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RESUMO

A febre é o aumento da temperatura corporal que ocorre principalmente como
resposta a infecgao ou inflamacéao. O lipopolissacarideo (LPS) é o principal pirégeno
exdgeno utilizado no modelo de febre experimental. As respostas imunoldgicas
desencadeadas pela febre sdo seguidas de alteragbes metabdlicas, gerando
mudangas no fluxo metabdlico, no equilibrio redox e na abundéancia de metabdlitos.
Estudo recente realizado por nosso grupo identificou aumento na expressdo do
transportador de piruvato mitocondrial (MPC-1) apds estimulo com LPS, indicando
participacao do piruvato na resposta febril e, possivelmente, na producao de espécies
reativas de oxigénio (ERO). O complexo MPC é responsavel pela entrada do piruvato
na matriz mitocondrial. Neste estudo investigou-se o efeito da inibicdo farmacolégica
da MPC-1 por meio do inibidor UK-5099, na febre induzida por LPS e as alteragdes
metabdlicas causadas por esse estimulo em mitocdndrias hipotalamicas, por meio da
respirometria de alta resolugéo. Os resultados obtidos sugerem que, na febre induzida
por LPS, ha aumento da atividade mitocondrial, o que justifica 0 aumento da MPC-1,
possivelmente como uma tentativa de compensar a falta de ATP. Além disso, o
aumento do fluxo de elétrons mitocondrial possibilita a maior geragdo de ERO. A
inibicdo da temperatura corporal pelo tratamento com UK-5099 pode decorrer da
diminuicdo da producgédo de ERO, por minimizar a entrada de piruvato na matriz e a
atividade da cadeia transportadora de elétrons. Estudos complementares encontram-

se em andamento para confirmar essa hipétese.

Palavras-chave: febre, LPS, MPC, UK-5099.



ABSTRACT

Fever is the increase in body temperature that occurs primarily as a response
to infection or inflammation. Lipopolysaccharide (LPS) is the main exogenous pyrogen
used in the experimental fever model. The immunological responses triggered by fever
are followed by metabolic changes, generating changes in metabolic flux, redox
balance and abundance of metabolites. A recent study by our group identified
increased expression of the mitochondrial pyruvate transporter (MPC-1) after
stimulation with LPS, indicating the participation of pyruvate in the febrile response and
possibly in the production of reactive oxygen species (ROS). The MPC complex is
responsible for the entry of pyruvate into the mitochondrial matrix. In this study we
investigated the effect of pharmacological inhibition of MPC-1 by the inhibitor UK-5099
on LPS-induced fever and the metabolic changes caused by this stimulus in
hypothalamic mitochondria through high-resolution respirometry. The results obtained
suggest that, in LPS-induced fever, there is an increase in mitochondrial activity, which
justifies the increase of MPC-1, possibly as an attempt to compensate for the lack of
ATP. In addition, the increase of the mitochondrial electron flow allows the greater
generation of ROS. Inhibition of body temperature by treatment with UK-5099 may
occur from decreased ROS production, by minimizing the entry of pyruvate into the
matrix and the activity of the electron transport chain. Complementary studies are
under way to confirm this hypothesis.

Keywords: fever, LPS, MPC, UK-5099.
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1. INTRODUCAO

A febre é o aumento controlado da temperatura corporal, comum em quadros
inflamatérios e infecciosos, decorrente de alteragbes hipotalamicas (ROTH;
BLATTEIS, 2014). A principal regido responsavel pelo controle da termorregulacéo e
da febre é a area pré-optica do hipotalamo anterior (APOHA) (ZAMPRONIO;
SOARES; SOUZA, 2015; ZHAO et al., 2017). A elevacédo da temperatura corporal
relacionada com a febre ocorre por mecanismos multifatoriais, envolvendo a redugao
da perda de calor por meio de vasoconstricao periférica e diminuicdo da sudorese,
assim como o aumento na termogénese, associada ou ndo a tremores (EVANS;
REPASKY; FISHER, 2015).

O principal pirégeno utilizado no modelo de febre experimental é o
lipopolissacarideo (LPS), importante constituinte da membrana externa de bactérias
gram-negativas (IANARO; TERSIGNI; D’ACQUISTO, 2009; ZAMPRONIO; SOARES;
SOUZA, 2015). O LPS estimula receptores do tipo ftoll-like receptors (TLR) em
diversos tipos celulares (macréfagos, adipécitos, células de Kupffer e micrdglia),
aumentando a producgao e liberagdo de mediadores inflamatérios que atuam na
APOHA, para induzir a febre (ZAMPRONIO; SOARES; SOUZA, 2015). Além disso,
com a ativagdo do TLR-4, os macréfagos produzem citocinas pro-inflamatérias e
ativam a (glicdlise aerébia para gerar trifosfato de adenosina (ATP),
independentemente da fosforilagdo oxidativa mitocondrial (KABAT; PEARCE, 2017).

A geracdo de ATP através da fosforilagdo oxidativa é a principal fungcéo das
mitocéndrias. Entretanto, intermediarios do ciclo do acido citrico tém sido descritos por
atuacdo como moléculas de sinalizagdo envolvidas também na regulagdo da
angiogénese, cancer e inflamagao (MILLS; KELLY; O’NEILL, 2017).

Estudos apontam que apo6s a administragcao de LPS ha aumento da glicdlise,
mas diminuicdo da fosforilagdo oxidativa, indicando dano mitocondrial. Essas
mitocdndrias danificadas podem gerar maior numero de espécies reativas de oxigénio
(ERO). Ha demonstracées de que as ERO podem atuar como sinalizadoras para
ativar a produgéao de citocinas proé-inflamatérias, favorecendo o processo inflamatorio
(KABAT; PEARCE, 2017).

Um importante carreador mitocondrial € a proteina carreadora de piruvato

mitocondrial (MPC), responsavel por transportar o piruvato do espago intermembranar



para a matriz mitocondrial. O piruvato possui papel significativo na regulagao
metabdlica por ser o produto da glicélise e um importante substrato para o ciclo do
acido citrico. Dessa forma, sua modulagdo afeta direta ou indiretamente o
metabolismo da glicose, lipidios e/ou aminoacidos (VACANTI et al., 2014).

Dados de analise neuroprotedmica obtidos em nosso laboratério demonstraram
que ha aumento significativo na abundancia da MPC-1 no tecido hipotalamico de
animais com febre induzida por LPS em relagé&o a animais controle (FIRMINO et al.,
2018). Esses achados podem sugerir que o aumento da expressdo de MPC-1, além
da regulacéo negativa da glicolise, pode ser resposta compensatdria na tentativa de
manter a producdo de energia mitocondrial, balangco de neurotransmissores e

regulagdo da homeostase da temperatura corporal.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Termorregulagao

Na manutencdo da homeostase, o controle da temperatura corporal € um fator
de grande importancia para garantir a fun¢ao celular e a sobrevivéncia do organismo
(MORRISON, 2016a). O sistema de termorregulagao é responsavel pela manutengao
da temperatura interna do organismo (TAN; KNIGHT, 2018).

A rede neural do sistema termorregulatério € capaz de controlar
constantemente as mudangas de temperatura corporal por meio do acionamento de
diferentes respostas efetoras que aumentam a produgdo ou dissipagcdo do calor
(EVANS; REPASKY; FISHER, 2015). Este sistema de manutencéo é essencial, pois
um desvio significativo da temperatura corporal pode afetar de forma prejudicial o
metabolismo celular (ZHAO et al., 2017).

O hipotalamo é o coordenador central de integracdo da termorregulagao e a
regido de maior importancia para o controle da temperatura € a APOHA (TANSEY;
JOHNSON, 2015). Os neurbénios da APOHA sao capazes de detectar mudancgas
locais de temperatura por meio do fluxo sanguineo e em seguida ativar respostas
termorreguladoras especificas para manutencdo de uma temperatura constante
(BARTFAI; CONTI, 2010). Estudos acrescentam que a partir de termorreceptores
periféricos e centrais (pele, visceras, medula espinhal e cérebro) ha indugdo da

atividade termorreguladora. Dessa forma, por se tratar de uma rede de integracéo,



muitas células da APOHA s&o capazes de vincular informagdes térmicas periféricas e
centrais (TAN; KNIGHT, 2018; TANSEY; JOHNSON, 2015).

A atuacao do hipotalamo é fundamentalmente integrativa, pois reune uma série
de informagdes sensoriais e compara essas entradas com temperaturas de referéncia
(ponto de equilibrio) da temperatura corporal. Em seguida, o hipotadlamo ativa
respostas autondmicas, enddcrinas e comportamentais para preservagao da
homeostase (SAPER; LOWELL, 2014).

Os neurédnios hipotaldamicos presentes na APOHA podem ser diferenciados em
sensiveis ao calor, ao frio ou insensiveis a temperatura. Os neurbnios ativados pelo
calor reduzem a atividade de neurbnios ativados pelo frio, com respostas voltadas a
liberagao de calor e resfriamento corporal. Ja os neurdnios sensiveis ao frio, além de
reduzirem a atividade de neurbnios sensiveis ao calor, ativam mecanismos de
termogénese e conservacao de calor (ZHAO et al., 2017). Assim, sdo quatro as
principais respostas fisioldgicas para a manutengao da temperatura: termogénese do
tecido adiposo marrom (TAM), controle do fluxo sanguineo, tremores e resfriamento
evaporativo (TAN; KNIGHT, 2018).

2.2.Febre

Em humanos, a temperatura corporal tem seu valor normal em torno de 37 °C.
Um aumento similarmente pequeno na temperatura (1-4 °C) ja pode ser caracterizado
como febre (BARTFAI; CONTI, 2010). A febre € o aumento controlado da temperatura
corporal que ocorre comumente como consequéncia a infecgao ou inflamacgao, nao
excluindo seu envolvimento em causas néo infecciosas (BLOMQVIST; ENGBLOM,
2018; ROTH; BLATTEIS, 2014; TAN; KNIGHT, 2018).

A febre é considerada uma resposta integrada capaz de envolver a ativagao de
processos relacionados a produgao e conservagao de calor e a inibicdo da perda de
calor. Para isso, o sistema imune inato e o circuito neuronal (central e periférico)
devem ser bem coordenados e integrados (EVANS; REPASKY; FISHER, 2015;
ZAMPRONIO; SOARES; SOUZA, 2015).

Pirogenos sdo substéncias com capacidade de induzir a febre e podem ser
diferenciados em pirégenos enddgenos e exdgenos. Assim, a febre pode ocorrer
mesmo diante de diferentes estimulos (bactérias, virus, emocionais ou trauma)

(BARTFAI; CONTI, 2010). O envio de informagdes pirogénicas da periferia para o



cérebro acontece por mecanismos neuronais e humorais. Essas vias estao envolvidas
na génese das fases precoces (via neural) e tardias (via humoral) da resposta febril
(ROTH; BLATTEIS, 2014). Dessa forma, o sistema que transmite informacdes
inflamatorias por meio de mediadores no sangue € a chamada via humoral da febre.
Porém, mesmo na auséncia de mediadores circulantes, as informacbdes sao
transmitidas através da via de sinalizagao neural (RUMMEL, 2016).

A detecgao imune da infecgdo comega com a ligagao de padrées moleculares
associados a patogenos (PAMP) a receptores de reconhecimento de patdgenos,
como os TLR, encontrados em células imunoldgicas circulantes ou residentes
(EVANS; REPASKY; FISHER, 2015; HARDEN et al., 2015). Os TLR podem ativar
cascatas de transdugdo de sinal em células imunes, estimulando a sintese de
citocinas dependentes do fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB), incluindo a
interleucina-1 (IL-1), fator de necrose tumoral (TNF) e interleucina-6 (IL-6) (BARTFAI;
CONTI, 2010; ZAMPRONIO; SOARES; SOUZA, 2015). Essas citocinas séao
transportadas pelo sangue ao encontro de receptores especificos nas células
endoteliais hipotalamicas. Com essa estimulagdo, ocorre a indugcdo da enzima
ciclooxigenase-2 (COX-2), enzima responsavel pela oxidagao do acido araquiddnico,
presente na membrana plasmatica, em prostaglandina E2 (PGE2), gerando a resposta
febril (ROTH; BLATTEIS, 2014; EVANS; REPASKY; FISHER, 2015).

A PGE:2 produzida pelas células endoteliais hipotalamicas atua em receptores
EPs presentes na APOHA para provocar elevagao da temperatura corporal por afetar
o ponto de equilibrio da temperatura (BARTFAI; CONTI, 2010; SAPER; LOWELL,
2014). A PGE:2 é capaz de diminuir a taxa de disparo dos neuronios sensiveis ao calor
(diminuindo a perda de calor, a vasoconstricdo e a sudorese), o que resulta em
aumento da temperatura corporal e consequente geracédo da febre. Assim, a PGE:2
ativando receptores EP3 na APOHA é o mediador final da febre (Figura 1)
(MACKOWIAK; BOULANT, 1996; WALTER et al., 2016; BLOMQVIST; ENGBLOM,
2018). Com a ativagao do receptor EP3 ha indugao de liberagao de noradrenalina pelo
sistema nervoso simpatico. A noradrenalina promove a elevagao da temperatura
corporal aumentando a termogénese no TAM e induzindo a vasoconstricdo (MENGA
et al., 2018).
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Figura 1: Mecanismo de geragéo da febre induzida por pirégenos na APOHA. A ativagéo de receptores
do tipo TLR por LPS ativam a liberagdo de citocinas pré-inflamatérias, que, na area pré-optica do
hipotalamo, aumentam a expressao de COX-2 endotelial. Com isso ha aumento da producéo de PGE_2,
que sera reconhecido por receptores EP3 nos neurdnios hipotalamicos, desencadeando a resposta
febril. Adaptado de: EVANS, REPASKY e FISHER, 2015.

Na presenca de pirogenos exogenos ou enddégenos ha aumento do valor do
ponto de equilibrio termorregulatério. Com isso, o organismo ativa estratégias para
alcancar sua nova temperatura de referéncia. A elevagao da temperatura corporal
ocorre por aumento na taxa de producgéo de calor (termogénese com e/ou sem tremor)
e ativacao da retengéo de calor (ROTH; BLATTEIS, 2014).

2.2.1. Mecanismos de producgao e retengao de calor

Apos acédo da PGE:2 nos receptores EP3 no hipotalamo, ha manutencao da
resposta febril por efetores termorreguladores. Os principais s&o 0s vasos sanguineos



(vasoconstricdo para controle da perda de calor), musculos esqueléticos
(termogénese por tremor) e o TAM (termogénese independente de tremores).

O processo de termogénese sem tremores acontece no TAM, orgao
especializado para a geragao de calor, e contribui para a manutengéo da temperatura
corporal (TANSEY; JOHNSON, 2015). A termogénese ocorre como consequéncia da
incapacidade de geracdo de ATP mitocondrial e de sua utilizagdo (MORRISON,
2016b). O TAM é um tecido rico em mitocdndrias, que, especificamente, possuem
grande quantidade de proteina desacopladora 1 (UCP-1), que permitem a geragéo de
calor por dissociagao da energia resultante da cadeia transportadora de elétrons
(CTE) para formacao de ATP (TUPONE; MADDEN; MORRISON, 2014).

A energia obtida da transferéncia de elétrons pela cadeia transportadora é
conservada em um gradiente eletroquimico de prétons no espago intermembranar
mitocondrial. Essa energia impulsiona a produ¢ao de ATP. Contudo, na presenca de
um desacoplador, como a UCP-1, o gradiente de concentracgéo € desfeito (vazamento
de protons), gerando calor e inibindo a sintese de ATP, favorecendo a formacéo de
ERO (Figura 2).(BERRY et al., 2018; MENGA et al., 2018).
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Figura 2: Geragao de calor por dissociagdo da energia mitocondrial. A energia conservada no gradiente
eletroquimico impulsiona a sintese de ATP pela ATP-sintase. Nas mitocondrias do TAM, a UCP-1
converte a energia obtida da cadeia transportadora de elétrons em calor. Com a diminui¢do do
gradiente de prétons, a ATP-sintase se desacopla, diminuindo a producdo de ATP. Adaptado de:
ARDEN e RAMSEY, 2015.



O TAM possui receptores 33 adrenérgicos que s&o ativados apds interagédo com
as catecolaminas (noradrenalina, adrenalina e dopamina). Apds a indugao da resposta
febril ha aumento da liberagdo de noradrenalina, que interagindo com os receptores
do TAM ira aumentar a ativacdo da UCP-1, elevando a temperatura corporal na febre
(TANSEY; JOHNSON, 2015).

Em situagbes fisioldgicas normais, neurénios da APOHA regulam de forma
inibitoria a ativacdo do TAM. Na febre, quando ha ligagbes de PGE2 em seu receptor
EPs no hipotalamo, neurdnios sensiveis ao calor sdo inibidos. Assim, com a inibigdo
dos neurdnios que impedem a atividade do TAM, dar-se-a inicio ao processo de
termogénese (TUPONE; MADDEN; MORRISON, 2014).

2.2.2. Febre experimental com uso de pirbgenos exogenos

No modelo de febre experimental, a febre pode ser induzida com a
administracdo de PAMP exdgenos. O principal pirdbgeno utilizado é o LPS,
componente da membrana externa da parede celular de bactérias gram-negativas.
Grande numero de estudos de febre utiliza esse modelo (EVANS; REPASKY;
FISHER, 2015; RUMMEL, 2016).

O LPS é reconhecido por receptores TLR-4, presentes em células imunitarias
(macrofagos, células dendriticas, micréglia). Os receptores TLR sao proteinas
transmembranares, em que a porcdo extracelular reconhece o PAMP e a porcao
intracelular ativa cascatas de transdugdo de sinal (ROTH; BLATTEIS, 2014). A
ativagao desse receptor resulta na liberagéo de citocinas inflamatodrias que atuaréo na
APOHA aumentando a expressao de COX-2 e consequentemente a producido de
PGE2 (ZAMPRONIO; SOARES; SOUZA, 2015). Dados apontam que a resposta
inflamatoria provocada pelo LPS também regula o metabolismo celular (KABAT;
PEARCE, 2017).

2.2.3. Perfil metabdlico durante a febre
A estimulagdo imunologica induzida pela febre acompanha alteragdes

metabdlicas com reprogramacao mitocondrial (MENGA et al., 2018). Durante estado

inflamatdrio ou infeccioso, a sinalizacao inata provocada pelos PAMP induz mudancas



no fluxo metabdlico, no equilibrio redox e na abundéancia de metabdlitos (SANCHO;
ENAMORADO; GARAUDE, 2017).

As mitocdndrias sdo organelas celulares de membrana dupla (externa e
interna) que s&o responsaveis em fornecer energia a célula em forma de ATP pela
fosforilagdo oxidativa, manutencao do estado redox (produgdo de ERO), conduzir a
termogénese e controlar a morte celular por apoptose (HILL; SATARANATARAJAN;
VAN REMMEN, 2018; TRIPODI et al., 2018). Tendo em vista tamanha importancia da
funcédo mitocondrial na manutengcdo da homeostase, estudos demonstram que células
com mitocéndrias disfuncionais sé&o incapazes de gerar ATP suficiente a partir da
fosforilagao oxidativa, e entdo buscam alternativas, como aumento da glicdlise, para
suprir a demanda energética (LI et al., 2017).

Estudos recentes identificaram que, apds estresse térmico, houve diminui¢cao
da fosforilagdo oxidativa (diminuigdo da producdo de ATP), além do aumento da
glicdlise e formacado de ERO (MENGA et al., 2018; NAPA et al., 2017). A glicdlise
aerobica serve de estratégia porque fornece rapida produgéo de ATP. O dinucleotideo
de nicotinamida e adenina (NADH) e o piruvato, produzidos pela glicolise, sao
estimuladores essenciais do ciclo do acido citrico, que compreende a conversao de
carboidratos, proteinas e lipidios em compostos de alta energia como o NADH e o
dinucleotideo de flavina e adenina (FADH2) (DJAFARZADEH; JAKOB, 2017; MENGA
et al., 2018; MILLS; KELLY; O’'NEILL, 2017).

Na célula, a principal fonte de ATP é a fosforilagdo oxidativa mitocondrial, que
por meio da CTE realiza a transferéncia de elétrons de substratos reduzidos (NADH e
FADH?2) para o oxigénio molecular (DIAS et al., 2018). A CTE, localizada na membrana
mitocondrial interna, é formada por quatro complexos enzimaticos responsaveis pela
transferéncia de elétrons (complexos de | a IV), dois transportadores de elétrons
(ubiquinona/coenzima Q e citocromo C) e o sistema de fosforilagdo (ATP-sintase ou
complexo V) (SANCHO; ENAMORADO; GARAUDE, 2017; SCHOPF et al., 2016).

A passagem de elétrons do complexo | ao IV é associada ao fluxo de prétons
que fluem da matriz mitocondrial para o espaco intermembranar, resultando na
geragédo de um gradiente eletroquimico (forga proéton-motriz) ao longo da membrana
interna mitocondrial (DJAFARZADEH; JAKOB, 2017). Quando a forga proton-motriz €
alta, o funcionamento da CTE ocorre de forma mais lenta conforme o bombeamento
de protons necessita de maior forga eletroquimica (BERRY et al., 2018). A forga

préton-motriz € necessaria para a sintese de ATP, pois a ATP-sintase transporta ions



de hidrogénio de volta a matriz mitocondrial associada a geragao de ATP
(DJAFARZADEH; JAKOB, 2017).

Entretanto, pequenos desequilibrios metabdlicos podem gerar diferengas
significativas no sistema mitocondrial (PESTA; GNAIGER, 2012). No desacoplamento
mitocondrial ha vazamento de prétons e dissipacédo do gradiente, o que impossibilita
a acao da ATP-sintase (fosforilagdo oxidativa) e favorece a producgédo de calor e
formacao de ERO (BERRY et al., 2018). Ou seja, sem o gradiente eletroquimico, ha
inibicdo da fosforilagdo oxidativa mesmo com o bom funcionamento da CTE
(SANCHO; ENAMORADO; GARAUDE, 2017). O resultado da diminuigcdo da
fosforilagdo oxidativa € o aumento da glicélise a fim de compensar a falha energética,
com consequente estimulo da CTE (KABAT; PEARCE, 2017). A maior atividade da
CTE pode aumentar a probabilidade de produgcdo de ERO, por haver aumento na
quantidade de elétrons fluindo pelos complexos (BERRY et al., 2018).

A producgao de ERO mitocondrial acontece principalmente nos complexos | e Il
da CTE (BERRY et al., 2018; FIGUEIRA et al., 2013) e pode ter papel protetor durante
ainflamagéo (MILLS; KELLY; O'NEILL, 2017). Entretanto, quando a produgéo de ERO
(principalmente anions superdxido e peroxido de hidrogénio) € maior que sua
eliminacdo por sistemas antioxidantes endogenos, ocorre o estresse oxidativo,
causador de dano celular (Figura 3) (BIGARELLA; LIANG; GHAFFARI, 2014).

Mitocondria

Interior da membrana

NADH  NAD* ADP+P, ¥ ATP

@ Matriz

Figura 3: Cadeia transportadora de elétrons e ATP-sintase. Formacéao do gradiente eletroquimico e
ERO a partir da CTE. Adaptado de: BIGARELLA; LIANG; GHAFFARI, 2014.
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Pesquisas demonstram a relacédo entre a producdo de ERO mitocondrial € a
liberagao de citocinas pré-inflamatérias (NAIK; DIXIT, 2011). Foi analisado que, ap6s
inibicdo da produgdo de ERO houve diminuigdo da liberacdo de fatores pro-
inflamatorios (MENGA et al., 2018). Ainda, nosso grupo demonstrou recentemente
que durante a febre induzida por LPS ha aumento de ERO no hipotalamo, TAM e
figado de ratos, sugerindo papel inflamatério durante estresse oxidativo (GOMES et
al., 2018). Igualmente, um estudo recente relatou que a estimulag&o celular com LPS
resultou em aumento significativo na respiragdo mitocondrial, reduzindo a produgéo
de ATP e aumentando a geragao de ERO (NAPA et al., 2017).

2.3.Carreador de piruvato mitocondrial 1 (MPC-1)

Como discutido anteriormente, o aumento da temperatura ocasiona diminui¢ao
da fosforilagdo oxidativa e consequente aumento da glicolise para fornecimento de
energia, que pode ocorrer por disfungdo mitocondrial (MENGA et al., 2018; ZHONG
et al., 2015). Esse processo de quebra da molécula de glicose, glicdlise, tem como
produto final a formagao de ATP e piruvato, principal insumo do ciclo do acido citrico
(GRAY; TOMPKINS; TAYLOR, 2014). Sendo assim, o aumento da glicdlise gera,
consequentemente, maiores quantidades de piruvato. Com o aumento da oferta de
substrato ha aumento na taxa de respiracdo mitocondrial, 0 que retarda o fluxo da
CTE (por saturacdo), possibilitando o escape de elétrons e posterior formagao de
ERO.

Estudo recente realizado por nosso grupo identificou aumento na expressao do
transportador de piruvato mitocondrial-1 (MPC-1) apés estimulo com LPS, indicando
a participacédo deste substrato na resposta febril e, possivelmente, na produgao de
ERO (FIRMINO et al., 2018).

A molécula de piruvato difunde-se livremente por poros ndo seletivos na
membrana externa mitocondrial, mas por ser uma molécula carregada, requer um
transportador especifico para passar do espago intermembranar para a matriz
mitocondrial, o complexo MPC (GRAY et al., 2015; QUANSAH et al., 2018). Apos a
entrada na matriz mitocondrial, o piruvato é oxidado em acetil-coA e posteriormente
em dioxido de carbono (CO2) mediante o ciclo do &cido citrico. A energia criada por

essa transformacéo produz os equivalentes redutores NADH e FADH2, necessarios
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para a geragdao da forga préton-motriz e producdo de ATP na CTE (GRAY;
TOMPKINS; TAYLOR, 2014; MCCOMMIS; FINCK, 2016). Por esse motivo, o piruvato
€ considerado responsavel por conectar a via glicolitica ao ciclo do acido citrico, sendo
um componente importante da fosforilagdo oxidativa (ZHONG et al., 2015) (Figura
4).
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Figura 4: Entrada do piruvato na matriz mitocondrial. A quebra da molécula de glicose no citoplasma
resulta na formacao de piruvato, ATP e NADH. Com o auxilio da MPC, o piruvato é capaz de entrar na
matriz mitocondrial para ser oxidado em acetil-coA e participar do ciclo do acido citrico. Esse processo
gera NADH e FADH:, substratos para a cadeia transportadora de elétrons, necesséarios para a
fosforilagao oxidativa e produgao de ATP. O inibidor de MPC, UK-5099, inibe o transporte de piruvato
para a matriz mitocondrial. GLUT, transportador de glicose; MPC, carreador de piruvato mitocondrial;
CTE, cadeia transportadora de elétrons. Adaptado de: DIVAKARUNI, A. S. et al, 2017.

O inibidor padrao ouro do transporte de piruvato mitocondrial € o UK-5099
(MCCOMMIS; FINCK, 2016). Estudos analisando o efeito do UK-5099 o definem como
potente inibidor especifico de MPC, capaz de diminuir o transporte de piruvato por

causar modificagbes estruturais na proteina transportadora (CORBET, 2018).
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Pesquisas recentes apontam que o tratamento de células com o UK-5099 diminui a
concentracdo de piruvato nas mitocéndrias, atenua a fosforilagcdo oxidativa
mitocondrial e reduz a producdo de ATP e o potencial de membrana (ZHONG et al.,
2015; ZOU et al., 2019), sem causar a morte celular (DIVAKARUNI et al., 2017).

2.4.Respirometria de alta resolucao

A analise respirométrica fornece diversas informagdes relacionadas ao
funcionamento mitocondrial, entre elas, atividades enzimaticas mitocondriais
(incluindo ciclo do acido citrico), dos complexos respiratérios, transferéncia de elétrons
e geracdo de ATP (SCHOPF et al., 2016). A respirometria de alta resolug&o possibilita
medi¢cdes com alta precisdo, resolugdo e sensibilidade do consumo de oxigénio
mitocondrial viabilizando o registro instantdneo das taxas de consumo de O2 (DIAS
et al.,, 2018; DJAFARZADEH; JAKOB, 2017). A técnica tem por principio o
acompanhamento da concentragdo de oxigénio associado ao consumo metabdlico
(fluxo de oxigénio) pela amostra ao longo do tempo (PESTA; GNAIGER, 2012).

A avaliacdo dos complexos mitocondriais se da por meio da adicdo de
substratos (piruvato, malato, succinato, glutamato, ADP e outros), inibidores
(rotenona, antimicina A e oligomicina) e desacopladores, como o carbonil cianeto 4-
(trifluorometoxi) fenil-hidrazona (FCCP), que sdo metabolizados na mitocdndria
(ZEIDLER et al., 2017) (Figura 5). A combinacao de substratos fisiolégicos se faz
necessaria para a reconstituicao parcial das fungdes do ciclo do acido citrico e entrada
de elétrons na CTE (MAKRECKA-KUKA; KRUMSCHNABEL; GNAIGER, 2015).
Dessa forma é possivel realizar analise da capacidade respiratéria e funcionamento

mitocondrial.
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Figura 5: Reconstituicdo da atividade mitocondrial. A adicao de substratos (piruvato, malato, succinato,
ADP e outros) fornece elétrons para os complexos mitocondriais estabelecerem o gradiente
eletroquimico. Os inibidores especificos (rotenona, antimicina A e oligomicina) inibem essa passagem.
Na presencga de um desacoplador (FCCP), ha vazamento de prétons para a matriz, desfazendo a forga
préton-motriz necessaria para a producao de ATP. EIM, espaco intermembranar; MM, membrana
mitocondrial interna. Adaptado de: WALHEIM; WISNIEWSKI; JASTROCH, 2018.

A proposta deste trabalho foi, entdo, analisar a participacdo da MPC-1 na
resposta febril in vivo utilizando o inibidor UK-5099 e verificar possiveis alteracdes na
resposta mitocondrial com o estimulo febril pela técnica de respirometria de alta
resolucdo. Com a inibicao do transporte, espera-se reducido da atividade da CTE e

consequente diminuigdo de ERO, resultando em inibigao da resposta febril.
3. JUSTIFICATIVA

Estudos recentes demonstraram, a partir de analise protedmica do tecido
hipotalamico, que durante a febre induzida por LPS, juntamente com a ativacédo de
vias inflamatdrias, ocorrem modificacdes no perfil metabdlico celular, especialmente
na quantidade de proteinas associadas a glicolise e ao ciclo do acido citrico (FIRMINO
et al., 2018).
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Uma das proteinas identificadas como potencial alvo terapéutico foi a MPC-1.
Essa proteina foi selecionada para o presente estudo por ser encontrada na
membrana mitocondrial, por apresentar aumento na abundéncia (fold change =21.5)
apds administracdo de LPS, por ndo ter participagdo na febre descrita na literatura e
pelo fato de existir inibidor especifico (UK-5099) comercialmente disponivel, que

permite fazer a validagéo farmacolégica.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

¢ Investigar como alteragbes metabdlicas mitocondriais contribuem para a

génese e manutengao da febre.

4.2.Objetivos especificos

¢ Realizar analise funcional com utilizagdo de inibidor especifico em
condigdes febris a fim de explorar o envolvimento do transportador na

febre;

o Verificar alteragbes no perfil metabdlico em ratos febris por avaliagdo

respiromeétrica.

5. METODOLOGIA

5.1. Animais

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus), variedade Wistar, machos e fémeas,
pesando entre 180 e 200 g, fornecidos pelo Biotério do Instituto de Biologia (IB) da
Universidade de Brasilia (UnB). Os animais foram mantidos em ambiente com
temperatura de 27 + 1 °C, sob um ciclo claro-escuro de 12 h, com livre acesso a ragao
e agua. Os protocolos para uso de animais foram aprovados pela CEUA da UnB
(Protocolo 99/2017) (anexo I).
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5.2.Cirurgia para implante de canula intracerebroventricular (icv)

Anteriormente a cirurgia, as canulas foram feitas a partir da agulha BD-7, com
calibre 22G (0,7 mm de didmetro externo e 10 mm de comprimento) de ago inoxidavel
e, em seguida, foram esterilizadas.

Os ratos foram anestesiados com cetamina (60 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg)
intraperitoneal. Em seguida, colocados em aparelho estereotaxico e imobilizados.
Apéds imobilizagao, receberam injecao local subcutanea de lidocaina 2% e fenilefrina
0,04%. Seguindo protocolo padréao, o bregma foi localizado como ponto de referéncia
para posicionamento da canula e seguida perfuragao do cranio para sua implantagao.
Os seguintes parametros estereotaxicos foram utilizados para a perfuragéo do cranio
para a implantacado da canula icv: -1,5 mm antero-posterior e -1,6 mm lateralmente ao
bregma, sendo a inclinagéo da barra incisal de -2,5 mm.

As céanulas entdo foram colocadas no tecido cerebral dos animais, com
coordenada ventral de -2,5 mm abaixo da superficie craniana. Para a fixagao das
canulas foi utilizada protese de acrilico auto-polimerizavel com o auxilio de dois
parafusos na calota craniana.

Logo apds a cirurgia de implante de cénulas no ventriculo lateral dos animais
e, ainda sob o mesmo procedimento anestésico, foi realizada a cirurgia para o

implante de transmissores de afericao de temperatura.

5.3.Cirurgia para implante de transmissores

Sob efeito anestésico da cirurgia icv, apos a tricotomia e assepsia da pele, foi
feita uma incisdo de aproximadamente 2 cm na pele e musculos peritonais para inserir
o transmissor, previamente lavado com solucéo salina estéril, na cavidade peritoneal.

Em seguida, os musculos e a pele foram suturados separadamente
5.4.Mensuragao da temperatura corporal dos ratos
O processo de afericdo da temperatura corporal foi realizado por transmissores

implantados na cavidade peritoneal, como ja descrito. A temperatura corporal foi

registrada em intervalos de 15 min, com inicio 1,5 h antes dos experimentos,
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prosseguindo até 5 horas apdés injecao de LPS. Os animais permaneceram na sala de
experimentagao, com temperatura controlada, por pelo menos 12 h antes do inicio
dos experimentos. O procedimento experimental foi realizado dentro da zona
termoneutra para ratos, ou seja, temperatura ambiente controlada a 27 + 1°C
(GORDON, 1990). A temperatura basal de cada animal foi determinada pela média
de seis medi¢des anteriores a qualquer tratamento. Em seguida, cada animal foi

decapitado para a dissecc¢ao do hipotalamo.

5.5.Validagao farmacolégica

Os animais foram separados aleatoriamente em 4 grupos (veiculo/salina,
veiculo/LPS, UK-5099/salina e UK-5099/LPS). Para investigar o efeito da inibicdo da
MPC-1 com o UK-5099 sobre a temperatura de ratos, esta droga foi administrada por
via intracerebroventricular (icv) na dose de 1,0 ug/rato, diluida em tween 80 1% em
salina. A dose do UK-5099 foi baseada em estudos pilotos realizados por nosso grupo.

Apo6s 30 minutos do tratamento, os animais receberam inje¢ao intravenosa de
LPS (5 pg/kg) ou seu veiculo (salina 0,9%, 2 mL/kg). As temperaturas corporais foram
aferidas durante 5 horas. Em seguida, os animais foram decapitados para a
dissecacao do hipotalamo e os transmissores retirados da cavidade peritoneal para

posterior leitura.

5.6. Respirometria de alta resolugéo

Uma semana antes do experimento de oximetria, foi realizada a cirurgia para
implante dos transmissores e mensuragao da temperatura corporal como descrito no
item 5.3. e 5.4.

A eutanasia dos animais foi realizada apds 2,5 h da injeg&o intravenosa de LPS
ou de seu veiculo, momento de identificacdo do primeiro pico febril. Foi feita
dissecagdao do hipotalamo seguida de homogeneizacdo em tampao de sacarose
(sacarose 0,32 M, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, tris-HCI 10 mM, pH 7,4) resfriado. Para
que ndo houvesse lesdo mitocondrial, a homogeneizacao foi feita gentiimente em
homogeneizador de vidro Potter-Elvehjem. Todo o procedimento foi realizado no gelo.
Uma aliquota de cada homogenato foi retirada para quantificagdo de proteinas. A

quantificacdo de proteinas foi realizada utilizando o kit Qubit® protein assay.
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A respiracao mitocondrial foi estimada por respirometria de alta resolugao com
o instrumento Oxygraph-2k (Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria). A calibragio
foi realizada com 2 mL de tampé&o respiragao alto potassio (KClI 100 mM, manitol 75
mM, sacarose 25 mM, KH2PO4 5 mM, EDTA 0,05 mM, tris-HCI 10 mM, pH 7,4)
saturado com o ar e temperatura controlada em 37 °C. O equipamento possui duas
camaras distintas e, em cada uma delas foi adicionado 30 pL de cada amostra (salina
e LPS) para analise simultanea da atividade mitocondrial. A concentragéo e o fluxo de
oxigénio foram monitorados e registrados em tempo real com o auxilio do software
DatLab 5.1 (Oroboros instruments), seguida de corregao grafica pela concentragao de
proteinas de cada amostra (KARLSSON et al., 2016).

Para analise da respiragao mitocondrial foi utilizado o protocolo SUIT (titulagéo
de substratos-desacopladores-inibidores), em que é feita adicdo de componentes
exdgenos a camara de registro (DIAS et al., 2018). Com a utilizagdo de substratos e
inibidores especificos € possivel realizar analise das fungdes respiratérias e o fluxo de
elétrons dos complexos | e Il para a ubiquinona (KARLSSON et al., 2016). A adigéo
de substratos, desacopladores e inibidores foi feita concomitantemente nas duas
camaras.

Na primeira analise do fluxo de oxigénio, para avaliagdo do estado geral da
respiragdo mitocondrial, foi feita adigdo de: piruvato (5 mM), malato (2,5 mM),
succinato (10 mM), ADP (500 uM), oligomicina (0,1 ug/mL), FCCP (0,05 uM), rotenona
(0,5 uM) e antimicina A (1 uM). Na segunda, para observar a influéncia do inibidor de
MPC-1, UK-5099, no fluxo energético, foi adicionado: piruvato (5 mM), malato (2,5
mM), ADP (500 uM), UK-5099 (1 uM) e succinato (10 mM).

5.6.1. Analise de dados

Os substratos do complexo | utilizados foram o piruvato 5 mM e malato 2,5 mM
(substratos geradores de NADH). A adigdo de succinato 10 mM ativou a cadeia
convergente, fornecendo FADH2 ao complexo Il. Assim, o estado respiratério
dependente da ATP-sintase (LEAK-CI e Il) pdde ser estimado. A adigdo de ADP 500
MM fornece o estado de capacidade de fosforilagao oxidativa (FO), por ativar esse
processo nas mitocdéndrias (MAKRECKA-KUKA; KRUMSCHNABEL; GNAIGER,
2015).
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A adicao de oligomicina 0,1 ug/mL, inibidor da ATP-sintase, permitiu analisar a
respiragcdo mitocondrial independente da produgcdo de ATP (LEAK-O). A respiragao
LEAK demonstra a respiragao relacionada ao fluxo de elétrons pela CTE necessario
para manter o potencial de membrana a fim de compensar o vazamento de prétons
(KARLSSON et al., 2016).

A titulagdo com FCCP 0,05 uM, desacoplador mitocondrial, se fez com cautela
para evitar inibicdo da respiracao celular, até saturagao de sua concentragdo. O FCCP
desfaz o potencial de membrana e a for¢ca préton-motriz, permitindo analisar a
capacidade respiratéria maxima (CRM). Por fim, a adigdo de rotenona 0,5 uyM e
antimicina A 1 uM, inibidores do complexo | e Ill respectivamente, impede qualquer
fluxo de elétrons na CTE, o que fornece uma taxa residual de consumo de oxigénio
(ROX), ou seja, consumo de oxigénio nao-mitocondrial (NAPA et al., 2017).

5.7.Analise estatistica

Os dados da validagao farmacolégica foram apresentados como média + erro
padrdao da média (EPM). As comparagdes estatisticas foram feitas por ANOVA one-
way seguida por teste de Tukey com o auxilio do programa GraphPad Prism 6.0. O
nivel de significancia a ser considerado foi de 5% (p<0,05). Porém, os dados obtidos
através da respirometria de alta resolugcéo sao representativos, ndo gerando analise

estatistica.

6. RESULTADOS

6.1.0 tratamento com inibidor da MPC-1 (UK-5099) reduz a febre em ratos

Com o objetivo de analisar o envolvimento da MPC-1 na febre induzida por LPS
foi administrado o UK-5099, inibidor do complexo MPC, na dose de 1,0 pg/rato (icv).
Apds 30 minutos do tratamento, os animais receberam inje¢cdo endovenosa de LPS (5
pg/kg) ou seu veiculo (salina 0,9%, 2 mL/kg). A afericdo da temperatura dos animais
se deu a cada 15 minutos, registrados antes dos estimulos até 5 horas depois da
administracao de LPS.

Pode ser observado na Figura 6 que os animais tratados com LPS

apresentaram resposta febril padrdo, com perfil bifasico. O aumento da temperatura
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corporal registrada no momento das injegdes se da pelo estresse causado pela
manipulacdo dos animais.

O pré-tratamento com UK-5099 na dose de 1,0 pg/rato reduziu
significativamente a febre induzida pelo LPS, com maior redugéo na primeira fase
febril (=2,5 h). Por fim, o tratamento com os dois controles negativo, vei/sal e UK-
5099/sal, ndo causou alteracao significativa da temperatura dos animais, atestando

adequacao da dose do inibidor.

'e' veilsal
39.57 B UKk 5099/sal
-@— \ei/lLPS L * 1
- I 1
39.0 =l- UK 5099/LPS
38.5 -

Temperature (°C)

Figura 6: Efeito do inibidor da MPC-1 (UK-5099) sobre a resposta febril induzida por LPS. O UK-5099
foi administrado na dose de 1 pg/rato (icv) 30 minutos antes da injecdo intravenosa de LPS (5 yg/kg)
ou seu veiculo (salina 0,9%, 2 mL/kg). Os pontos representam a média £+ EPM da temperatura corporal
(em °C) dos animais. Numero de animais por grupo (n) = 5-7 animais/grupo. * p<0,05 UK-5099/LPS
quando comparado ao grupo vei/LPS.

6.2. Atividade diferencial em mitocéndrias hipotalamicas apés administragao de
LPS

A fim de verificar a atividade mitocondrial apds estimulo febril, foi realizada
respirometria de alta resolugdo com utilizagdo do sistema Oxygraph-2k. Os animais
receberam injecao intravenosa de LPS (5 ug/kg) ou seu veiculo (salina 0,9%, 2 mL/kg)

e foram eutanasiados 2,5 h apds a administracao de LPS. Esse tempo foi escolhido
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por corresponder a primeira fase da resposta febril, momento em que também se
identificou o aumento da abundancia da MPC-1 em estudo de analise protedmica do
hipotalamo na febre (FIRMINO et al., 2018).

Os hipotalamos foram dissecados e homogeneizados com tamp&o de
sacarose, em homogeneizador Potter, para verificagdo da atividade mitocondrial
comparativa e viabilidade do UK-5099. No oximetro, a variagao de oxigénio € corrigida
pela quantidade de proteina do homogenato na cubeta. Dessa forma, uma aliquota
de cada amostra foi retirada para a quantificacdo de proteina. Assim, apds a
quantificacdo, o fluxo de oxigénio foi corrigido com as concentragbes exatas de
proteinas de cada amostra. O homogenato do hipotalamo do animal que recebeu
salina continha 26,6 mg/mL de proteinas, enquanto o homogenato do animal que
recebeu LPS continha 25,3 mg/mL de proteinas.

A variagao da temperatura corporal dos animais foi registrada e calculada pela
diferenga entre a temperatura no momento da eutanasia (2,5 h apés inje¢ao de LPS)
e a média da temperatura basal (AT = T2,5n- Toasal °C). A diferen¢a na temperatura dos
animais é apresentada na Figura 7, em que o animal que administrado com LPS
apresentou temperatura corporal elevada, quando comparado com o animal que

recebeu salina.
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Figura 7: Variagdo da temperatura corporal dos animais apos 2,5 h da administragao intravenosa de
LPS ou salina. A variacdo da temperatura corporal (AT) foi determinada pela diferenca entre a
temperatura 2,5 h apés administragédo de LPS (5 pug/Kg) ou salina (0,9%) e a média da temperatura
basal do animal (AT = T2,5n - Toasal °C).
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Foi realizada comparagdo do perfil respiratério entre homogenatos
hipotalamicos de ratos apds estimulo com LPS e grupo controle. A utilizacdo de
protocolos SUIT, com titulagdes de substratos, inibidores e desacopladores, permitiu
realizar uma analise geral do estado respiratorio dos homogenatos. Como observado
na Figura 8a, as mitocondrias estimuladas com LPS apresentaram um padrao de
resposta superior ao padrao apresentado das mitocondrias do grupo controle,
sugerindo maior atividade mitocondrial durante a febre.

Os substratos, inibidores e desacopladores foram adicionados em suas
concentragdes saturantes, permitindo a extracdo de dados de respiragao basal,
respiracao relacionada ao fluxo de elétrons pela CTE para manter o potencial de
membrana compensando o vazamento de prétons dependente (LEAK-CI e Il) e
independente (LEAK-O) da ATP-sintase, fosforilagdo oxidativa e a capacidade
respiratéria maxima. Todas as taxas foram corrigidas pela respiragéo residual (ndo
mitocondrial), garantindo que todos os valores sao referentes ao consumo de oxigénio
mitocondrial. Sendo assim, é possivel observar na Figura 8b que, a efeito
comparativo, quase todas as taxas apresentam diferengas entre os grupos. Dentre
elas, a fosforilagdo oxidativa e a capacidade respiratéria maxima foram as atividades
que mais demonstraram diferenga apds estimulo com LPS quando comparadas ao

grupo controle.
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Figura 8: Avaliagdo da fungdo mitocondrial apds administragdo de LPS. (a) Analise representativa
sugere que LPS provoca aumento da atividade mitocondrial. As setas indicam o momento da adigéao
de cada substrato/droga: piruvato 5 mM (P), malato 2,5 mM (M), succinato 10 mM (S), ADP 500 yM,
oligomicina 0,1 pg/mL (O), titulagées de FCCP 0,05 pM, rotenona 0,5 uM (R) e antimicina A 1 uM (A).
(b) Atividade mitocondrial alterada apés administracdo de LPS. A capacidade de fosforilagdo oxidativa
(FO) e a capacidade respiratéria maxima (CRM) estdo aumentadas em mitocondrias estimuladas com
LPS. Respiragdo basal (BASAL), vazamento de prétons no estado fosforilante (LEAK-CI e ),
capacidade de fosforilagdo oxidativa (FO), vazamento de protons nao-fosforilante (LEAK-O)
capacidade respiratoria maxima (CRM).

6.3. Efeito do UK-5099 sobre a atividade mitocondrial em mitocondrias

hipotalamicas

A fim de realizar analise da viabilidade e dos efeitos do UK-5099 em
preparacgdes mitocondriais, foi feita uma corrida respiratéria com titulacbes de
substratos do complexo | (piruvato e malato) seguido pelo ADP, a fim de observar a
fosforilagdo oxidativa relativa ao complexo I. Com a adicdo de UK-5099 1 uM, a
inibicdo da CTE pbde ser notada (Figura 9). Em seguida, para verificar se esta inibigao
ocorreu por inibicdo apenas do complexo |, foi adicionado succinato, substrato do
complexo Il. Como pode ser observado na figura, a adigdo do succinato promoveu
aumento do fluxo de oxigénio em ambos os grupos, sugerindo especificidade de
inibicdo do UK-5099 ao carreador de piruvato, primordial na alimentagdo do complexo

I, além de demonstrar que a dose utilizada nao inibiu a atividade respiratoria total, uma
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vez que as mitocdndrias foram capazes de reestabelecer seu fluxo normal a partir do

complexo Il.
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Figura 9: Efeito do inibidor de MPC-1 (UK-5099) sobre a atividade mitocondrial. Apds a adi¢cao de
piruvato 5 mM (P), malato 2,5 mM (M) e ADP 500 uM, o UK-5099 1 uM diminui o fluxo de oxigénio na
CTE. A volta da respiragao com a adigado de succinato 10 mM (S), substrato do complexo Il, representa

a viabilidade e inibicao especifica do UK-5099.

Por fim, fez-se analise representativa da capacidade inibitéria do UK-5099 em
cada grupo. Considerando o momento de maior taxa respiratéria apds a adi¢ao do
ADP e o de menor fluxo apds a adigao do inibidor, foi possivel elaborar um grafico de
inibicdo comparativa do UK-5099. Na Figura 10 constata-se que o UK-5099 reduziu
em 43,4% a atividade de mitocbndrias tratadas com LPS, enquanto apresentou
reducéo de 30,6% da atividade mitocondrial do grupo controle.
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Figura 10: Atividade inibitéria do UK-5099 em mitocondrias de animais tratados com LPS. Grafico
representativo demonstrando redugao no fluxo de oxigénio ap6s administragdo de UK-5099 1 uM em

mitocdndrias de animais estimulados com LPS (5 pg/kg) ou salina (0,9%).

7. DISCUSSAO

Os resultados obtidos nesse estudo forneceram uma visdo ampla do
funcionamento mitocondrial durante a febre induzida por LPS. A febre € um sintoma
comum nas doencgas inflamatérias e infecciosas, ocasionado por uma série de
respostas imunes, como a vasoconstricdo, aumento da sudorese, termogénese
relacionada ou ndo a tremores (BLOMQVIST; ENGBLOM, 2018). Por se tratar de uma
resposta imune, a febre pode ser considerada benéfica, ja que o aumento da
temperatura atrapalha a replicagdo de microrganismos (EVANS; REPASKY; FISHER,
2015). Entretanto, o aumento prolongado da temperatura se torna prejudicial,
principalmente em casos de inflamagao extrema, sendo capaz de diminuir a sobrevida
do paciente (HARDEN et al., 2015).

O controle da temperatura corporal ocorre pela integracdo de diversos
sistemas, tendo o hipotalamo como coordenador central (TANSEY; JOHNSON, 2015).
Os neurdénios hipotalamicos detectam mudangas sutis da temperatura sanguinea e, a
partir disso, desencadeiam respostas termorreguladoras para manter a homeostase
corporal (BARTFAI; CONTI, 2010). Dessa forma, tendo em vista a importancia do
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hipotalamo no controle da temperatura corporal, os experimentos e analises foram
realizados com foco no estudo da regiao hipotalamica.

O modelo de febre experimental seguido neste estudo foi com a indugao da
febre através do uso do LPS como pirdgeno exdégeno. Na literatura esse modelo ja
tém sido relatado como eficaz estimulador da resposta febril (EVANS; REPASKY;
FISHER, 2015; FIRMINO et al., 2018; GOMES et al., 2018; RUMMEL, 2016). A dose
de LPS utilizada foi capaz de gerar uma resposta moderada nos animais, com
aumento bifasico da temperatura, caracteristico da febre (ROTH; BLATTEIS, 2014).

A MPC-1, proteina de interesse deste estudo, € uma proteina de membrana
interna da mitocdndria responsavel por importar piruvato do meio intersticial para a
matriz mitocondrial (QUANSAH et al., 2018). Estudos recentes demonstraram que o
bloqueio do transporte de piruvato por delegéo (LI et al., 2017) ou inibigado (QUANSAH
et al., 2018) da MPC-1, influenciou o metabolismo celular, sugerindo,
respectivamente, diminuicao da resposta inflamatéria e promogéo de neuroprotecgéo.
Ainda, camundongos com delegao parcial de MPC-1 apresentaram alteragdes clinicas
relevantes, como menos acumulo do tecido adiposo e diminuigcdo da temperatura
corporal periférica (ZOU et al., 2018). Pouco se sabe sobre o envolvimento dessa
proteina de transporte na manutengcdo da febre, o que indica um novo alvo para
estudo.

Para analisar a participagao da MPC-1 na resposta febril in vivo, foi utilizado
um inibidor especifico, o UK-5099. A pré-administracdo de UK-5099 reduziu
significantemente a resposta febril induzida por LPS. Observou-se maior redugao de
temperatura na primeira fase febril, 0 que pode sugerir maior participagdo da MPC-1
neste primeiro momento. Em concordancia, o aumento na abundancia da MPC-1
detectado na analise protedmica do hipotalamo também foi realizado 2,5 h apds a
administracao de LPS. Sendo assim, o tempo escolhido para analise mitocondrial foi
o de 2,5 h ap6s o estimulo pirogénico.

Apés a confirmagao do envolvimento da MPC-1 na resposta febril, sentiu-se
necessidade de compreender o funcionamento mitocondrial nesse quadro clinico.
Poucos s&o os estudos que associam a febre com a reprogramag¢ao mitocondrial.
Assim, com a utilizacado de respirometria de alta resolugao, foi comparado o fluxo de
oxigénio de homogenatos hipotalamicos de animais tratados com LPS ou com salina.
O fluxo de oxigénio é gerado através do consumo de oxigénio pela quantidade da

amostra, por meio do oximetro.
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Uma grande vantagem deste método é a capacidade de detectar mudancgas
sutis em toda a CTE, o que fornece uma analise profunda das fungdes oxidativas da
mitocdndria. Isto permite que haja distingdo de alteragbes em complexos especificos
ou em toda a unidade mitocondrial (BURTSCHER et al., 2015). Neste estudo foi
demonstrado, de maneira representativa, o funcionamento mitocondrial apds estimulo
pirogénico com LPS. Taxas de respiragao basal, respiragao relacionada ao vazamento
de prétons para manter a forca proton-motriz, fosforilagdo oxidativa e a capacidade
respiratoria maxima foram identificados e comparados entre os dois grupos. A
identificacdo destes diferentes estados respiratérios permite um estudo especifico do
local em que a respiracdo mitocondrial esta sendo afetada.

Em uma primeira analise ja é possivel identificar maior atividade mitocondrial
apos estimulo febril. As mitocéndrias de animais que receberam tratamento com LPS
apresentaram perfil de resposta aos substratos de forma semelhante ao grupo
controle, porém com um fluxo de oxigénio significantemente maior. Isto sugere que
apods estimulo febril ha maior taxa de funcionamento mitocondrial.

De maneira geral, dentre os parametros analisados, as mitocondrias de animais
administrados com LPS apresentaram fluxo metabdlico maior em todos, exceto pela
respiracao basal. A diminui¢ao da respiracao basal pelas mitocondrias com LPS pode
se dar devido a maior taxa de respiragao residual apresentada por este grupo, o que
sugere aumento de mitocéndrias disfuncionais. A principal diferenga entre os grupos
se da pelo aumento da fosforilagdo oxidativa e capacidade respiratoria maxima nas
mitocondrias tratadas com LPS.

O aumento da fosforilagcdo oxidativa indica maior atividade mitocondrial para
geracgao de energia (ATP) através da oxidagdo completa da glicose a CO2 (DIAS et
al., 2018). Entretanto, essa resposta pode ser adaptada devido ao estimulo
pirogénico, ocasionado por deficiéncia fosforilativa. Estudos relatam que células
tratadas com LPS apresentaram valores fosforilativos elevados, porém com redugao
na producao de ATP (NAPA et al., 2017).

O aumento da capacidade respiratoria maxima identificado pelo grupo que
recebeu tratamento com LPS indica que, além das mitocéndrias estarem mais ativas,
ha maior fluxo de elétrons na CTE, o que pode acontecer por consequéncia da maior
concentragao de piruvato na matriz, gerando mais NADH e, consequentemente, maior

funcionamento da CTE. A atividade elevada da CTE associada a disfuncao
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mitocondrial reflete em maior deslizamento e escape de elétrons para a formacao de
ERO mitocondrial (BERRY et al., 2018).

Estudos previamente realizados declararam que, apés o estimulo com LPS, as
mitocdndrias apresentaram maior consumo de oxigénio relacionado a diminui¢do da
producao de ATP e aumento da geracdo de ERO (MENGA et al., 2018; NAPA et al.,
2017). Nosso laboratério realizou um estudo que identificou que, na febre induzida por
LPS ha aumento da formacédo de ERO no hipotalamo, TAM e figado, associando o
estresse oxidativo com a resposta febrii (GOMES et al., 2018). Os resultados
encontrados neste trabalho reforgam essa hipotese, ja que o maior consumo de
oxigénio e atividade da CTE podem ser indicadores de aumento da produ¢ao de ERO
apos tratamento com LPS, sugerindo aumento do estresse oxidativo na resposta
febril.

Por fim, apds identificagdo do envolvimento da MPC-1 na febre e analise da
diferenga mitocondrial na presencga do LPS, foi feita analise do perfil de inibigcdo do
UK-5099 para verificar a seletividade ao piruvato (substrato do complexo 1) e sua
viabilidade. A inibicdo da atividade mitocondrial apés a adicdo de UK-5099 pdde ser
restaurada apds a adi¢ao de succinato, substrato do complexo II. Esse dado sugere
que o UK-5099 funciona como potente inibidor da atividade mitocondrial, mas apenas
do complexo |, ja que com a adigdo de substratos do complexo Il o funcionamento
mitocondrial foi retomado. Esse dado propde que as mitocOndrias continuam
funcionais mesmo apds a inibicao seletiva de UK-5099, garantindo a viabilidade e
especificidade deste inibidor. Esta analise confirma os resultados encontrados na
literatura sobre o UK-5099, retratado como bloqueador do transporte de piruvato para
a matriz da mitocobndria, capaz de reduzir a fosforilagdo oxidativa mitocondrial e
consequente producéo de ATP (MARQUEZ et al., 2019; ZHONG et al., 2015; ZOU et
al., 2019).

E importante ressaltar que, para confirmar os dados obtidos na respirometria
de alta resolugcao, € necessario realizar repeticdes das mesmas analises a fim de
verificar se os resultados sédo realmente reprodutiveis e significativos.

Com estes dados foi possivel estimar a propor¢ao inibitéria do UK-5099 entre
homogenato mitocondrial hipotalamico de animais que tiveram febre induzida com
LPS e o grupo controle. Nas mesmas doses e condigdes o UK-5099 teve maior
atividade inibitoria nas mitocéndrias de animais que receberam LPS em comparagao

com o grupo controle. Sabe-se que o LPS induz aumento na expressédo da MPC-1
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hipotalamica (FIRMINO et al., 2018). Dessa forma, como ha maior quantidade de sitios
de ligacao, espera-se que ocorram mais interagdes farmaco:receptor, apesar de
manter a mesma concentragdo do inibidor. Assim é plausivel sugerir que o inibidor
especifico UK-5099 causou maior efeito inibitério no grupo LPS quando comparado a
auséncia de estimulo febril em decorréncia do aumento na quantidade da proteina

MPC-1, induzida pelo proprio estimulo com LPS.

8. CONCLUSAO

Neste trabalho, os resultados sugerem que a MPC-1 esta envolvida na resposta
febril induzida por LPS, uma vez que houve reducgao significativa da temperatura com
o tratamento dos animais com o UK-5099, inibidor da MPC-1. Como a MPC-1 &
responsavel pelo transporte de piruvato para a matriz mitocondrial, a inibicado da MPC-
1 diminui a entrada de piruvato para a mitocondria, o que gera um efeito em cascata
na atividade mitocondrial. E notavel entéo o envolvimento do metabolismo energético
para a génese da febre.

Os dados respirométricos obtidos no decorrer deste estudo apresentam uma
visdo geral sobre a fungdo mitocondrial hipotaldmica de animais tratados com LPS.
Foi possivel observar diferengcas na capacidade respiratoria nesta condicdo. Este
trabalho enfatiza a importdncia do estudo do metabolismo energético e funcéo
mitocondrial na febre induzida por LPS.

Estudos complementares s&o necessarios para confirmar os mecanismos
mitocondriais envolvidos na febre e entender como a mitocdndria pode participar da

manutencao da resposta febril.
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