteinas mitocondriais que estdo envolvidas na fosforilacdo (ou seja,
subunidade a de ATPase sintase, NADH-NADPH transhidrogenase, subunidade 4 de NADH
desidrogensase, subunidade | do citocromo c, nucleo proteico 1 de ubiquinol citocromo c
redutase) apresentam pesos moleculares na faixa das proteinas constatadas como esgotadas em
48 horas no estudo. Ndo foi constatado nenhuma evidéncia de desacoplamento da fosforilacédo
oxidativa ap0s a administracdo de endotoxina. Pode-se presumir que o desacoplamento da
fosforilacdo oxidativa ocorre em um momento inicial apds a administracdo de endotoxina,
enquanto reducdes no Estado 3 da respiracdo e deplecdo de proteinas mitocondriais ocorrem

somente ap0s uma exposicao mais prolongada a endotoxina.

Segundo Kantrow et al. (1997), as alteracfes no metabolismo oxidativo hepatico séo
complexas no modelo de sepse com CLP em ratos. Foi constatada uma reducdo no consumo
total de oxigénio enddégeno por células intactas isoladas de ratos com sepse, enquanto a fragdo
ndo mitocondrial de consumo de oxigénio celular ndo foi diferente dos controles. Pode-se dizer
que a respiracdo celular € reduzida em hepatocitos, com disfuncdo do Complexo respiratorio Il,

succinato desidrogenase, em células isoladas durante a sepse.

Eyenga et al. (2022), utilizando ligadura e puncdo cecal (CLP), demonstrou um
aumento no consumo de oxigénio de mitocéndrias hepaticas isoladas. Esses resultados foram
surpreendentes, considerando que o consumo de oxigénio de hepatdcitos foi constatado como
reduzido durante a sepse segundo Kantrow et al. (1997). Um aumento de rebote no consumo
de oxigénio e na producdo de ATP na fase de recuperacdo da sepse refletiria a recuperacao
mitocondrial. Em estudos com modelo de peritonite em roedores, foi avaliado o curso de tempo
da fosforilacdo oxidativa em mitocdndrias hepéticas durante a sepse, 0 que permitiu a medicéo
da geracdo de ATP e do consumo de oxigénio enquanto manteve concentracdes baixas
constantes de ADP no meio respiratorio para criar condi¢fes de fosforilagdo proximas aquelas
de células intactas nas quais o estado de fosforilagdo oxidativa esta entre os Estados 4 e 3. A
analise quantitativa que mede a taxa de sintese de ATP associada ao consumo de oxigénio (O2)
permite que a eficiéncia geral das reacfes (ATP:O) seja determinada. A razdo de ATP:O pode
ser interpretada mesmo na presenca de desacoplamento intrinseco, a partir da inclinacdo da
relacdo linear entre fosforilacdo e a taxa respiratoria. Foi demonstrado que a sepse causa
desacoplamento entre a geracdo de ATP e o consumo de oxigénio pelas mitocondrias. Essa

reducdo na eficiéncia de energia (desacoplamento da fosforilagdo oxidativa) reflete uma
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alteracé@o dos processos envolvidos na regulagéo da fosforilagdo oxidativa mitocondrial. Trés
principais mecanismos podem estar envolvidos: no nivel da condutancia da membrana
(vazamento de protons e/ou cations); no sitio de acoplamento entre os fluxos de elétrons e
prétons ao longo da cadeia respiratoria; ou no nivel de acoplamento entre os fluxos de protons
e da sintese de ATP através de ATP sintase mitocondrial. Ha outros mecanismos para a
regulacdo da sintese de ATP mitocondrial, como a deplecdo do substrato para fosforilagdo
oxidativa ou a dissipa¢do do potencial da membrana mitocondrial por meio do poro de transicédo
de permeabilidade mitocondrial (MPTP). Foi demonstrado que o desacoplamento da
fosforilacdo oxidativa mitocondrial ocorreu em 36 horas apds CLP em ratos e confirmado que
uma inibicdo consistente e precoce do Complexo IV ocorre durante a sepse (Eyenga et al.,
2022).

Os resultados do experimento de Silva (2017) mostraram que a tolerancia desempenha
papel na protecdo da mitocondria. No tempo estudado (4 horas), 0 RCR do grupo CLP se
manteve significativamente diferente dos demais grupos, enquanto o grupo CLP Tolerante se
manteve igual aos grupos Controle e Tolerante, indicando que o grupo CLP Tolerante manteve
os niveis de respiracdo mitocondrial iguais ao grupo Controle, mostrando protecdo pela
tolerancia. Animais tolerantes apresentam inibicdo da producgédo de fator de necrose tumoral
estimulada por lipopolissacarideo, inibi¢do da ativacdo de MAP-quinase, alteracdo dos niveis
de interleucina-1 e interleucina-6, ativacdo aumentada de ciclooxigenase-2 e translocagéo de
NF-«xB prejudicada. Nossos resultados divergiram do estudo de Silva (2017) pois o grupo CLP
ndo apresentou reducdo do RCR, ndo sendo possivel verificar uma efetiva protecdo da
tolerancia durante a sepse. Nosso estudo foi realizado em camundongos e em 24 horas apés a
CLP, enquanto Silva realizou o estudo em ratos e em 4 horas ap6s CLP. Esses dados,
juntamente com o fato de serem equipamentos diferentes, podem justificar as diferencas nos

resultados.

A disfuncdo mitocondrial gera danos a células e 6rgéos, podendo ser um mecanismo
causador da disfuncdo de mdaltiplos 6rgdos. As alteracdes respiratorias e metabolicas das
mitocondrias estdo interligadas com as alteracGes de potencial de membrana mitocondrial e
indugdo de apoptose via mitocondria. Estas alteracbes tém sido descritas em diversas células e
Singer (2014) relatou alteragdes em células do sistema imunoldgico. Foi demonstrado reducéo
da atividade respiratdria mitocondrial de células do sistema imune nos estagios iniciais de
pacientes sépticos admitidos na UTI. Os resultados sdo divergentes, refletindo diferencas na

populacdo estudada, sitio experimental e quais marcadores de mitocéndrias foram escolhidos
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para a avaliacdo da respiracdo. A sepse induz uma resposta de biogénese em que o nimero, a
massa e/ou a funcdo mitocondrial aumentam apds a fase inicial da sepse (Singer, 2014).
Potenciais intervencdes que revertam ou previnam as alteracfes da funcdo mitocondrial séo

relevantes na SEePSE.
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8 CONCLUSAO

Nossos estudos revelaram que a tolerancia ao lipopolissacarideo ndo modificou as
quantidades de UCP-1, UCP-2 e UCP-3, ou seja, ndo apresentou influéncia sobre o
desacoplamento mitocondrial. O aumento da UCP-1 observado apds estimulo séptico é
essencial para melhor regulacdo térmica para combater o processo infeccioso. A reducéo das
proteinas desacopladoras UCP-2 e UCP-3 podem ser explicadas como mecanismo
compensatério ao deficit de producdo de ATP observado durante a sepse. N0ssos ensaios
revelaram que a tolerancia néo foi capaz de proteger contra o desacoplamento mitocondrial da

sepse.

A quantificacdo de mitocdndrias por célula, atraves do DNA mitocondrial, ndo revelou
diferencas significativas entre os grupos e a avaliacdo da respiracdo mitocondrial revelou
reducdo do estado basal de consumo de oxigénio em animais submetidos a sepse.
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