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MENDES, Saulo José Figueiredo. Estudo dos mecanismos associados aos
efeitos da tioredoxina derivada de Escherichia coli na sepse. 2018. 76f. Tese
(Doutorado em Biotecnologia) — Universidade Ceuma, UniCEUMA, Maranhéo, 2018.

RESUMO

A tioredoxina (Trx) € uma proteina redox produzida por todas as espécies, desde
bactérias a humanos. Seu papel como anti-oxidante é bem conhecido, embora suas
acdes reguladoras no hospedeiro ndo estejam bem elucidadas. Em sua forma
reduzida, a Trx humana ativa o receptor de potencial transitério canénico 5 (TRPC5)
durante a inflamacédo, mas até o momento, ndo existem relatos se este receptor
pode mediar os efeitos da Trx bacteriana no hospedeiro. Ressalta-se que este
receptor pode formar complexos com outros receptores da mesma familia, como o
TRPC4. Assim, este trabalho avaliou os efeitos da Trx bacteriana na sepse induzida
por lipopolissacarideo (LPS) em animais com (TRPC5KO) ou sem (WT) delecao
génica para o TRPC5 e tratados com ML204. A Trx derivada de E. coli induziu
mortalidade em camundongos tratados com lipopolissacarideo (LPS), acompanhada
de reducdo do acumulo de leucécitos, regulacao da liberagdo de citocinas no
peritbnio e comprometimento da fagocitose mediada por macroéfagos peritoneais. O
blogueio de TRPC4/TRPC5 pelo antagonista ML204 aumentou a mortalidade e a
hipotermia em camundongos injetados com LPS e Trx, mas preservou a capacidade
fagocitica dos macréfagos. A delecao do TRPC5 néao alterou a temperatura corporal,
mas promoveu acumulo adicional de leucdcitos peritoneais e liberagdo de
mediadores inflamatérios em camundongos tratados com LPS e com Trx. Estes
resultados sugerem que os efeitos bacterianos da Trx sdo mediados por TRPC4 e
TRPCS, ajuda a esclarecer os mecanismos adicionais de viruléncia bacteriana e nos
papéis fisiopatoldgicos desses receptores.

Palavras-chave: Tioredoxina bacteriana, SIRS, LPS, resposta imune, TRPCS5.



MENDES, Saulo José Figueiredo. Study of the mechanisms associated with the
effects of Escherichia coli-derived thioredoxin in sepsis. 2018. 76f. Thesis
(Doctorate in Biotechnology) - Ceuma University, UniCEUMA, Maranhao, 2018.

ABSTRACT

Thioredoxin (Trx) is a redox protein produced by all species, from bacteria to
humans. It role as an antioxidant molecule is well known; however, its regulatory
actions in the host are less understood. Evidences suggest this protein may be part
of the bacteria anti-virulence strategy to evade the host immune system. Reduced
human Trx activates transient receptor potential canonical 5 (TRPC5) in
inflammation, but there is no evidence of whether these receptors mediate bacterial
Trx effects in the host. Importantly, TRPC5 can form functional complexes with other
subunits such as TRPC4. Herein, E. coli-derived Trx induced mortality in
lipopolysaccharide (LPS)-injected mice, accompanied by reduction of leukocyte
accumulation, regulation of cytokine release into the peritoneum, and impairment of
peritoneal macrophage-mediated phagocytosis. Dual TRPC4/TRPC5 blockade by
ML204 increased mortality and hypothermia in Trx-treated LPS mice, but preserved
macrophage’s ability to phagocytose. TRPC5 deletion did not alter body
temperature, but promoted additional accumulation of peritoneal leukocytes and
inflammatory mediator release in Trx-administered LPS mice. Trx diminished
macrophage-mediated phagocytosis in wild type but not TRPC5 knockout animals.
TRPCS5 ablation did not affect LPS-induced responses. However, ML204 caused
mortality associated with exacerbated hypothermia and decreased peritoneal
leukocyte numbers and cytokines in LPS-injected mice. These results suggest that
bacterial Trx effects under LPS stimuli are mediated by TRPC4 and TRPCS5,
shedding light on the additional mechanisms of bacterial virulence and on the

pathophysiological roles of these receptors.

Key words: Bacterial thioredoxin, SIRS, LPS immune response, TRPC5.
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1. INTRODUCAO

A sepse, do ponto de vista clinico e da saude publica, € uma condicdo
extremamente relevante entre as complicagdes infecciosas vigentes, tanto pelo
namero de casos, quanto pela gravidade e complexidade (PLEVIN; CALLCUT,
2017). Acredita-se que 18 milhGes de casos ocorram anualmente no mundo, sendo
que a cada 4 pessoas diagnosticadas com sepse, uma € por ela vitimada
(DELLINGER et al., 2013).

A rapidez de diagndéstico e tratamento adequado, e principalmente a resposta
imune do paciente, possuem um papel determinante na recuperacdo e taxa de
sobrevivéncia do paciente (LASSEAUX et al, 2018). A sepse pode ser
desencadeada em resposta a infecgdo por diferentes microrganismos incluindo
bactérias, virus, parasitas e fungos; sendo as infecgdes bacterianas, causadoras da
maior parte dos casos de sepse (BRUNKHORST et al., 2018), e, a alta taxa de
mortalidade associada diretamente a resisténcia bacteriana a antibioticos.

Uma das caracteristicas da sepse é o desencadeamento da Sindrome da
Resposta Inflamatéria Sistémica (SRIS) a partir de uma infeccéao local. A SRIS é
caracterizada por uma resposta imune e inflamatéria sistémica exacerbada que
causa a elevacao de mediadores pro-inflamatérios, culminando com a disfuncéo e
faléncia de multiplos érgaos; e subsequente morte do hospedeiro (BALK, 2014).
Apesar de mais de um século de publicagbes cientificas e de todos os avangos e
esforgos da industria farmacéutica, um tratamento especifico e totalmente eficiente
para a sepse continua sendo alvo desejado e ainda hoje, complexo demais. O
tratamento da sepse permanece restrito e dependente da administragdo de fluidos
intravenosos, vasopressores e antibioticoterapia, além de cuidados médicos que
envolvem a ventilacdo mecéanica e hidratagdo (COHEN, 2015).

Na clinica, uma variedade de abordagens terapéuticas, principalmente de
natureza anti-inflamatéria, falharam na tentativa de curar a sepse humana (por
exemplo, bloqueadores das vias ativadas por IL-1B, TNFa, prostaglandinas,
leucotrienos, etc.) (PERL et al., 2007; KIANG et al., 2009; KIANG et al., 2010;
RUSSELL, 2016). Devido ao fracasso das estratégias anti-inflamatérias, a

comunidade médica e cientifica tem questionado se as alteragdes inflamatdrias



relacionadas a sepse sao fatores determinantes da morte do paciente (PERL et al.,
2007; KIANG et al., 2009; KIANG et al., 2010; RUSSELL, 2016).

Neste panorama, novas vias de interacao entre patdégeno e hospedeiro tém
sido exploradas. Entre elas, ressalta-se o0 estresse oxidativo. Especialmente na
sepse, 0 estresse oxidativo € uma resposta complexa, a qual pode ser gerada tanto
pelo hospedeiro, quanto pelo microrganismo causador da infecgdo. Na tentativa de
combate a infeccao, o hospedeiro produz espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(EROS e RNS, respectivamente) com potencial antimicrobiano, principalmente por
células imunes (NOUBADE et al., 2014). Com o intuito de perpetuar a colonizacao e
consequentemente, a infeccdo, os microrganismos incluindo bactérias, ativam suas
vias antioxidantes, com o intuito de atenuar a resposta oxidante do hospedeiro
(MAXIME et al., 2017). Uma destas vias envolve a tioredoxina (Trx), uma proteina
altamente conservada em todas as espécies. Além de funcionar como scavenger de
ERQOS, outras fungdes tém sido atribuidas a Trx derivada de bactérias incluindo
participacdo na motilidade bacteriana e supressdo da fagocitose por células do
hospedeiro (SONG et al., 2016; CHENG et al., 2017) funcbes estas, que podem
atuar em conjunto contribuindo para a viruléncia bacteriana. A percepcao de
moléculas derivadas do estresse oxidativo e nitrosativo no hospedeiro, bem como a
regulacdo da producdo destes reativos depende de uma fina interacdo entre
diferentes células do organismo, como células imunes, endoteliais e neuronais
(BAR-OR et al., 2015). Embora a participagao de células imunes e endoteliais nestes
processos tenham sido amplamente estudada, informagdes acerca da contribuicdo

de vias neuronais ainda permanecem por ser melhor elucidadas.

Sabe-se hoje, que existe uma convergéncia de mediadores e receptores
comuns em todas estas células e que estes interagem de forma dinamica durante
um processo inflamatério (SHAJIB; KHAN, 2015). Exemplo de vias recentemente
identificadas incluem a superfamilia de canais catidnicos conhecidos como
receptores de potencial transitério (TRP; do inglés Transient Receptor Potential)
(ZIELINSKA et al., 2014; BILLETER et al., 2014; VELDHUIS et al., 2015).

Nosso grupo, assim como outros, tem estudado a relevancia destes
receptores na resposta a infeccdo, através do uso de agonistas, antagonistas e

animais knockout. Evidéncias obtidas nas duas Ultimas décadas demonstram a



existéncia de um papel protetor para o TRP Vanil6ide 1 (TRPV1), expresso tanto em
células neuronais e nao-neuronais, na sepse (BRYANT et al., 2003; IIDA et al.,
2005; CLARK et al., 2007; WANG et al., 2008; GUPTILL et al., 2011; FERNANDES
et al., 2012; LAWTON et al.,, 2017). Estes dados obtidos de dois modelos
experimentais diferentes de sepse murina (induzida por lipopolissacarideo - LPS e
induzida pela perfuracao e ligadura do ceco - CLP) coletivamente indicam que na
auséncia da ativacdo do receptor TRPV1, ocorre agravamento da infeccao
bacteriana. Mais recentemente, demonstramos que o tratamento repetido com o
antagonista para o receptor TRP anquirina 1 (TRPA1) protege o figado e rins de
animais com SRIS induzida por LPS, além de aumentar o numero de células imunes
com perfil anti-inflamatério na cavidade peritoneal destes animais (MENDES et al.,
2016). Ainda, evidéncias indicam que o LPS é capaz de ativar diretamente o TRPA1
(MESEGUER et al., 2014). Tanto o TRPV1 quanto o TRPA1 sao atualmente
reconhecidos como sensores de compostos oxidantes gerados durante o estresse
oxidativo (V ZHOLQOS, 2015); além de regularem a producao de espécies reativas no
hospedeiro (NAZIROGLU, 2015; TAKAHASHI et al., 2018).

Mais recentemente, outro canal da mesma familia, TRP Canénico 5 (TRPC5),
foi sugerido como sensor ndo somente de compostos oxidantes como o H202 e NO,
mais também de compostos envolvidos em vias antioxidantes, como a Trx. Estudos
indicam que o TRPC5 pode ser ativado pela forma reduzida da Trx em mamiferos
(NAYLOR et al., 2011) e que o0 mesmo tem um papel imunosupressor e anti-
inflamatério em diferentes estudos (JIANG et al., 2012; BECKMANN et al., 2017).
Entretanto, ndo existem relatos de que o TRPCS5 pode mediar as respostas da Trx
bacteriana na sepse.

Desta forma, este trabalho visou investigar se o TRPC5 contribui para as
respostas desencadeadas pela Trx derivada de Escherichia coli em animais com
SRIS induzida por LPS, através do uso de antagonista seletivo para o complexo
TRPC4/TRPC5 e animais knockout para TRPC5.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Sepse: Definicao e Epidemiologia

Recentemente, ocorreu um novo consenso sobre a sepse, promovido pela
Society of Critical Care Medicine (SCCM) e a European Society of Critical Care
Medicine (ESICM) (SINGER et al., 2016). Assim, a sepse é hoje definida como
“disfuncdo orgénica ameacadora a vida, secundaria a resposta desregulada do
organismo a infecgdo” (VINCENT et al., 2013). O diagnéstico clinico de disfuncao
organica se baseia atualmente na variacdo de dois ou mais pontos no escore
Sequential Organ Failure Assessment (SOFA), avaliando diariamente os sistemas:
cardiovascular, respiratério, hepatico, hematolégico, neurolégico e renal. Dessa
forma, é possivel descrever o grau de disfungcado de 6rgaos durante a permanéncia
de um paciente com sepse na UTI (KEEGAN; SOARES, 2016).

Uma das principais modificagées conceituais do novo consenso, € a de que
todos os casos de sepse devem ser considerados graves. Como choque séptico
definiu-se um subgrupo de pacientes com sepse que apresentam acentuadas
anormalidades circulatérias, celulares e metabdlicas, associadas a maior risco de
morte do que a sepse isoladamente (PLEVIN; CALLCUT, 2017). Os critérios
diagndsticos de choque séptico sdo a “necessidade de vasopressor para manter a
pressao arterial média acima de 65 mmHg apo6s a infusdo adequada de fluidos,
associada a nivel sérico de lactato acima de 2 mmol/l (DE BACKER; DORMAN,
2017).

Apesar dos grandes avangos nas definicbes terminoldégicas e na
compreensao da fisiopatologia da sepse, a incidéncia desta sindrome tem crescido
de forma acentuada. A sepse € responsavel por mais de 5 milhdes de O&bitos
anualmente e causa impacto financeiro significativo para pacientes e e o sistema
publico de saude (GAIESKI et al., 2013). Ao longo dos ultimos 40 anos (1975-2015),
a incidéncia global de sepse tratada em hospitais € estimada em 288 casos de por
100.000 pessoas aoano (STEVENSON et al.,, 2014). No entanto, nos ultimos 10
anos (2005-2015), essa estimativa aumentou para 437 casos de sepse por 100.000
pessoas ao ano (YU et al., 2016). Esses dados equivalem a uma estimativa de 31,5

milh6es de pacientes sépticos tratados em hospitais em todo 0 mundo a cada ano.



Além disso, uma proporcao significativa (10-20%) dos pacientes em unidades de

terapia intensiva (UTIls) apresentam sepse ou choque séptico (YU et al., 2016).

Nos EUA a sepse afeta mais de um milhdo de americanos por ano e é
responsavel por 17% de todas as mortes hospitalares, com um custo de mais de US
$ 20 bilhdes por ano, tornando-se uma das condicdes mais caras que ameagam a
vida no pais (EPSTEIN, 2016). No Brasil, um estudo epidemiolégico multicéntrico
denominado BASES (Brazilian Sepsis Epidemiological Study) revelou que a
incidéncia de sepse é de 57 para cada 100 pacientes aodia admitidos UTIs e que o
custo médio por dia de cada paciente internado nesta condicdo, é ~R$ 1.600, com
periodo médio de internacao de 9-10 dias (TANIGUCHI et al., 2014).

A sepse pode ser desencadeada em resposta a infeccao por diferentes
microrganismos incluindo bactérias, virus, parasitas e fungos, sendo os principais
casos de sepse causados por bactérias (MARIANSDATTER, 2016). Os sitios iniciais
de infeccdo na sepse podem variar, sendo os pulmées e o abdémen os mais
frequentemente acometidos (CHURPEK et al., 2017; PLEVIN & CALLCUT, 2017;
ZHl et al., 2018).

A taxa de sobrevivéncia a esta sindrome é variada (30-70%), dependendo da
rapidez de diagnéstico e implementacao terapéutica especifica; e principalmente da
resposta imune do paciente e de suas condigbes organicas (HORECZKO et al.,
2014). Ressalta-se que o enorme desafio que a comunidade médica encontra
atualmente, diante de infecgbes por bactérias multi-resistentes a antibioticoterapia,
faz do entendimento dos mecanismos de resposta do hospedeiro a infecgdo, um

campo de estudo essencial.
2.2 Viruléncia bacteriana

Bactérias causadoras de doengcas sao conhecidas como patdgenos.
Patégenos podem expressar diferentes mecanismos de viruléncia os quais estdo
associados com a habilidade em se multiplicar no hospedeiro, e estes mecanismos
podem variar de acordo com o patdégeno (PILLA, G; TANG, C. M., 2018).

Os mecanismos de patogenicidade podem ser classificados em i)
mecanismos de toxicidade: quando substancias toxicas produzidas pelo patégeno

causam danos a células ou tecidos do hospedeiro, como a a-hemolisina de
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Staphylococcus aureus que causam lise de eritrocitos (CAVENEY, N. A; LI, F. K;
STRYNADKA, N. C. J., 2018); ii) mecanismos de colonizacédo: quando substancias
produzidas por patdégenos permitem ao mesmo ultrapassar barreiras fisicas como
muco ou células do epitélio, incluindo metaloproteases e proteinas que causam
ruptura de integridade epitelial como a CagA (do inglés, cytotoxin-associated gene
A) (SIEGEL; WEISER, 2015); iii) mecanismos de adesao: producao de proteinas que
facilitam a adesao do patégeno a células do hospedeiro como pili e outras proteinas
de superficie que contribuem na formagdo de biofiime (HEILMANN, 2011); e iv)
mecanismos de invasdo e evasdo: producdo de proteinas de superficie que
promovem a invasdo de células do hospedeiro do patbgeno, e a evasao de
mecanismos de defesa do hospedeiro (FOSTER et al., 2014).

De interesse ao presente trabalho, encontra-se a habilidade de patégenos em
se protegerem de ambientes oxidantes e antimicrobianos que tém por objetivo,
causar a morte do patégeno.

2.2.1 Importancia da tioredoxina bacteriana na infeccao

Dentre as diferentes funcbées da Trx bacteriana como mecanismo de
viruléncia, sua acao antioxidante € a mais bem elucidada (MEYER, 2009). Produzida
de forma conservada em todas as espécies, funciona como scavenger de EROS,
evitando ou atenuando assim, o dano celular ocasionado pela geracao excessiva
destas moléeculas (YU et al., 2013; LU, 2014).

E importante ressaltar a participacdo da Trx em diversas funcdes da célula
bacteriana que estdo relacionadas a sua viruléncia. A Trx pode funcionar como
doadora de elétrons ao sistema de ligacao dissulfeto (DSB) (ROZHKOVA et al.,
2004), a qual € essencial na conformagao de proteinas bacterianas e reguladores de
fatores de viruléncia bacterianos (LU, J; HOLMGREN, A, 2014). Um bom exemplo da
acao da Trx bacteriana como doadora de elétrons para o DSB, é a ativacao do fator
de transcricdo PrfA, o qual controla a expressao da maioria dos genes de viruléncia
de Listeria monocytogenes (HALL et al., 2016).

Além disso, a Trx bacteriana é capaz de interagir com outras proteinas
bacterianas como a DsbA, uma proteina formadora de ligagdes dissufelto expressa
por diferentes microrganismos incluindo Escherichia coli, Mycobacterium
tuberculosis (CHENG et al., 2017; KE et al., 2018). Essa interacdo ocorre através de
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um dominio de ligagdo para Trx na DsbA, e resulta na sintese de flagelos afetando
assim, a motilidade bacteriana (CHENG et al., 2017). Estudos recentes indicam que
cepas de L. monocytogenes com delecao para o gene TrxA nao possuem flagelos,
e, portanto, ndo apresentam motilidade (CHENG et al., 2017). Ressalta-se que a
motilidade bacteriana € essencial para a evasao de bactérias a ambientes oxidantes
como o fagolisossoma formado por células da imunidade inata de hospedeiros
(ROZHKOVA et al., 2004). Evidéncias indicam que a capacidade antioxidante da Trx
bacteriana contribui para aumento da sobrevivéncia de bactérias como
Mycobacterium leprae no fagolisossoma, em estégios iniciais da infeccao (WIELES
et al., 1997). Ainda, estudos conduzidos com Salmonella spp. in vitro e in vivo
demonstram que a Trx protege este patégeno da atividade bacteriostatica do H20>
produzido pelo hospedeiro, além de contribuir para o aumento de sua
patogenicidade através da regulacdo de fatores de secrecdo como o sistema de
secrecdo do tipo 2 e 3, que entre fungdes, regulam a producédo de citocinas por
células infectadas do hospedeiro (NEGREA et al., 2009; SONG et al.,, 2016;
SARKHEL et al., 2017).

Além de sua acao antioxidante, a Trx bacteriana pode também, interagir com
diferentes vias da resposta imune do hospedeiro (KING et al., 2012). De fato, a Trx
pode atuar inibindo a formacao do complexo de ataque a membrana por impedir a
acao da C5 convertase (KING et al., 2012). Além disso, a Trx bacteriana contribui
para a evasao de Streptococcus pneumoniae a fagocitose por inibir a proteina M
expressa em macrofagos do hospedeiro, a qual € importante para a formagao do

fagolisossoma (MA et al., 2012).

Ainda, é possivel que a Trx bacteriana possa contribuir para a viruléncia e
patogenicidade bacteriana, através da regulacdo de mecanismos ainda né&o
elucidados no hospedeiro (AKAIKE, 2015)

2.3 A complexidade da resposta do hospedeiro a infeccoes

A resposta do paciente a infecgbes engloba diversos fatores: i) o
reconhecimento do microrganismo causador da infeccao por células do hospedeiro e
ii) o funcionamento adequado da maquinaria celular necessaria para a erradicagéo

da infeccao pelo paciente como a capacidade das células imunes e inflamatérias em



reconhecer e apresentar antigenos, produzir mediadores inflamatérios e realizar
fagocitose (LELUBRE; VINCENT, 2018).

Dentre as vias de reconhecimento de microrganismos mais bem estudadas
encontra-se a familia de receptores chamados Toll-like (TLR), os quais detectam
padrées moleculares associados a patégenos (MOLNAR et al., 2018; FALLON et al.,
2018). Os TLRs podem ser classificados de acordo com a variedade de
microrganismos que o TLR pode reconhecer e também de acordo com a sua
distribuicao intracelular. Os TLRs 1, 2, 4, 5 e 6 sdo encontrados na membrana
celular e reconhecem produtos de origem bacteriana e fungica (LERMAN et al.,
2014). Os TLRs 3, 7, 8 e 9 encontram-se no compartimento endossomal e detectam
principalmente produtos virais (LERMAN et al., 2014). Mais especificamente,
lipoproteinas e lipolipideos sao reconhecidos pelo complexo TLR2/TLR1 ou
TLR2/TLR6; RNA viral de fita dupla é reconhecido pelo TLR3; LPS é reconhecido
pelo TLR4; flagelina é reconhecida pelo TLR5; RNA de fita Unica é reconhecido
pelos TLR7 e TLR8; e DNA microbiano é reconhecido pelo TLR9 (STASI et al.,
2016). Existem ainda, diversos ativadores end6genos dos TLRs, os quais podem ser
produzidos em resposta ao dano tecidual como por exemplo, proteinas de choque
térmico e hialuronanos (SAVVA, 2013).

Apos serem ativados, os TLRs desencadeiam uma série de cascatas intra- e
extra-celulares. Cascatas intra-celulares incluem a ativacédo de fatores de transcrigao
nuclear como o AP-1 e o NF-«B; quinases como MAPK ERK1/2, JNK e p-38; e
proteinas quinase (PKC) (LI, 2004; KAWAI; AKIRA, 2005; KRISHNAN et al., 2007;
HONG-GELLER et al., 2008). A ativacao de TLRs, em parte pela ativagao de fatores
de transcricdo nuclear, leva a sintese e liberagdo de uma série de mediadores
inflamatérios incluindo citocinas, éxido nitrico (NO) e EROS; assim como o aumento
da expressao de diversos receptores envolvidos no processo imune e inflamatério
(THWE; AMIEL, 2018). Essas alteragdes por sua vez, promovem a migracao e a
ativagdo de células imunes e inflamatérias, alteragbes da microvasculatura e
permeabilidade vascular e consequentemente, dano tecidual (JOHANSEN et al.,
2015). Essas sédo desencadeadas rapidamente em resposta a infeccdo e se nao
controladas, resultam em uma resposta inflamatéria sistémica caracterizada por
faléncia de multiplos o6rgaos, colapso da vasculatura, regulacdo térmica, e
ocasionalmente, morte (JOHANSEN et al., 2015).



A infeccdo também pode desencadear a ativacao do sistema complemento
gerando produtos como o Cba, que, juntamente com os diferentes mediadores
inflamatoérios produzidos levam a subsequente ativacao do sistema de coagulacao,
caudando trombose microvascular e coagulacdo intravascular disseminada,
frequentemente presente em pacientes sépticos (OKAZAKI; MATSUKAWA, 2009).
Ainda, os dados recentes acerca da participacdo dos receptores de potencial
transitério (TRPs) na SRIS, bem como a capacidade destes receptores em
reconhecer produtos bacterianos (LPS) e do estresse oxidativo, fazem dos mesmos,
importantes moléculas de comunicacao entre diferentes células na sepse. A
importancia do estresse oxidativo e dos TRPs para a sepse sera discutida em
detalhes nas préximas sessoes.

2.4 O estresse oxidativo como componente da resposta do hospedeiro na
sepse

O estresse oxidativo ocorre quando a producao de radicais livres durante a
respiracdo sobrecarrega a capacidade antioxidante das células ou tecidos para
inativar essas moléculas antes que elas reajam com componentes celulares criticos,
como acidos nucléicos, lipidios e proteinas, causando danos irreversiveis em células
e tecidos (MANTZARLIS et al., 2017).

A producao de radicais livres aumenta em paralelo com a tensao de oxigénio
(BAR-OR et al., 2015). Em niveis de oxigénio inferiores aos normais, a producao de
radicais livres primeiro diminui, e aumenta a medida que as células se tornam mais
hipdxicas (GALLEY, 2011). Durante a sepse e SIRS, os tecidos tornam-se hipdxicos
e, assim, ocorre aumento na producao de radicais livres decorrente de desbalanco
oxidativo.

A producgéo destes radicais se inicia com a redugcédo do oxigénio a superoxido
pela NADPH oxidase presente em células imunes e outras diversas. O superéxido
sofre entdo, dismutacdo, pela superéxido dismutase, gerando H202 (HOLZEROVA et
al., 2015). Tanto o superdéxido quanto o H202 podem ser reduzidos a radical
hidroxila, altamente reativo e deletério. Em paralelo o NO é formado a partir da agéo
da enzima NO sintase induzida na arginina. O NO formado pode reagir com o
superodxido, formando assim, peroxinitrito e nitrotirosina, marcadores de estresse
oxidativo dependente da geracdo de NO (BECKMAN et al., 1996; BELLIN et al.,
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2013). Ambos, o radical hidroxila quanto o peroxinitrito podem oxidar carboidratos,
lipidios, proteinas e DNA, levando assim, a morte de microrganismos e também de
células do hospedeiro (SCHIEBER et al., 2014).

Para controlar a producdo excessiva de moléculas oxidantes, vias anti-
oxidantes sao ativadas. Assim, o aumento de EROS e RNS, levam a ativacao de
enzimas antioxidantes (catalase, glutationa peroxidase, glutationa peroxidase e Trx),
que catalisam a degradacdo do H20» em agua e oxigénio (HOLZEROVA et al.,
2015).

Diante de uma magquinaria antioxidante ineficiente, o H2O2 atua na vasculatura
causando disfuncao endotelial, aumento da permeabilidade vascular e a expressao
de moléculas de adesao, facilitando desta forma, a aumento da migracao e ativacao
de células inflamatérias (MILLAR et al., 2007). A disfuncao endotelial é caracterizada
por um desequilibrio na produgdo endotelial de mediadores que regulam o ténus
vascular, agregacao plaquetaria, coagulacdo e fibrindlise (ZHANG, 2014), e
apresenta impacto direto no estado de hipdxia, hipoperfusao tecidual e faléncia de
multiplos 6rgaos do paciente séptico (AIT-OUFELLA et al., 2010).

2.5 Receptores de potencial transitério e a sepse

Os TRPs foram primeiramente identificados em neurbnios de mamiferos
compondo fibras sensoriais do tipo C e Ad (COSENS, D. J.; MANNING, A, 1969), e
reconhecidos por seu envolvimento na liberagdo dos neuropeptideos substancia P
(SP) e peptideo relacionado ao gene da calcitonina (Calcitonin Gene-Related
Peptide; CGRP), considerados preditores de letalidade em pacientes com sepse
(BEER et al., 2002).

A familia de receptores TRP engloba mais de 30 membros distribuidos em 7
subfamilias: Canénica (TRPC; inclue TRPC1-7), Melastatina (TRPM; inclue TRPM1-
8), Vaniléide (TRPV; inclue TRPV1-6), Policistina (TRPP; inclue TRPP1-3),
Mucolipina (TRPML; inclue TRPML1-3), Anquirina (TRPA; inclue TRPA1) e NOMPC
(TRPN; encontrados em Drosophila sp, sapos, truta e vermes) (PEDERSEN et al,
2005). Como caracteristica comum, todos os receptores TRP sao permeaveis a
cétions, particularmente o Ca*? e podem ser ativados por diversos agonistas
endogenos (incluindo mudancas na temperatura (MILLQVIST, 2015; VAY et al,,
2012), pH (LEFFLER et al., 2007; SEMTNER et al., 2007; WANG et al., 2015),
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estimulos mecéanicos (GOMIS et al., 2008), horménios (QIU et al., 2010), EROS
(BESSAC et al., 2008; NAYLOR et al.,, 2010) e outros mediadores inflamatorios
(para revisdo ver: FERNANDES et al., 2012; OGAWA et al., 2015; BISHNOI et al.,
2018); e exogenos (como produtos derivados de plantas, fumaca de cigarro,
poluicdo, etc (BAHNASI et al., 2008; para revisdo ver. FERNANDES et al., 2012;
NISHIDA et al., 2015; LOPEZ-REQUENA et al., 2017).

Evidéncias indicam que a expressao destes receptores nao se restrige a
neuronios, sendo (o] mesmos encontrados em células imunes
(macrofagos/mondcitos e linfocitos), células do endotélio e da musculatura lisa,
cardiomiécitos, células renais, dentre outras (BILLETER et al., 2014). Os avancgos
recentes acerca de sua expressao levaram a diferentes estudos que atualmente
contextualizam receptores desta familia como mediadores imprescindiveis da
resposta inflamatéria. Assim, a importancia de alguns receptores TRP para a sepse
ou SRIS, ja se encontra definida (MARWAHA et al., 2016).

Dentre os receptores TRP, o receptor TRPV1 tem sido o mais amplamente
estudado com relagdo a sepse. Recentemente, um papel modulador foi atribuido
para o TRPV1 na sepse (BRYANT et al., 2003; IIDA et al., 2005; CLARK et al., 2007;
WANG et al., 2008; GUPTILL et al., 2011; FERNANDES et al., 2012; LAWTON et al.,
2017).

O primeiro estudo sugerindo o envolvimento deste receptor na sepse
demonstrou que ratos com sepse abdominal pré-tratados com o agonista TRPV1
capsaicina apresentavam maior taxa de sobrevivéncia (BRYANT et al., 2003). Além
disso, demonstrou-se que ratos com sepse induzida por LPS ndo apresentavam
febre quando pré-tratados com capsaicina (ROMANOVSKY, 2004). No entanto,
estes experimentos apresentavam limitagdes considerando-se que além de ativar o
receptor TRPV1, a capsaicina também provoca a denervacgdo das fibras sensoriais,
ocasionando a perda de outros componentes sensoriais além do TRPV1. Nao muito
depois, as evidéncias obtidas com o uso da capsaicina foram confirmadas em
experimentos usando camundongos com delecao génica do sitio de ativagdo do
receptor TRPV1 (TRPV1KOs). Foi observado que animais TRPV1KOs com sepse
induzida por LPS apresentavam menos febre do que camundongos selvagens (WT)
(IIDA et al., 2005).

11



Em conjunto, essas evidéncias iniciais sugeriam que a ativagdo do receptor
TRPV1 era capaz de mediar uma “protecédo” contra a sepse, embora os mecanismos
envolvidos nessa protecao ainda n&o estavam estabelecidos. Estudos anteriores
tém atribuido um efeito protetor ao TRPV1 quando em modelos de sepse e
endotoxemia (CLARK et al., 2007; FERNANDES et al., 2012; LAWTON et al., 2017).

Parte deste efeito protetor se deve a modulacdo da resposta inflamatéria e
imune no combate a infeccdo bacteriana. Foi demonstrado que camundongos
TRPV1KO com sepse causada por LPS (intraperitoneal) apresentam hipotensao e
hipotermia exacerbadas, além de faléncia hepatica quando comparados a
camundongos WT sépticos; uma resposta associada a niveisaumentados de TNFa e
NO no peritbneo destes animais (CLARK et al., 2007). Nao muito tempo, apés
Guptill e colaboradores (2011) demonstrarem que camundongos TRPV1KO com
sepse polimicrobiana apresentam maior taxa de mortalidade quando comparados a
WTs. Ainda, a delecao génica do TRPV1 em animais com sepse, leva a perda de
funcdo de macréfagos, os quais tornam-se deficientes no combate a infecgdo, por
apresentarem capacidade reduzida de realizar fagocitose e gerar mediadores
inflamatérios como NO e EROS (FERNANDES et al.,, 2012). Além disso, a
deficiéncia da sinalizacdo mediada pelo TRPV1 promove apoptose de macréfagos
(FERNANDES et al., 2012). Similarmente, estudos com antagonistas confirmaram as
evidéncias obtidas através de estudos em camundongos TRPVKO (WANG et al.,
2008; GUPTILL et al.,, 2011; FERNANDES et al., 2012). Essas alteracoes da
resposta imune inata facilitam a transi¢cdo da resposta inflamatéria local para uma
resposta sistémica com prognéstico letal, caracterizado por hipotensao, hipotermia,
faléncia de 6rgaos e mortalidade acentuadas.

Além do TRPV1, estudos recentes indicam um papel deletério para o TRPA1
na SRIS causada por LPS. Assim, foi demonstrado que o tratamento repetido com o
antagonista para TRPA1 protege o figado e rins de animais com SRIS induzida por
LPS, além de aumentar o nimero de células imunes com perfil anti-inflamatoério na
cavidade peritoneal destes animais (MENDES et al., 2016). O mesmo trabalho
demonstrou que na auséncia de sinalizagao via TRPA1, ha reducéo da producéo de
citocinas e de H20.. Ainda, evidéncias indicam que o LPS é capaz de ativar
diretamente o TRPA1 (MESEGUER et al., 2014).
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A descoberta do papel destes receptores na sepse e SRIS, tem aberto novas
perspectivas em relagdo ao entendimento das vias imunes associadas a erradicacao
de infecgdes bacterianas. Por outro lado, ndo se sabe qual a relevancia de outros
receptores da mesma familia para esta sindrome. Ressalta-se que tanto o TRPV1 e
o TRPA1 atuam como sensores de compostos oxidantes gerados durante o estresse
oxidativo (TREVISAN et al., 2013); além de regularem a producdo de espécies
reativas no hospedeiro (MORI et al., 2017). Assim, especula-se se outros receptores
da mesma familia que compartiiham a funcdo de sensor de estresse oxidativo,

poderiam também, exercer papel regulador na sepse.

2.6 Relevancia do TRPC5 como "sensor" e modulador do estresse oxidativo na
sepse

O receptor TRP Candnico 5 (TRPC5), é um receptor relativamente novo e foi
primeiramente clonado em camundongos e entdo em humanos (OKADA et al., 1998;
SOSSEY-ALAOUI et al., 1999). Uma caracteristica interessante destes receptores é
o fato de que eles podem formar complexos funcionais homoméricos e
heterodiméricos com outros receptores da mesma familia (TRPC1 e TRPC4)
(HOFMANN et al., 2002; XU et al., 2008).

Ressalta-se que ainda nado existem antagonistas capazes de bloquear
seletivamente este receptor. Recentemente, foi desenvolvido um potente e seletivo
blogueador do canal TRPC4/TRPC5, o 4-metil-2- (1-piperidinil) -quinolina (ML204), a
descoberta desse antagonista tem trazido importantes avangos no entendimento
destes receptores (MILLER et al., 2011). Ainda, a geracao do primeiro camundongo
KO para este receptor em 2009 (RICCIO et al., 2009), tém contrubuido para o
avango no entendimento da importancia do TRPC5 na regulagdo de processos

fisioldgicos e patoldgicos.

O primeiro papel atribuido ao receptor TRPC5 foi relacionado ao
desenvolvimento cerebral e hoje sabe-se da importdncia deste receptor na
percepcao do medo (RICCIO et al., 2009) e na transmissao da resposta sensorial ao
frio a partir do sistema nervoso periférico para o cérebro (ZIMMERMANN et al.,
2011). Desde a descoberta do TRPC5 no cérebro até hoje, foi demonstrado que
esse receptor encontra-se expresso numa série de células e tecidos de origem

neuronal (cérebro, ganglio da raiz dorsal, neuronios sensoriais primarios) (GOMIS et
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al., 2008; RICCIO et al., 2009; STAAF et al., 2009) e n&o-neuronal incluindo células
endoteliais e da musculatura vascular lisa (RICCIO et al., 2002; BEECH et al., 2004;
YIP et al., 2004).

Apesar de nao existirem evidéncias ligando a ativacdo do receptor TRPC5 a
sepse, um importante papel imunosupressor e anti-inflamatério foi sugerido para
este receptor na artrite reumatdide (XU et al., 2008; ALAWI et al., 2016). O bloqueio
da ativacdo do TRPC5 causa aumento da expressao de metaloproteinases (MMP-2
e MMP-9) (XU et al., 2008), importantes enzimas envolvidas na degeneragao
articular observada na artrite reumatdide. A delecao génica ou antagonismo deste
receptor promove piora exacerbacao da inflamacao articular com acumulo de
neutrofilos e aumento na producédo de mediadores pré-inflamatérios no espaco intra-
articular, contribuindo assim, para aumento da resposta nociceptiva em
camundongos (ALAWI et al., 2016). Estas evidéncias sugerem um papel protetor
para o TRPCS5 na artrite reumatéide, um processo inflamatério de curso crénico.

Além disso, um namero crescente de agonistas endégenos tém sido descrito
para este receptor. Dentre estes agonistas pode-se ressaltar: Trx reduzida, NO,
H20», prétons H*, fosfolipideos oxidados e gangliosideos (SEMTER et al., 2007;
YOSHIDA et al., 2006; WU et al., 2007; XU et al., 2008; NAYLOR et al., 2010). De
forma interessante, todos estes ativadores possuem participacao efetiva na resposta

immune e/ou inflamatéria.

Como ja mencionado, uma caracteristica interessante destes receptores € a
capacidade de formar complexos funcionais homomeéricos e heterodiméricos com
outros receptores da mesma familia (TRPC1 e TRPC4) (HOFMANN et al., 2002; XU
et al., 2008), entretanto, como estes complexos respondem aos diferentes agonistas,
ainda permanece por ser elucidado.

Apesar do papel do TRPCS ainda néo ter sido estudado na sepse, seu papel
como sensor de estresse oxidativo € complexo. O TRPCS pode ser ativado por
moléculas pro-oxidantes (H202, fosfolipideos oxidados) e antioxidantes (Trx em sua
forma reduzida) (XU et al., 2008; AL-SHAWAF et al., 2010; WUENSCH et al., 2010;
NAYLOR et al., 2011; NAZIROGLU, 2012). Wuensch e colaboradores (2010)

demonstraram que o estresse oxidativo aumenta a expressao do TRPC5.
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Dentre os ativadores do TRPC5, a Trx (XU et al., 2008) é talvez a molécula
mais intrigante. A Trx € uma proteina produzida por todas as espécies, de bactérias
a humanos (para revisao, ler: LEE et al., 2012). Como mencionado anteriormente, a
Trx € uma molécula antioxidante potente produzida pelo hospedeiro durante o
estresse oxidativo, capaz de regular negativamente a resposta inflamatéria existente
(para revisao, ler: COLLET e MESSENS, 2010; RAY et al., 2012). Por outro lado, a
Trx produzida pelo hospedeiro também parece estar relacionada ao aumento da
viruléncia (NEGREA et al., 2009) enquanto que a Trx produzida por bactérias é
capaz de mediar a sua evasao em relagéo ao sistema imune (MA et al., 2012). Em
conjunto, essas evidéncias indicam a Trx como um potencial alvo terapéutico no
tratamento de patologias associadas com desbalanco do sistema redox, como a

sepse por exemplo.

No entanto, o papel da TRX na sepse continua nédo esclarecido. Em 2003, foi
demonstrado que camundongos transgénicos com super expressao de Trx
encontram-se protegidos contra o dano hepatico causado pelo tratamento com LPS.
Esse mecanismo protetor parece estar relacionado com a capacidade da Trx em
interferir com vias de sinalizacdo associadas a apoptose hepatica via citocromo ¢
(OKUYAMA et al., 2003). A Trx também parece estar relacionada ao aumento da
resisténcia do hospedeiro ao LPS, e sua expressdo encontra-se aumentada em
diversos o6rgaos (coracao, pulmao e figado) em camundongos tratados com LPS
(SANO et al., 2002). Por outro lado, estudos recentes demonstraram que bactérias
do tipo Streptococcus sp sao capazes de utilizar a Trx produzida pelo hospedeiro
para evadir a fagocitose, via inibicdo da clivagem e producao de complemento C3a
(MA et al., 2012). Além disso, a Trx produzida por bactérias como por exemplo
Salmonella sp, contribui para a um aumento da viruléncia bacteriana (NEGREA et
al., 2009) através de seu poder antioxidante (TAKEMOTO et al., 1998; ROCHA et
al., 2007) e por mecanismos ainda nao esclarecidos. Em conjunto, essas
informagdes indicam um paradigma no qual i) a Trx produzida pelo hospedeiro
poderia “proteger” o organismo contra uma resposta exacerbada a infecgao causada
por produtos bacterianos e ii) a Trx produzida por ambos o hospedeiro e a bactéria,
facilitaria a proliferacdo bacteriana, resultando em um prognéstico fatal da sepse.
Em ambos os casos, ndo existem evidéncias da participacdo da ativacdo dos
receptores TRPCS5 nos efeitos da Trx na sepse.
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Assim, esta tese avaliou a relevancia do receptor TRPC5 nas respostas
mediadas pela Trx derivada de E. coli na SRIS induzida por LPS através do uso de
animais com delegdo génica para este receptor (TRPC57) e do antagonista para
TRPC4/TRPC5, ML204. Apresentam-se aqui as primeiras evidéncias de que 0s
receptores TRPC4/TRPC5 podem regular vias associadas da resposta inflamatéria a
bactérias, além de possuirem acdes nao-dependentes destes receptores no

hospedeiro.
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RESUMO

O sistema tioredoxina, que é composto por NADPH, tiorredoxina redutase (TrxR) e
tiorredoxina (Trx), foi primeiramente descrito em Escherichia coli, mas esta presente
em todas os organismos vivos (bactérias a mamiferos). A Tiorredoxina desempenha
um papel chave na homeostase redox, caracterizado por catalisar a redugcéo das
ligacdes dissulfeto (S-S) deixando seus grupos tiol (-SH) livres. Desta forma, a
tioredoxina pode fornecer elétrons a uma ampla gama de enzimas e proteinas,
auxiliando no enrolamento e formagcao de proteinas, além disso, desempenha um
papel chave na sintese de DNA. Diversas evidéncias tém comprovado que o sistema
tiorredoxina € crucial para a viruléncia de diferentes patégenos, sendo por isso
considerado um alvo potencial no desenvolvimento de novos farmacos,
principalmente devido a emergéncia de linhagens cada vez mais resistentes as
drogas comumente usadas. Neste sentido, essa revisdo tem por objetivo discutir as
principais fungdes da tioredoxina como fator de viruléncia de bactérias (tendo como
modelo Escherichia. coli, Staphylococcus aureus, Mycobacterium spp., Bacillus
antracis, Helycobacter pylori e Salmonella spp.) e a relevancia desta proteina como
alvo para o desenvolvimento de novas drogas. O papel das Trxs na resposta ao
estresse oxidativo tem sido demonstrada em varias espécies bacterianas, envolvidas
no aumento a resisténcia ao estresse oxidativo, aumento da sobrevivéncia,
viruléncia, motilidade bacteriana e evasdao a fagocitose. Varios compostos
demonstraram agéo inibitéria sobre a Trx bacteriana, como, por exemplo, ebselen,
auranofina, epigalocatequina e derivados de prata, esses compostos agem
depletando as Trx de patégenos, interferindo assim na capacidade de resistir ao
ambiente oxidante de fagécitos. Em sintese, o sistema Trx €& um sistema
antioxidante chave para diversas bactérias, sendo considerado um importante fator
de viruléncia, dessa forma, ela pode servir como um alvo viavel para o design de

drogas antibacterianas.
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INTRODUCAO

A sepse, do ponto de vista clinico e da saude publica, € uma condigcéao
extremamente relevante entre as complicacdes infecciosas vigentes, tanto pelo
namero de casos, quanto pela gravidade e complexidade (PLEVIN & CALLCUT,
2017). Acredita-se que 18 milhdes de casos ocorram anualmente no mundo, sendo
que a cada 4 pessoas diagnosticadas com sepse, uma €& por ela vitimada
(DELLINGER et al., 2013). A sepse pode ser desencadeada em resposta a infeccao
por diferentes microrganismos incluindo bactérias, virus, parasitas e fungos; sendo
as infecgdes bacterianas, causadoras da maior parte dos casos de sepse
(BRUNKHORST et al.,, 2018), e, a alta taxa de mortalidade estd associada

diretamente a resisténcia bacteriana a antibioticos.

Uma das caracteristicas da sepse é o desencadeamento da Sindrome da
Resposta Inflamatéria Sistémica (SRIS) a partir de uma infecgdo local. A SRIS é
caracterizada por uma resposta imune e inflamatéria sistémica exacerbada que
causa a elevacao de mediadores pro-inflamatérios, culminando com a disfuncéo e
faléncia de multiplos érgaos; e subsequente morte do hospedeiro (BALK, 2014).
Apesar de mais de um século de publicacbes cientificas e de todos os avancos e
esforcos da industria farmacéutica, um tratamento especifico e totalmente eficiente
para a sepse continua sendo alvo desejado e ainda hoje, complexo demais. O
tratamento da sepse permanece restrito e dependente da administracdo de fluidos
intravenosos, vasopressores e antibioticoterapia, além de cuidados meédicos que

envolvem a ventilagdo mecanica e hidratacao (COHEN, 2015).

Uma variedade de abordagens terapéuticas, principalmente de natureza anti-
inflamatoria, falharam na tentativa de tratar a sepse humana (por exemplo,
bloqueadores das vias ativadas por IL-1B, TNFa, prostaglandinas, leucotrienos, etc.)
(PERL et al., 2007; KIANG et al.,, 2009; KIANG et al., 2010; RUSSELL, 2016).
Devido ao fracasso das estratégias anti-inflamatérias, a comunidade médica e
cientifica tem questionado se as alteragdes inflamatérias relacionadas a sepse sao
fatores determinantes da morte do paciente (PERL et al., 2007; KIANG et al., 2009;
KIANG et al., 2010; RUSSELL, 2016).

Neste panorama, novas vias de interacdo entre patdégeno e hospedeiro tém
sido exploradas. Entre elas, ressalta-se o estresse oxidativo. Especialmente na

sepse, 0 estresse oxidativo é uma resposta complexa, a qual pode ser gerada tanto
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pelo hospedeiro, quanto pelo microrganismo causador da infecgdo. Na tentativa de
combate a infeccao, o hospedeiro produz espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(EROS e RNS, respectivamente) com potencial antimicrobiano, principalmente por
células imunes (NOUBADE et al., 2014). Com o intuito de perpetuar a colonizacao e
consequentemente, a infeccao, os microrganismos incluindo bactérias, ativam suas
vias antioxidantes, com o intuito de atenuar a resposta oxidante do hospedeiro
(MAXIME et al., 2017). Uma destas vias envolve a tioredoxina (Trx), uma proteina
altamente conservada em todas as espécies. Além de funcionar como scavenger de
ERQOS, outras funcbes tém sido atribuidas a Trx derivada de bactérias incluindo
participacdo na motilidade bacteriana e supressado da fagocitose por células do
hospedeiro (CHENG et al., 2017; SONG et al., 2016) funcbes estas, que podem

atuar em conjunto contribuindo para a viruléncia bacteriana.

O sistema Trx, que compreende a nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
(NADPH), tioredoxina (Trx) e tioredoxina redutase (TrxR), foi descoberto por Peter
Reichard e colaboradores em 1964 como um sistema de reducdo de
ribonucleotideos para desoxirribonucleotideos em  Escherichia coli (LU,
HOLMGREN, 2014). Esse sistema é caracterizado por reduzir ligacdes dissulfeto (S-
S) deixando seus grupos tiol (-SH) livres, em outras palavras, a Trx pode fornecer
elétrons a uma ampla gama de enzimas e proteinas, auxiliando no enrolamento e
formagdo de proteinas oxidativas, além disso, desempenha um papel chave na
sintese de DNA e defesas contra agentes oxidantes (LU, 2014). O mecanismo de
transferéncia de elétrons esta relacionado com as duas cisteinas ativas separadas
por um par de aminoacidos que formam um motivo conservado composto pela
sequéncia Cys-Gly-Pro-Cys, também chamado de CXXC (LU; HOLMGREN, 2014).
As duas cisteinas presentes no sitio ativo estdo localizadas entre o final de uma fita-
B (B2) e o inicio de uma longa hélice (a2), em uma volta que se projeta para fora do
plano da proteina (TINKOV et al., 2018).

Desde sua descoberta, esta classe proteica tem sido bastante estudada,
atualmente existem aproximadamente 200 estruturas diferentes de Trxs que estao
disponiveis no banco de dados de proteinas (http://www.pdb.org), incluindo
estruturas de Trx oxidadas e reduzidas de E. coli (JENG et al., 1994) e humana (Qin
et al., 1994). Em geral, as estruturas de Trxs reduzidas e oxidadas sdo muito

semelhantes, mas € reconhecido que a proteina sofre algumas mudancas
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conformacionais apds a reducao, na regiao do sitio ativo, que inclui Cys32 e Cys35.
O atomo de enxofre da cadeia lateral de Cys32 € inclinado para longe do Cys35 na
forma reduzida da proteina para acomodar o aumento na distancia S-S que ocorre
apos a reducdo do dissulfeto, mas os angulos chi das duas cisteinas permanecem
os mesmos. (JENG et al., 1994; BENHAR et al., 2018)

Diante dos importantes papéis desempenhados pelo sistema Trx nas vias
relacionadas com a sobrevivéncia e viruléncia bacterianas, suas proteinas sao
apontadas como interessantes alvos para prospeccdo de novas drogas. Neste
sentido, essa revisdo tem por objetivo discutir as principais funcdes da tioredoxina
bacteriana, seu papel no estresse oxidativo e sua participacdo na viruléncia em

diferentes patégenos.

Estrutura e mecanismos de reducao das tiredoxinas bacterianas

As atividades redutoras de tiol das tiorredoxinas foram melhor caracterizada em
E. coli, que possui duas tioredoxinas, Trx 1 e Trx 2 (COLLET; MESSENS, 2010),
codificadas pelos genes trxA e trxC, respectivamente (VAZQUEZ et al., 2015). Em E.
coli, uma série de caracteristicas estruturais e regulatorias distinguem a subfamilia
Trx 2 da Trx 1. Trx 2 contém um dominio N-terminal adicional de 32 aminoacidos
incluindo dois sitios adicionais Cys-X1-X2-Cys comparados com a Trx 1 (MILLER, et
al.,, 2018). As quatro cisteinas de dois sitios Cys-X1-X2-Cys funcionam para
coordenar o 4tomo de zinco (LU; HOLMGREN, 2014). Apesar das duas Trx de E.
coli serem equivalentes em suas funcdes a regulagao transcricional de trxA e trxC é
diferente (VAZQUEZ et al., 2015). A Trx 1 de E. coli é uma proteina termoestavel de
baixo peso molecular (11,7-kDa) que possui um enovelamento caracteristico,
composto por uma folha-B central com 5 fitas flanqueadas por quatro a-hélices

(Figura 1).
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Figura 1. Tioredoxina 1 de E. coli composta por cinco folhas beta (roxo) rodeados por quatro a-
helices (verde). Ambas as cadeias principais e laterais dos dois residuos de cisteinas (C32 e C35)
que pertencem ao motivo CXXC. (Adaptado de BOLON e MAYO, 2001).

Em adicdo a sequéncia do sitio ativo, outros residuos sao altamente conservados:
Asp-26, Ala-29, Trp-31, Asp-61, Pro-76 e Gli-92 (numeragéao referente a sequéncia
de aminoacidos da tioredoxina de E. col) (OUYANG et al., 2018). A Trx 1 de E. coli
consiste no maior aminoacido com 219 residuos em comparacao a Trxs de outras

espécies (Figura 2 e 3), se aproximando filogeneticamente com a S. entérica (Figura

1).
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| Trx 1 de E. coli
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0.00

Figura 2. Andlise filogenética entre Tiorredoxinas (Trx) de diferentes organismos através do software

MEGA 7. Os codigos de acesso sao fornecidos na Tabela 1.

BACTERIA PROTEINA CcODIGO
Escherichia coli Trx 1 CDU40139.1
Escherichia coli Trx 2 KYV17452.1

Homo sapiens Trx 1 AAF87085.1
Salmonella enterica
subsp. Enterica Trx 1 AQU54635.1
sorovar typhimurium
Bacillus anthracis Trx 1 OON51246.1
Mycobacterium
Trx 1 KXN95430.1
tuberculosis
Staphylococcus
Trx 1 OBY01352.1
aureus
Helicobacter pylori Trx 1 BAW94521.1
Mycobacterium leprae Trx CAC30771.1

Tabela 1. Cédigo de acesso das Trx de diferentes bactéricas obtidas para alinhamento de sequencia

e arvore filogenética.
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Trx 1 E. coli MYMKSSHKLMALGIVFSTAVLIVIGTIVYSIINDKK - - - -DKGN---EMF----AYSTQQ 49

Trx 2 E. coli e 1Y 1. A GVRRWTRR-- - - - DLIAE 20
TrxH sapiens oo oo MVKQIESKTA 1@
Trx S. enterica e MNTVCTHCQAINRIPDDRIEDAAKCGRCGHDLFDGEVINATGE 43

Irx B. enthracis —__________________________ MSDKIIHLTDD 11

Trx 1.1' tuberculosi= __ . MSDKITHLTOD 11
TrxSaweens - MSHYIELTEE 18
TrxH.pylori .. MTDSEKSATIKVIDA 15
Trx M. leprae e MATVENVTDA g
Trs 1 E. coli SL---GKDDAPVEVVEFGDFKCPACRTWDVTYLPRLKEEY IDKGKVOLYF INFPFIGKDS 186
Trx 2 E. coli QL -NET IMNVNNMYLVAFWASHCGPDRLFVP-TFHASSNKHSD-WWHL - -NV - - - - - - -D- 67
Trx H. sapiens FQEALDAAGDKLVWVDFSATWCGPCKMIKP-FFHSLSEKYSN-VIFL--EV-------D- 58
Trx §. enterica TL-DKLLKDDLPVWIDFWAPWCGPCRNFAP - IF EDVAQERSGKVRFY - -KV-------N- 91
Trx B. antliracis  sppTOVLKADGATLVDFWAENCGPCKMIAP-ILDETADEYQGEKLTVA- -KL- - --- - -N- 68
Trx M. wuberculosis <rnrpy| kaADGATLVDEWAEWCGPCKMIAP - ILDETADEYQGKLTVA-~KL-------H- 1)
Trx §. aurens MFESTIK--KGVALVDFWAPRCGPCKMLSP-VVDELASEYEGKAKIC--KV-------N- 57
Trx H. pylori SFATDVLSSMKPYLVDFWATHCGPCKMVAP-VLEETATERATDOLTVA--KL-------D- B4
Trx M. leprae DFDSKVE - - SGVQLVDFWATHCGPCKMIAP -VLEELAADYEGKADI L--KL----=--D- 1]
. w = . i

Trx 1 E. coli DLGAAAGEATYKQDODSFWIFYDEIYQSQKKDTEEWITEELLLNIVEEKLPKIDVEQFKK 166

Trx2E coli —----- - 67

Trx H. SOPTENS 5g

Trx §. enterica U 91

Trx B. anthracis 6B

Trx M. wberculosis 60

Trx S anrens 57

TexH pyloed 64

Trx M. leprae 56

Trx 1 E. coli DLHSKEIKEKVRKDSDRAQK LKVQGAPSVYV - -NGNLANPDFDS - - - - - LKKAIDKELKK 219

Trx 2 E coli = ---------- TKAERQLALAAQIRSIPTLVAFKKGKPLLSQAGDLTPAY - PGY LVQQIKA 116

Trx H. sapiens - VDDCODVAS ECEVKCMPTFQFFKKGOKVGEFSGANK -EKLEATINELY - - 185

Trx 5. enterica __________ TEAERELSSRFGIRSIPTIMIFKNROVVDMLNGAVPKAPFDSWLMESL -- 139

Trx B. anthracis — __________ IDQNPGTAPKYGIRGIPTLLLFKNGEVAATKVGAL SKGQLKEF LDANLA- 109

TrxM. tuberculosis __________ IDQNPGTAPKYGIRGIPTLLLFKNGEVAATKVGALSKGQLKEFLDANLA- 189

TrxS. awrens  __________ TDEQEELSAKFGIRSIPTLLFTKDGEVVHOLVAVOTKVALKEQLMKLLG- 186

TrxH.pylori __________ VDTNPETARNFQVYSIPTLILFKDGOPVKRIVGAKGKAAL LRELSDVVPN 114

Trx M. leprae  _________. VDENPS TAAKYEVMSIPTLIVFKDGOPVDKYVGFQPKENLAEYLOKHL - - 184

TrxlE. coli ~  ~~"""""""77oo- 213

Trx 2 E. cali FOVSDDEVVPDEQY  13@

Trx H. sapiens - _____ 185

Trx S enferica o ______ 139

Trx B. anthracis  ______________ 184

Trx M. tuberculosis _____________._ 189

Trx 8 awrens ____ __________ 186

Trx H. pylori LMecemmmmmmmmm 116

Trx M. leprae  ______________ 104

Figura 3. Alinhamento de sequencia de Trxs de diferentes bactérias. Foi utilizado o software Clustal
Omega.

Os principais componentes do sistema Trx sdo as proteinas, as glutarredoxinas
(Grxs), as dissulfeto isomerases e a quiescina-sulfidril oxidase, todas envolvidas nas
reagdes de troca tiol-dissulfeto. Uma reacgéo de troca tiol-dissulfeto é uma reagéo de
substituicdo nucleofilica bimolecular que envolve a transferéncia de elétrons da Trx
para a proteina substrato (MOLDOGAZIEVA et al., 2018). A Trx utiliza suas cisteinas
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nas posicoes 32 e 35 para essa reacao. No primeiro passo desta reacao, a cisteina
N-terminal de Trx inicia um ataque nucledfilo a ligacdo dissulfeto da proteina
substrato, resultando na formagdo de uma ligacao dissulfeto mista entre Trx e a
proteina substrato. O segundo passo € um ataque nucleofilico da cisteina C-terminal
de Trx na ligacdo dissulfeto intermolecular intermediaria, (LU et al., 2014;
NIKKANEN et al., 2014). Trx é entao reduzida pela Trx redutase, uma flavoproteina
que utiliza o NADPH produzido principalmente pela via das pentoses fosfato como
doador de elétrons (Figura 4).

1) Alvo oxidado L
/ S ‘s
C \ Trx
\ S HS
It
e
1) Dissulfeto Misto =9 s
Intermediario
Trx
\ SH S

T

NADPH = H*

Figura 4. Mecanismo de reducao de dissulfetos em proteinas pela Tioredoxina (Trx). A proteina Trx
possui as duas cisteinas do sitio ativo reduzidas, enquanto a proteina alvo encontra-se oxidada (com
uma ponte dissulfeto). O ataque nucleofilico da cisteina 32 da Trx resulta na formagado de um
dissulfeto misto entre a proteina e a proteina alvo. Apds esse processo ocorre 0 ataque nucleofilico
da cisteina 35 a ligacao dissulfeto mista, resultando na Trx oxidada e a proteina alvo. A Trx oxidada é
novamente reduzida pela Trx redutase.

O papel das Trxs na resposta ao estresse oxidativo tem sido demonstrada em
varias espécies bacterianas (AKAIKE, 2015), envolvidas no aumento a resisténcia
ao estresse oxidativo (Maxime, 2017), aumento da sobrevivéncia (Grant & Hung,
2013), viruléncia (Bar-Or et al., 2015), motilidade bacteriana (Cheng et al., 2017) e
evasao a fagocitose (Song et al., 2016).
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A seguir serao discutidos os papéis das Trxs na viruléncia de algumas espécies
bacterianas.

Acoes das tioredoxinas de E. coli

A maioria das bactérias sdo equipadas com um tipo de sistema antioxidante
eficaz. E. coli é uma das poucas que apresentam 3 sistemas de defesa antioxidante,
a saber: tioredoxina, glutationa e catalase (VAZQUEZ et al., 2015). A Trx de E. coli,
assim como em outros patégenos, desempenha um papel importante na maquinaria
antioxidante da bactéria. Além disso, essa proteina participa da reducao de varias
enzimas, doadores de hidrogénio a ribonucleotideos (LU et al., 2014). Além de
cumprir um papel importante na sintese de DNA e reparo de proteinas na formagao
do DNA (VAZQUEZ et al., 2015).

Evidéncias indicam que a Trx extracelular de mamiferos na sua forma reduzida
promove a ativacdo do receptor de potencial transitério canénico 5 (TRPC5) (XU et
al., 2008), expresso em células neuronais e ndo neuronais (COSENS, D. J;
MANNING, A, 1969). Isso ocorre pela habilidade da Trx reduzida de quebrar as
pontes disulfeto presentes nos residuos cisteina deste receptor (FUJIMOTO et al.,
2018). Apesar de nao existirem relatos de qual forma a Trx derivada de bactérias
pode interagir com o TRPC5, estudo recente realizado por Pereira e colaboradores
(2018), demonstrou que a Trx 1 de E. coli ativa este receptor em camundongos com
resposta inflamatoria sistémica induzida por LPS. O mesmo estudo demonstrou que
a Trx 1 de E. colitambém exerce efeitos através de outro receptor da mesma familia,
conhecido como TRPC4. Atuando nestes alvos, esta proteina bacteriana modula o
acumulo de leucocitos, a fagocitose mediada por macréfagos, a temperatura
corporal e a producdo de mediadores inflamatorios, em animais estimulados com
LPS. Estes dados sugerem que os receptores TRPC4 e TRPC5 participam como
mecanismos adicionais pelos quais bactérias exercem viruléncia.

Em bactérias alguns fatores de viruléncia sao ativados por sistemas que
envolvem ligagdes dissulfeto. Uma via de ativacao de fatores de viruléncia € a via de
dobramento oxidativo periplasmatico (Dsb) a qual exerce um papel chave na
viruléncia bacteriana (HERAS et al., 2009). O Dsb é essencial para a montagem de
adesinas na célula hospedeira (JACOB-DUBUISSON et al., 1994), toxinas
(WULFING et al., 1997), sistemas de secrecao tipo Il (MIKI et al., 2008), aumento da
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motilidade (DAILEY et al., 1993), entre outros. Cepas bacterianas sem enzimas Dsb
sao viaveis, mas nao patogénicas (TOTSIKA et al., 2009), fornecendo prova de que
esse sistema pode ser uma estratégia viavel na terapia antiviruléncia. O sistema
dedobramento periplasmatico em E. coli K12 compreende duas enzimas DsbA e
DsbB. O DsbA de E. coli (EcDsbA) (BARDWELL et al., 1993) introduz ligag6es
dissulfeto em fatores de viruléncia através da reacdo nucleofilica bimolecular. O
EcDsbA é entdo reoxidado pela acdo da proteina de membrana EcDsbB. Devido a
similaridade entre os sitios ativos conservados de Trx e EcDsbA (CXXC), estudos
estdo sendo conduzidos com peptideos derivados de EcDsbB que possam inibir a
porcao ativa das Trx e consequentemente em EcDsbA, impedindo assim a ativagao
de fatores de viruléncia. Portanto, estudos conduzidos com Trx podem ainda ajudar
a elucidar outras vias de ativacdo de mecanismos de viruléncia, dessa forma fica
evidente que a melhor compreensao das agbes dessas proteinas antioxidantes
derivadas de bactérias pode ajudar os cientistas na busca de novos farmacos
(DUPREZ et al., 2014).

Tioredoxinas de Helicobacter pylori

Helicobacter pylori € uma bactéria microaerofilica Gram-negativa que coloniza
a mucosa gastrica e € o agente causador de Ulceras pépticas e gastrite cronica (SHI
et al., 2018). Essa bactéria esta cronicamente em contato com uma matriz de EROS
durante a colonizagao devido a resposta inflamatéria do hospedeiro. No entanto, ela
€ capaz de produzir enzimas e proteinas que em conjunto sao capazes de combater
o estresse oxidativo na célula (PESCI et al., 1994). Destaca-se a capacidade de H.
pylori de produzir a Trx, principalmente a codificada pelo gene frxA, a qual é
expressa em maiores quantidades como resposta a agentes estressantes (BAKER
et al., 2001). Varios estudos tém relacionado a capacidade dessa bactéria de usar a
Trx como um fator de viruléncia (SHI et al., 2013; LIU et al., 2016).

A Trx produzida pela H. pylori, esta envolvida no desenvolvimento de
carcinogénese gastrica em estudos in vitro. Shi e colaboradores mensuraram a
expressao de Trx1, detectando uma superexpressdo no carcinoma gastrico. Além
disso, a alta expressdo de Trx1 induziu significativamente a apoptose celular,

diminuiu a expressao de ciclina D1, uma proteina necessaria para a progressao
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através da fase G1 do ciclo celular. Esses resultados indicam que a alta expressao
de Trx em H. pylori esta associada com carcinogénese gastrica (SHI et al., 2013).
Para estudar alteracdes histopatolégicas da mucosa do estbmago in vivo 0 mesmo
grupo avaliou a expressdo de Trx1 em modelos de gerbilo da Mongdlia.
Notavelmente, a alta expressao de Trx1 em H. pylori promoveu a carcinogénese do
estébmago (LIU et al., 2016)

Foi também demonstrado que a Trx de H. pylori é capaz de reduzir as
moléculas de mucina a sua forma monomérica diminuindo a viscosidade da mucina
e permitindo que o organismo colonize bem, facilitando a migracao para a superficie
epitelial (WINDLE et al., 2000 ). Neste sentido, a dele¢ao dos genes trxA ou trxC em
H. pylori prejudica a capacidade do organismo de colonizar o estémago (KUHNS et
al., 2015)

Tioredoxinas do género Mycobacterium

A tuberculose (TB) em humanos e outros mamiferos é causada por espécies
do complexo Mycobacterium tuberculosis (CMtb) (FORRELLAD et al., 2013). De
todos os membros do CMtb, M. tuberculosis (Mtb) € a mais estudado infectando
cerca de um terco da populacdo humana e podendo também infectar animais em
contato com humanos. Essa doenca é considerada um grave problema de saude
publica (ZUMLA et al.,, 2015). Apesar de estar exposto a numerosos estresses
oxidativos e nitrosativos, M. tuberculosis € capaz de persistir e proliferar através de
varios sistemas de defesa antioxidante (KUMAR et al., 2011). Notavelmente, esses
sistemas de defesa antioxidante em M. tuberculosis levaram ao aumento da
resisténcia ao esquema de tratamento (SHERMAN et al., 1996). Para garantir sua
viruléncia e resisténcia (principalmente a isoniazida), M. tuberculosis desenvolveu
um sistema alternativo de peroxidase, incluindo a subunidade alquil hidroperdxido
redutase C (AhpC) a qual é dependente do sistema Trx. Esse sistema tem sido
essencial para a protecado da bactéria contra o H202. Além disso, foi identificado os
aminoacidos envolvidos na interacdo TrxC e AhpC que é essencial para o
mecanismo de viruléncia da bactéria e que fornece ndao apenas um novo epitopo
para o planejamento de farmacos, mas também elucida a transferéncia de elétrons
de TrxC para as cisteinas cataliticas de AhpC. (WONG et al., 2017)
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A viruléncia de Mycobacterium leprae também tem sido relacionado ao sistema
Trx. Essa bactéria abriga um gene hibrido tiorredoxina-tiorredoxina redutase que
aumenta a sobrevivéncia intracelular de M. leprae (WIELES et al. 1997). O gene que
codifica o M. leprae TR-Trx foi clonado na bactéria ndo patogénica de crescimento
rapido Mycobacterium smegmatis. Os dados obtidos neste estudo sugerem que o
sistema Trx de M. leprae pode inibir a morte de bactérias intracelulares dependente
de oxigénio e, portanto, pode representar um dos mecanismos pelos quais essa
bactéria pode evadir o estresse oxidativo em fago6citos mononucleares humanos
(WIELES et al. 1997).

Tioredoxina de Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus € capaz de causar uma variedade de doencas,
variando de erupgdes cutaneas leves a infecgdes potencialmente fatais (FEY et al.,
2013). S. aureus € comum tanto na comunidade como em ambientes hospitalares e
tem a capacidade de colonizar transitoriamente a pele e as membranas mucosas da
maioria dos seres humanos, sem ser notado ou com caracteristicas clinicas
moderadas (PROCTOR, 2012).

A sobrevivéncia de um patdégeno versatii como S. aureus requer que ele
combata eficazmente os perigos ambientais, bem como os efeitos da resposta
imune inata e adaptativa (VILLANUEVA et al., 2016). Entre os importantes sensores
ambientais que respondem ao estresse oxidativo e tiol, descata-se o Spx. Acredita-
se que o Spx interage com o RNA polimerase (RNAP) ativando a transcricao
(NAKANO et al., 2010). Esse regulador também esta envolvido em muitas respostas
ao estresse em S. aureus, incluindo respostas a antibiéticos. Como trxA e trxB sao
transcricionalmente regulados por Spx, esse regulador é chave no aumento da
resisténcia da bactéria ao estresse oxidativo provocada pelo hospedeiro e a
resisténcia ao antibidtico rifampicina (VILLANUEVA et al., 2016).

Tioredoxinas de Bacillus anthracis

Bacillus anthracis, o agente causador do antraz, € uma bactéria Gram-positiva,
formadora de esporos (PILO et al., 2018). Durante o curso de uma infeccdo, os
esporos de B. anthracis crescem dentro dos macrofagos, e as células vegetativas
rapidamente se dividem no hospedeiro, atingindo altas concentragbes no sangue
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durante a doenca (MA et al., 2013). Isso implica que a bactéria precisa de sistemas
eficientes para a sintese de desoxirribonucleotideos para replicagdo e reparo de
DNA. Além disso, ha a necessidade de protecao contra o estresse oxidativo imposto
pelo sistema imune do hospedeiro (GUSTAFSSON et al., 2016). Estudos apontam
que o sistema Trx em B. anthracis pode ser essencial para seu crescimento e
viruléncia, principalmente em bactérias que carecem do sistema GSH, como, por
exemplo, B. anthracis. Gustafsson e colaboradores demonstraram que o B. anthracis
possui um sistema de Trx sendo o principal mecanismo antioxidante bacteriano e
que Trx1 é um doador de elétrons fisiologicamente relevante para ribonucleotidio
redutase (RNR) (GUSTAFSSON et al., 2012).

Tioredoxinas do género Salmonella

O género Salmonella também utiliza o sistema antioxidante como um fator de
viruléncia é a, principalmente ao reduzir o ambiente dos fagolisossomos, de fato, a
producdao de EROS nos fagocitos é essencial para a defesa do hospedeiro contra
salmonelose, como demonstrado pela prevaléncia de infec¢des por Salmonella ssp.
em pacientes com doenca granulomatosa crbnica portadores de mutacoes
autossémicas ou ligadas ao X nos componentes citossolicos e de membrana desse
complexo enzimatico (MOUY et al., 1989)

Dentre a maquinaria antioxidante dessas bactérias as Trx desempenham um
papel importante. A Trx-1 aumenta a viabilidade da Salmonella em um modelo
murino de salmonelose, mas nao parece proteger esse enteropatdgeno da morte
com H202 (BJUR et al., 2006). Além disso, a Trx-1 defende a Salmonella do estresse
oxidativo resultante da expressdo do NADPH oxidase em macr6fagos durante a
resposta imune inata em camundongos (BOGOMOLNAYA et al., 2013; DE GROOTE
et al., 1997; SONG et al., 2013). Dentre os mecanismos propostos, estudos sugerem
que essa proteina se liga e estabiliza o regulador transcricional SsrB ajudando essa
bactéria a sobreviver a atividade antimicrobiana do NADPH oxidase ativado durante
a resposta imune inata em macréfagos primarios e ratos (SONG et al., 2016).

Salmonella enterica sorovar typhimurium (S. typhimurium) € um patégeno
entérico intracelular facultativo que tradicionalmente tem sido usado como
organismo modelo para o estudo da febre tifoide causada pelo sorotipo Typhi
adaptado para humanos (MASTROENI; SHEPPARD, 2004) O genoma anotado de
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S. typhimurium contém homélogos dos genes que codificam os sistemas
glutationa/glutaredoxina e tiorredoxina de E. coli (SARKHEL et al., 2017), a saber
tiorredoxina (irxA, codificando tiorredoxina 1; trxC, codificando tiorredoxina 2; trxB,
codificando tiorredoxina redutase), y-glutamilcisteina sintetase (gshA), glutaredoxina
1 (grxA), e oxidoredutase periplasmica DsbC (dsbC), o que implica que as vias redox
que operam em E. coli também podem funcionar em salmonelas para fornecer
protec@o contra o estresse oxidativo. Cepas mutantes para esses genes mostraram
uma sensibilizacdo ao estresse oxidativo in vitro e diminuicdo da replicacao
intracelular em células epiteliais semelhantes a macrofagos e com viruléncia
drasticamente diminuida em camundongos BALB/c (BJUR et al., 2006).

Dessa forma, a trx derivada de diferentes bactérias tém contribuido com
diferentes agbes, contribuindo para a resisténcia ao estresse oxidativo, antibiéticos,
protecao e sobrevivéncia da bactéria no ambiente oxidantes de fagocitos (Figura 5)

K E. coli S. aureus =
<= H. pylori | B. anthracis =i

&= 1. tuberculosis || Salmonella SS;N

Figura 5. Diferentes fungbes das Trx bacterianas. Trx derivada de E. coli ativa os receptores
TRPC4/TRPC5 modulando o acumulo de leucdcitos, a fagocitose mediada por macréfagos. A alta
expressdo de Trx1 de H. pylori induziu significativamente a apoptose celular e diminuiu a expressao
de ciclina induzindo a carcinogénese gastrica. A Trx de M. tuberculosis é auxiliadora nos eventos
redutores das enzimas peroxidases envolvidas na resisténcia a antibiéticos. A producéo de Trxs em
S. aureus é via regulador transcricional. A Trx derivada de B. anthracis € doadora de elétrons para o
ribonucleotideo redutase, uma enzima que catalisa a formagcdo de deoxirribonucleotideos dos
ribonucleotideos. A Trx de Salmonella spp. se liga e estabiliza o regulador transcricional SsrB
ajudando essa bactéria a sobreviver a atividade antimicrobiana do NADPH oxidase.
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Tioredoxina como alvo farmacoldgico

A resisténcia aos antimicrobianos é uma preocupacédo de saude publica cada
vez mais importante, levando ao aumento da mortalidade, morbidade e custo dos
cuidados para os pacientes afetados. Assim, a descoberta de novos alvos
farmacolégicos contra patdégenos resistentes a drogas é oportuna e de extrema
importancia (MAY et al., 2018).

O sistema Trx pode ser considerado um importante fator de viruléncia,
portanto, a comunidade cientifica tem estudado essa proteina como um potencial
alvo terapéutico (MAY et al., 2018). As bactérias Gram-negativas multirresistentes
(MDR), como, por exemplo, E. coli sdo responsaveis pela maioria das infecgdes
fatais, e o desenvolvimento de novos antibiéticos €, portanto, de grande importancia
(ZOU et al., 2017).

Ebselen (2-fenil-1,2-benzoiselenazol-3 (2H) -ona) é uma droga organosselénica
que age como um antioxidante e um agente anti-inflamatério devido a sua atividade
semelhante a peroxidase da GSH (Figura 6) (MULLER et al., 1984 ; SCHEWE,
1995), e é um potente inibidor da TrxR bacteriana através de sua ligagao ao residuo
C -terminal de cisteina no sitio ativo (LU et al., 2013). Esse farmaco tem sido usado
em testes de fase clinica Il contra derrame isquémico por suas propriedades
antioxidantes e anti-inflamatérios (SCHEWE, 1995).

A combinagdo de ions de prata e Ebselen leva a uma rapida deplegcéo de
glutationa e do sistema Trx em E. coli (REN et al., 2018). Estudos in vivo verificaram
a eficacia bactericida de Ebselen em animais com peritonite leve e aguda causada
por E. coli. Estes resultados demonstram que os sistemas redox dependentes de tiol
em bactérias podem ser direcionados no projeto de novas drogas antibacterianas
(ZOU et al., 2017).

A participagéao de Trx1 na patogénese de H. pyloritem levado a prospeccao de
novos inibidores desta proteina. De fato, o Ebselen novamente ganha destaque,
principalmente no combate de patdégenos que dependem do sistema de Trx para
manter o equilibrio tiol/ dissulfeto na célula. Ebselen e seu analogo de enxofre
Ebsulfur sdo bactericidas para patégenos GSH-negativos (LU et al., 2013). Ebsulfur
foi capaz de inibir uma cepa H. pylori clinicamente isolada, ao inibir a TrxR e
subsequente bloqueio da transferéncia de elétrons, resultando na morte bacteriana
(LU et al., 2013).
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Figura 6. Estrutura quimica do Ebselen (PubChem Cid: 3194)

Outro exemplo de farmaco que vem sendo estudado € a Auranofina, um
composto contendo ouro aprovado pela FDA usado para o tratamento da artrite
reumatoide (RAMIRO et al.,, 2014) (Figura 8). A auranofina € um composto
organofilico, lipofilico, oralmente disponivel que interage com o residuo de
selenocisteina dentro do dominio redox-ativo da tioredoxina redutase mitocondrial
(TrxR), blogueando assim a atividade da TrxR (MAY et al., 2016). Trabalhos
recentes de atividade antimicrobiana contra protozoarios e bactérias também
mostraram inibicao da tiorredoxina redutase (TrxR) (KENGEN et al., 2018). Owings e
colaboradores avaliaram esse composto contra cepas de H. pylori obtendo
resultados promissores (OWINGS et al., 2016). Estudos bioquimicos mostraram que
a Auranofina inibe a tiorredoxina redutase bacteriana, uma proteina essencial em
muitas bactérias Gram-positivas para manter o equilibrio tiol-redox e proteger contra
espécies oxidativas reativas. A Auranofina diminui a capacidade de reducao das
bactérias alvo, sensibilizando-as para o estresse oxidativo, inclusive sendo eficiente
em cepas resistentes a Meticilina. Estes achados sugerem que a cascata redox
mediada por tioredoxina de agentes patogénicos Gram-positivos € um alvo valido
para o desenvolvimento de drogas antibacterianas, e que a Auranofina, agente
clinico existente, pode ser reutilizado para ajudar no tratamento de varios agentes
patogénicos resistentes aos antibidticos importantes (HARBUT et al., 2015). Além
disso, esse farmaco também apresenta atividades bactericidas potentes contra M.
tuberculosis (KOHANSKI et al., 2010).
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Figura 7. Estrutura quimica da Auranofina um inibidor do sistema Trx (PubChem CID: 16667669).

O desenvolvimento de novos farmacos para combater bactérias
multirresistentes (MRD) vem ganhando destaque. Liang et al (2016) mostraram que
o cha verde rico em Epigalocatequina 3-galato (EGCG) pode reduzir a produgéao de
Trx para algumas espécies diferentes de bactérias. Neste estudo, o efeito do cha
verde comercialmente disponivel e EGCG foram testadas contra E. coli e S. aureus,
os resultados mostraram uma diminuicdo no crescimento nas duas espécies,
demonstrando ndo apenas a importancia da Trx para o crescimento das bactérias
estudadas, mas também a acao anti-Trx da EGCG presente no cha verde, tornando-
se um potencial inibidor dessa proteina antioxidante (Liang et al., 2016).

Outros compostos que sao usados como agente antibacteriano ha séculos
sdo os derivados de prata, no entanto, seus mecanismos nunca foram bem
compreendidos (Zou et al., 2017). Liao e colaboradores demonstraram que os ions
de prata se ligam aos sitios ativos de TrxR e Trx em S. aureus, ocasionando a
oligomerizacao e a ruptura funcional de TrxR, bem como Trx. Além disso, a prata
também esgotou os niveis de tiol intracelular em S. aureus, interrompendo a
homeostase bacteriana tiol-redox (Liao et al., 2017). Dessa forma, o sistema Trx e

TrxR pode servir como um alvo viavel para o design de drogas antibacterianas.

45



OH

H O O .0‘\\‘

OH OH

OH
OH
Figura 8. Estrutura quimica do EGCG (PubChem CID: 65064)

Tioredoxina bacteriana x Tioredoxina Humana

De forma geral os aspectos de enovelamento das Trx humanas e bacterianas
sao iguais, no entanto, diferencas em relacdo as isoformas oxidadas e reduzidas
podem ser observadas. Uma maior distancia foi observada na ligacdo S-S da
isoforma reduzida de Trx derivada de E. coli (3.82 +0. 18 A) quando comparada a
humana (3.1 #0. 2 A) (LU; HOLMGREN, 2014). Em mamiferos, existem duas
isoformas de TRX, uma encontrada principalmente no citosol (TRX1) e a isoforma
mitocondrial (TRX2) (Para revisao ver: LEE et al., 2012). As a¢des dessa proteina
em doengas infeciosas parecem ainda nao ser bem compreendidas. Em 2003, foi
demonstrado que camundongos transgénicos com super expressao de Trx
encontram-se protegidos contra o dano hepatico causado pelo tratamento com LPS.
Esse mecanismo protetor parece estar relacionado com a capacidade da TRX em
interferir com vias de sinalizagdo associadas a apoptose hepdtica via citocromo ¢
(OKUYAMA et al., 2003). Trx também parece estar relacionada ao aumento da
resisténcia do hospedeiro ao LPS, e sua expressdo encontra-se aumentada em
diversos 6rgaos (coracao, pulmao e figado) em camundongos tratados com LPS
(SANO et al., 2002). Por outro lado, estudos recentes demonstraram que bactérias
do tipo Streptococcus sp sdo capazes de utilizar a Trx produzida pelo hospedeiro
para evadir a fagocitose, via inibicdo da clivagem e producédo de complemento C3a
(MA et al., 2012). Além disso, como ja foi destacado a Trx derivada de bactérias
contribui para a sua viruléncia (CHENG et al.,, 2017), resisténcia ao estresse

oxidativo (SHI et al., 2013; LIU et al., 2016; KUMAR et al., 2011.), ativacdo de outros
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sistemas antioxidantes (VILLANUEVA et al.,, 2016), aumento da motilidade
bacteriana (SONG et al., 2016), entre outros. Em conjunto, essas informacoes
indicam um paradigma no qual i) a TRX produzida pelo hospedeiro poderia
“proteger” o organismo contra uma resposta exacerbada a infeccdo causada por
produtos bacterianos e ii) a TRX produzida por ambos o hospedeiro e a bactéria,
facilitaria a proliferacao bacteriana. Dessa forma, mais estudos sdo necessarios com

o objetivo de elucidar melhor o papel das Trx de diferentes espécies.

CONCLUSAO

Em resumo, os patégenos possuem uma diversidade de sistemas
antioxidantes, que coordenam a remocdo de EROS e RNS, dentre os quais
podemos destacar o sistema Trx. Esse sistema € capaz de reduzir substratos
através da quebra de ligacoes dissulfeto, fornecendo elétrons a uma ampla gama de
enzimas e proteinas, auxiliando no enrolamento e formacao de proteinas oxidativas,
além disso, desempenha um papel chave na sintese de DNA e defesas contra
agentes oxidantes. Esse sistema pode proteger diversos microrganismos contra o
ambiente oxidante de fagdcitos, proporcionar motilidade bacteriana, auxiliar na
evasao a fagocitose, além de cumprir um papel importante na sintese de DNA e
reparo de proteinas. Por conseguinte, esse sistema pode ser considerado um
importante alvo para o desenvolvimento de novas drogas. Diversos farmacos ja
aprovados por 6rgaos reguladores para uso em diversas doengas tém sido usados
com o objetivo de inibir o sistema Trx em doengas infecsiosas, destaca-se os ions
de prata, derivados do ouro, como a Auranofina, Ebselen, entre outros. Todos esses
farmacos apresentaram relevante inibicdo do sistema Trx, mostrando um potencial
alternativa terapéutica, tendo em vista a frequente multi resisténcia das bactérias a
diferentes antibidticos, além disso, o desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos é demorado e caro, mas a reutilizacdo de drogas previamente
testadas e/ou aprovadas como agentes terapéuticos antimicrobianos pode ser uma

alternativa potencialmente util.
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Thioredoxin plays an essential role in bacterial anticxidant machinery and virulence; however, its regulat ory actions in the host are
less well undestood Reduced human Trx activates transient receptor potential canonical 5 (TRPCS) in inflammation, but there is
no evidence of whether these receptors mediate bacterial thioredoxin effects in the host. Importantly, TRPCS can form functional
complexes with other subunits such as TRPCA. Herein, E. coli-derived thioredoxin induced montality in ipopolysaccharide- (LP5-)
injected mice, accompanied by reduction of leukocyte accumulation, regulation of cytokine release into the peritoneum, and
impairment of peritoneal macwphage-mediated phagooytosis. Dual TRFCA/ TRPCS blockade by MI204 increased mortality and
hypothermia in thioredoxin-treated IFS mice but preserved macrophage's ability to phagooytose. TRPCS deletion did not alter
body temperature but promoted additional asccumulation of peritoneal leukooytes and inflammatory mediator release in
thisredoxin-administered LPS mice. Thioredoxin diminished macrophage-mediated phagocytosis in wild-type but not TRPCS
knockout animals TRPCS ablation did not affect [PS-induced responses. However, MI20M caused mortality associated with
exacerbated hypothermia and decreased peritoneal leukocyte numbers and oytokines in [PS-injected mice. These results suggest
that bacterial thioredexin eflects under LP5 stimli are mediated by TRPC4 and TRPCS, shedding light on the additional
mechanisms of bacteral virulence and on the pathophysiological roles of these receptors

1. Introduction antioxidant molecule; however, its  immunomoduolatory

actions and subsequent role in infections are not well under-
Thioredoxin (Trx) is a redox protein produced by all species, stood and may be species dependent. Indeed, bacteria-
from bacteria to humans. Trx plays a pivotal role as an  derived Trx has been linked to inoreased bacterial virulence
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[1], whilst host-derived Trx has been associated with bacteria
evasion from the host’s immune system [2].

Mammalian Trx was previously shown to regulate a
series of intracellular cascades including activation of gene
transcription and induction of apoptosis [3-6]. Data
obtained from im witro experiments suggest that once
released, the mammalian Trx acts extracdlularly, modulating

ine production and as a chemoattractant for monocytes
and neutrophils [7]. Interestingly, Trx overexpressing mice
are profected from lipopolysaccharide- (LP5-) induced
hepatic damage by presenting reduced cytocrome c-
mediated apoptosis [8]. Also, Trx expression is found to be
upregulated in different organs (heart, lungs, and liver) in
LP5-treated mice [9]. These evidences suggest a potential
protective effect for host Trx in sepsis. More recently, Ma
et al. [2] showed that Streptococous sp. uses host-produced
Trx to evade phagooytosis. To add another layer of complex-
ity to Trx effects, its prodoction and rdease by bacteria such
as Salmonella sp. increases bacterial virulence in infected
mice [1]. This is suggested to be due to Trxantioxidant prop-
erties [10-13]. Bacterial Trx was also shown to be crucial to
the increased mortality observed in Sabnoneflg-indoced
infection i vive [14].

In its reduced form, homan Trx was found to adivate the
transient receptor potential canonical 5 (TRPCS) subunits
[15], a receptor found on sensory neurones and nonneuronal
cells such as endothdial and kidney cells. The ability of
TRPCS to regulate the nflammatory response was previously
suggested [15, 16]; however, its role m sepsis is yet to be
addressed. Also, it is unclear whether bacterial Trx immuno-
modulatory actions in the host depend on TRPCS activation.
Importantly, TRPCS can form functional complexes with
other receptors of the same family, such as TRPC4 [15, 17],
which was recently suggested to become upregulated under
LPS stimuli [18, 19].

Therefore, we investigated the contribution of TRPCS
and TRPC4 channels to the systemic inflammatory response
(SIRS) caused by LPS by using TRPCS knodeout (TRPCS )
and wild-type (TRPCS ') mice and a TRPC4/TRPCS antag-
onist. We further assessed the contribution of these receptors

to bacterial Trx-induced responses in LPS-injected mice.
We sugpest that the effects of Escherichia coli-derived Trx
in LP5-induced responses depend on the activation of both
TRPC4 and TRPCS channels.

2. Materials and Methods

21 Mice. MNonfasted male C57BLA6 and 12951Svim]
TRPC5'"™ and TRPCS ™ mice (2-3 maonths of age) were used.
C57BLA animals were obtained from the animal's fadlity of
the Universidade Ceuma (UNICEUMA). TRPCS'' and
TRPCS " breeding pairs were bred at King's Collepe London
(KCL} Binlogical Service Unit from mice provided by Prof.
D.E. (lapham (Howard Hughes Medical Institute, Boston,
LL5A) [20] Animals were housed in a dimatically controlled
environment (mom temperature of 22 +2°C) and humidity of
around 60%, on a 12-12h light/dark cycle (lights on at 0700,
with free acoess to water and food. All experiments were con-
ducted under the guidelines of the United Kingdom Home

Oxidative Medicine and Cellular Longevity

Office Animals (Sdentific Procedures) Ac 1986 and in
accordance with the Brazidian Sodety for Animal 'Wdfare
(SBCAL), following approval by the KCL Animal Care
and Ethis Committees and the Ethics Committee of UTNI-
CEUMA, respectively. All experiments were conducted in a
Hinded manmner. Animals were randomly assigned into
groups and the experimenter was blinded towards the treat-
ment and the genetic badeground of animals during the
experiment.

22 Pharmacological Treatments. C57BL/6, TRPCS™", and
TRPCS ' mice received a subcutaneous (sc.) injection of
phosphate-buffered saline (PRS; Sigma-Aldrich) containing
hacterial Trx (20 pg150 glfanimal, twice a day; from E coli;
Sigma-Aldrich) for 3 days prior to the induction of SIRS. In
arder to assess the role of TRPC4 and TRPCS complexes
in LP5-induced responses, CS7BL/G mice recaved ML204
[16, 21] (1 mg/lg, 150 plfanimal, twice a day; Sigma-Aldrich)
for 5 days and then LPS. In a separate set of experiments,
C57BL/6 animals received ML204 (1 mpg/kg, twice a day; in
6% dimethyl sulfoxide (DMSO) in PBES) for 2 days alone,
and then, this dmg was coinjected with bacterial Trx
(20 prg/animal, twice a day) for another 3 days prior to LPS
challenge Vehicle-treated mice were used as controls.

23 Induction of SIRS Animals received an ip. injection
of saline (09%) containing LPS (1125 milion of EU/kg
obtained from E coli serotype O111:8B4; Sigma-Aldrich)
[22], and the SIRS was allowed to develop for 24h.
Vehide-treated mice were used as controls. Baseline body
weights and temperature were registered prior (baseline)
and 24h after LPS injection and the results are expressed
as percentage (%) of body weight and temperature in relation
to baseline. The severity of 5IRS (dmoted by changes in
grooming behaviour and mobility and presence of piloerec-
tion and weeping eyes) was evaluated at 24h following LPS
injection, as previously described [22]. In a separate series
of experiments, mortality rates were evaluated over 96 h fol-
lowing SIRS induction in independent groups of C57BL/G
mice (§-10 mice/group).

24 AST and Creatinine Levels. Dysfunction of the heart/liver
and ladneys was assessed by measuring aspartate aminotrans-
ferase (AST) and creatinine lewels, respectively, in plasma
samples of mice 24h after the administration of LPS or
vehicle by using commercial kits, acoording with the manu-
facturer’s instructions (Sigma-Aldrich). For this, blood
samples were obtained by cardiac puncture in animals
previously anaesthetized. The plasma was then obtained by
centrifugation of heparinised blood samples at 1500rpm
for 20 min. Results are expressed as millivnits/m] (AST) and
ng/ul (reatinine).

25 Collection of Peritoneal Lavage Samples and Cell Counts.
Twenty-four howurs following SIRS induction, the animals
were anassthetized, and then the peritoneal lavage fluid
(FELF) was collected by laparotomy as described by
Fernandes et al. [23]. The peritoneal cavity was washed with
3ml of sterile PBS and an aliquot was used for total and dif-
ferential counts (> 10%/ml) of peritoneal leukocytes. Another
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aliquot of the PELF (500 gl) was separated for im vitro analy-
sis of macophage-mediated phagocytosis; the rest was cen-
trifuged at 1500 rpm for 20min, and the supernatant was
collected and kept at = 80°C until further analysis of the levels
of inflimmatory mediators.

26 Nitric Oxide (NO7) Lavels. The NO, /NO,  content was
measured by the Griess assay as an indicator of NO produc-
tion in the peritoneal lavage, according to the method
described by Mendes et al. [22]. For this, 80 gl of sample were
incubated with 20gd of 1U/ml nitrate reductase (Sigma-
Aldrich) and 10l of 1mM NADPH (Sigma-Aldrich) for
3 min at 37°C in a 96-well plate. Then, 100ul of Griess
reagent (Sigma-Aldrich) was added and incubated for
15 min at 37°C. Absorbance at 550 nm was measured imme-
diately using a spectrophotometer (plate reader MB-580;
Heales, Shenzhen, China). After subtraction of background
readings, the absorbance in cach sample was compared with
that obtained from a sodium nitrite (0-100 gM) standard
curve. Results are expressed as levds of NO™ in uM.

27 Analysis of PELF H;0, Hydrogen peroxide (H:O,)
production by peritoneal inflammatory cells was measured
by wsing a HyO /peroxidase assay kit (Amplex Red H,O,/
Peroxidase assay kit Molecular Probes, I[owitrogen). The
assay was performed as previously described [22]. Briefly,
50 il of PELF were incubated with 50 il of a solution contain-
ing WaPO, 0.05M (pH 7.4), HEP 0.2 U/ml, and Amplex Red
reagent (10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine) 25.7 mg/ml
for 2h at 37°C. Samples incubated with NaPQ, 0.05M only
wiere used as controls. After incubation, the reaction was read
at 560 nm. Absorbance readings, obtained for samples incu-
bated in the absence or presence of Amplex Red reagent, were
compared with a H,O, standard curve (0—40puM). Results
are expressed as levels of HO, in uhL

28 Cytokine Measurements. The levels of PELF cytokines
(TMFa, IL-6, and IL-10) were evaluated by using mouse

cytometric bead array (CBA) cytokine (BD Binsciences) and
V-PLEX Proinflammatory Panel 1 Mouse (Meso Scale Dis-
oowvery) multiplex kits according with the manufacturer's
instructions. Readings were compared with those of appropri-
ate standard corves, and results are expressed as picograms of
cytokine per millilitre of PELF (pg/ml).

2% Macrophage-Mediated FPhagocytosis. The peritoneal
cdls obtained were centrifuged (1500rpm, 10min, 4 C)
and resuspended in DMEM Media - GlutaMAX™ (Thermo
Fisher Sciemtific) containing 10% fetal bovine serum
(w/w; Thermo Fisher Scientific) and penicillin-streptomycin
(1x; Sigma-Aldrich) Cells (6 % 10°/well) were incubated in
eight chamber culture slides (BD Falcon) at 37°C in 5%
C0,, and after 2h, the nonadhered cdls were removed.
Adherent cells (macophages) were then incubated with
2 uM fluorescent latex beads (1:100; 5 ulfwel) for 12 h. After
the incubation period, the cell culture medinm was removed
and each well was processed and analyzed as described by
Fernandes et al. [23]. Slides were analyzed by microscopy
(Olympus BX51 or Zeiss Axio Z2; bright field). Images were
acquired by an Olympus oolor view 3 or Zess AxioCam ICc5

mmerz and visualized in Cell P or ZEN programmes. Two
lots of 100 cells were counted for each sample, and the aver-
age for each sample was considered as an n number. Results
are expressed as number of phagocoytosed beads per 100 cdls.

21 Statistical Analysis. The results are presented as the
mean +standard error (SE). The percentage of mhibition is
reported as the mean +5E for each individual experiment
Statistil comparison was performed by analysis of variance
followed by the Bonferroni test. The results of the severity
soore analysis are expressed as the median (minimum-maxi-
mum) values and were analyzed wsing Kruskal-Wallis test
followed by Dunn's test for multiple comparisons. Survival
urves were analyzed by the nonparametric Mantel-Cox test.
p< 0.05 was considered significant.

3. Results

3.1 Dual Blockade of TRPC4 and TRPCS Induces Mortality
Associated  with Increased Hypothemia in Mice with
LPS-Induced SIRS. Herein, LPS-injection was used as a model
of S5IRS assodated with gram-negative bacteria. We initially
assessed the contribution of TRPCS and TRPC4 channel
activation to LPS-induced SIRS; therefore, systemic alter-
ations such as body weght and temperature, markers of
organ damage, severity of disease, and mortality rate were
evaluated. As expected, mice injected with LPS exhibited
severe disease which was accompanied by a marked drop
in body weight and temperature in comparison with the
antrol group, irespective of genotype (Figure 1(a), 1(c),
and 1(e), respectively; p<0.05). Similarly, repeated pre-
treatment with the dual TRPC4/TRPCS blocke ML204
did mot alter SIRS severity or body weight m LPS mice
(Figure 1(b) and 1(d}). On the other hand, hypothermia
was more pronounced (twofold increase) in SIRS mice
administered with ML204 in comparison with ther vehicle
controls (Figure 1(f); p < 0.05).

Loss of TRPCS signalling was previously suggested to
attenuate liver injury cused by cholestasis [24] and to
improve kidney function in LP5-injected mice [25]. Data
depicted in Figure 2(a)-2(d) demonstrates that nether
TRPCS ablation nor TRPCA/TRPCS blockade significantly
altered the levels of AST and creatinine (indicators of liver
and kidney damage, resp.) in mice with SIRS; still, TRPCS %
mice with SIRS exhibited higher levds of AST (1.6-fold
increase) than their vehide mntrols and TRPOS ' injected
with LPS. Assessment of survival showed that ML204
pretreatment causes mortality (15%) in CS57BL/6 mice with
SIRS whilst no deaths were registered for those administered
with wehicle (Figure 2(e]).

ML24 did not affect severity, body weight, or organ
function (Figure 1(b) and 1(d); Figure 2(b) and 2(d}}; but
aused hypothermia in non-SIRS mice in comparison with
vehicle controls (Figure 1(£); p < 0.05). Also, ML304 had no
effects in the survival of the same mice (Figure 2(f}).

32 E ooli-Derived Trx Causes Mortality in SIRS Mice and
This Is Further Exacerbated by TRPCHTRPCS Antagonisr
We next evaluated the effects of bacterial Trx in LPS-
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Fiouge 1: Effects of TRPCS deletionand TRPCA/ TRPCS antagonism in the severity, body temperature, and weight of SRS mice. {a) Severity
of SIRS, (<) drop in body weight, and (e) temperature in TRPS** and TRPC5™™ mice injected with wehide (PBS: n=4-8) or
lipopolysaccharide (LPS% n =7 - 14). (b) Severity of SIRS, (d) drop in body weight, and (f) temperature in mice treated with vehice (6%
DMS0 in PBS n= 8- 16) or the TRPCATRPCS antagonist ML (1 mgfeg: n =8 - 18) subcutaneousy, twice a day, for 5 days prior to
LIPS injection. Mon-SIRS (PBS-injected) mice were used as controk (n=5- 8). "p < 0.05 differs from vehide-injected controls; ®p < 0.05

differs from LPS-injected controls

injected mice. Treatment with this protean was not able to
affect body weight or temperature in SIRS mice (Figure 3(a)
and 3(c}). Similarly, ML204 did not alter body weight in STRS
mice treated with bacterial Trg however, the same animals
exhibited increased hypothermia (2.7-fold) in comparison

with LPS controls (Figure 3{d); p<0.05). Treatment with
hacterial Trx had no effects in LPS-induced liver and kidney
damage, and this was not altered by treatment with MLZ04
(Figure 3(e) and 3{f}). However, bacterial Trx caused marked
mortality (28%) in LPS mice (Figure 3(g); p < 0,05), an effect
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Fiougre 2: Effects of TRPCS deletion and TRPC4/TRPCS antagonism in organ falure and survival of SIS mice. Circulating (a) aspartate
aminotrarsferase (AST) and {c) creatinine levels in TRPCS™ and TRPCS " mice injected with wehide (PBS; n =4) or lipopolysaccharide
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antagonist MI204 (1 mgikg: n=6) subcutaneously, twice a day, for 5 days prior to LPS injection. Non-SIRS (PBS-injected ) mice were used as
controls {n=5-8) Survival mtes () were registered in 5IRS and non-5IRS mice administered with vehicle or ML204 (n= 10/group ).
" p < 0,05 differs from vehide-injected controlk.

that was significantly exacerbated by treatment with M L204 ML204 treatment did not affect Trx efects in non-SIRS mice
(mortality of 65%) (Figore 3(gh p<0.05). (Figure 3).

The administration of bacterial Trx in non-SIRS mice
caused nonsignifiant hypothermia and elevation of creati- 33 Treatment with MLXM or Bacterial Trx but Noi TRPCS
nine in these mice (Figure 3(d) and 3(f); p > 005), without  Ablation Reduces Peritoneal Cell Numbers in Mice In order
affecting their survival or AST levds (Figure 3(e) and 3(g)). to investigate the participation of TRPC4 and TRPCS in the
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Fraure 3: Effects of bacterial thioredoxin (Trx) in body temperature and weight, organ failure, and survival of SIRS mice. Bacteral Trx
(20 prgf 150 plfmonse, suboutaneously, twice a day, for 3 days prior to lipopolysaccharide (LPS) injection) effects in (a) body weight and
(¢} temperature of TR PC5* ™ and TRPCS™ ™ mice injected with vehicle (FBS; n = &) or LP5 (n = &). Eflects ofbacterial Trx (20 pg/ 150 pl/ mouse,
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mice treated with vehicle (6% DMS0in PBS; n = &) ar the TR PCH/TRPCS antagonist ML2M (L mg'kg 1 = &) subcutaneously, twicea day, for 5
days prior to IPS injection. Mon-SIRS (PBS-injected) mice were wsed as controls (n=>5- 8). Survival rates () were registered for mice
administered with vehide, ML20M, Trx, or Tre+ ML2M (n=8/group). *p< 005 differs from wehide-injected controls; #p < 0,06 differs
from LPS-injected controls
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Fraure 4: Effects of bacterial thioredeorin (Trx) in the number of peritoneal leukooytes and mac rophage-mediated phagooytosis in STRS mice.
Bacterial Trx (20pg/150 /mouse, subcutaneoudy, twice a day, for 3 days prior to lipopolysaccharide (LPS) injection) effects in the mumbers
of peritoneal (1) mononuclear and (¢) polymorphonuclear (PMN) cells and f2) macrophage-mediated phagoortosis in TRPCS™™ and
TRPCS™ mice injected with wehicle (PBS; n=4) or LP5 (n=86). Effects of bacterial Trc (20 pgf 150 pl/mouse, subcutaneousy, twice
a day, for 3 days prior to LPS injection) in the numbers of peritoneal (b) mononudear and (d) polymorphonucear (FMN) cells
and (f) macrophage-mediated phagocytosis in SIRS and non-5IRS mice treated with wehicle (6% DMSD in PBS n=6-9) or the
TRPCATRPCS antagonist ML204 (1mgihg: n=>5-9) subartaneowsly, twice a day, for 5 days prior to LPS injection. ML04-treated
mice were used for comparison {n=>5-9). "p=<0.05 differs from vehide-injected controls.

local alterations caused by the intraperitoneal injection of
LPS, the PELF samples were analyzed, and the numbers of
peritoneal lenkocytes were munted. B was observed that
TRPCS5 ablation does not affect leukocyte accumulation into
the peritoneum of LPS-injedted mice, denoted by the num-
bers of mononuclear and polymorphonuclear (PMN) cells

(Figure 4(a} and 4(c}). On the other hand, administration
af ML2{4 caused reduction (46%) in the peritoneal mononu-
dear cdl population (Figure 4(b)) of LPS-injected animals
in comparison with LPS controls; however, this was not
significant. A similar effect was ohserved for those which
reccived bacterial Trx, as they presented lower numbers
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Tasee L: Inflammatory mediator levels in peritoneal lavage samples obtained from TRPCS™™ and TRPCS™™ mice intraperitoneally (ip.)
injected with lipopolysaccharide (LPS) and pretreated subcutaneoudy with either wehicle (PBES% n=8) or bacterial thioredoxin (Trx;
20 peg /150 pal, twice a day, for 3 days, n=5 - 6). Animals treated with vehicle (PBS) were used as controk (n=4). "p < 0.05 differs from
the vehicle +vehicle group: 'p <005 differs from the whide +LPS group "p < 0.05 differs from LPS-injected WT mice pretreated with
bacterial Trc.

Infammatory mediator ., . ?-R.W"FH e . . Tm'r‘_
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Tasce 2: Inflammatory mediator levels in peritoneal lavage samples obtained from C57BL/6 mice intraperitoneally (Lp.) injected with
lipopolysaccharide (LP5S) or vehicle (PBS) and pretreated subottaneously with vehide (6% DMSO in PBS n=8), ML (1mglkg,
150 pltmice, twice a day, for & days; a =5 - 8), and'or bacterial thioredosin [Tex, 20 ! 150 pl, twice a day, for 3 days a=5-8). "p <0.05
differs frorn the vehide+vehide group; ®p<0.05 difiess from the vehide-control group treated with ML204, Trx or MLXM + Trx;
&p < 005 differs from the vehide +LPS group.

medator | vide _whide  vaide _ vancie . VeideslPs Mot oot g Y0
THFa (pg'ml) BEL26 155125 161126 3321357 163157 143181 78133 7313.1%
IL-& (pg/ml) 21104 20107 18+04 29107 4030+ 1331" 14402611 1052 +550% 18692943
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NO® (ub) 473473 0.1 10037 20171 altel 96911027 1229+240% TR2:80% RIT:84%
H, O, (M) 165447 09+34" 197+ 46 82130 194£41 191452 106+2.4 123428

of monoouclear (44%) and PMMN (48%) celk than LPS-
injected contrals (Figure 4(b) and 4(d)). Analysis of PELF
population in non-5IRS mice showed that ML204 reduces
the number of mononuclear cells (40%) (Figure 4(b)), with
no effects in PMMNs (Figure 4(d)).

34 TRPCS but Not Dual TRPCH/TRPCS Antagomism
Promotes the Accumulation of Leukocytes in the Peritomeal
Cawvity of Trx-Treated SIRS Mice The contribution of
TRPC4/TRPCS subunits to the leukocyte influx in the perito-
neal cavity of SIRS mice injected with bacterial Trx was also
assessed. Although not significant, SIRS TRPCS " treated
with bacterial Trx exhibited higher numbers of leukooptes
in their peritoneal cavity than TRPCS'"" mice with SIRS
administered with the same protein (3.8-fold and 5-fold
increase for monomuclear and PMN cdls, resp.) and LPS-
injected TRPCS " mice (2.1-fold and 3.4-fold increase for
mononucler and PMN cells, resp.) (Figure 4(a) and 4(c}).
Treatment with ML204 did not significantly affect the perito-
neal population of Tr-administered STRS mice (Figure 4(a)
and (c)): however, it further decreased the number of mono-
nuclear cdls in these mice.

Trx had no effects in PELF leukocytes of non-SIRS mice
(Figure 4(b) and 4(d}}), and this was not altered by ML204
treatment (Figure 4(b) and 4(d]).

35 E coli-Derived Trc Inhibits LPS-Induced Phagocytosis
in Macrophages via Activation of TRPCS. Baderial Trx

facilitates evasion of phagocytosis [2]. Figure 4 shows that
LPS-induced phagooytosis in macrophages was reduced by
Trxtreatment (~51%), an effect that was prevented by TRPCS
ablation or dual TRPC4/TRPCS blodeade (Figure 4(¢) and
#4(f)). Trx also reduced phapgocytosis in macrophages of
non-SIRS mice (45%) (Figure 4(f)); this response was not
affected by ML204 treatment (Fgure 4(f}).

36 TRPC4 and TRPCS Differentially Regulate the Release of
Peritoneal Inflammmatory Mediators during SIRS. Changes in
the generation of inflaimmatory mediators are essential to
the host response to infection; thus, the levels of peritoneal
mediators were analyzed. LPS triggered the release of opto-
kings, NO, and H,0, in the peritoneal cavity of TRPCS-
expressing mice (Tables 1 and 2). LPS-induced increases in
cytokine and NO® concentrations were higher in C57BLAG
(Table 1) than in TRPC5S'" (Table 2} in comparison with
their vehicle controls. On the other hand, LPS-injected
TRPCS""" mice release greater amounts of H,0, than mice
of the C57BL/6 strain in comparison with vehicle controls
(Tables 1 and 2). Fod mcreases in C57BLMG mice were of
19, 1919, 18, and 20 for TNFa, IL-6, IL-10, and NO¥,
respectively; whilst TRPECS" animals presented with 1.5-,
7.3-,12-, and 1.7-fold increases for TN Fa, IL-6, IL-10, and
H, O, levels, respectively.

Whilst ML204 treatment decreased the production of
cytokines (IL-6 and IL-10) in mice with SIRS (Table 2}, the
lack of TRPC5 did not affect this response (Table 1). Bacterial
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Trx had no effects in the release of inflammatory mediators
in the peritoneal vity of SIRS TRPCS'" mice (Table 1)
but impaired the production of peritoneal cytokines (TN Fax,
IL-6, and IL-10} and H,0, in the C57BL/& strain (Table 2).
Also, Trx cansed increased release of THFa, [L-6, MO, and
H,O,in TRPCS ™ animals injected with LPS in compari-
son with LPS contrals or TRPC5"" mice administered
with this protein (Table 1). MLX(4 treatment partially
reversed Trx-induced reduction of peritoneal IL-6 and
IL-10 in SIRS mice (Table 2).

The concentrations of PELF inflaimmatory mediators
were also evalvated in non-SIRS mice. Data depicted on
Table 2 shows that when administered with ML204, these
mice produce higher levels of TNFa (1.8-fold increase),
IL-10 (25-fold increase), and H,0, (159-fold increase)
but are impaired to release NO. Similarly, non-SIRS mice
treated with bacterial Trx presented with increased levels
of peritoneal THFa and IL-10 (1.8- and 2.1-fold increase,
resp.) and redoced (81%) NO concentrations. ML204
injection in non-5IRS mice administered with Trx resulted
in farther incease of THFax and IL-10 (Table 2).

4, DMscussion

Growing evidence has linked the activation of TRPCS com-
plexes to inflammation [15, 16, 26, 27]. Interestingly, these
reports have sugrested an anti-inflammatory and immuno-
suppressive tole for these complexes. TRPCS activation is
also involved in multiple organ functions as a protective
molecule in diseased states [24, 25] TRPCS channels can
be activated by a range of endogenous stimuli such as
G-protein coupled receptor activation, oxidised phospho-
lipids, H,O,, and redoced Trx [15, 28-31]. Of note, Trx is
involved in the anticxddant machinery of both mammalians
and microorganisms. Despite all these evidences, the rde-
vance aof TRPC5 complexes to the SIRS assodated with
bacterial infections has not yet bemm addressed; moreover,
ther importance as targets for bacterial Trx has never
been explored.

Herein, we evaluated the role of TRPCS and TRPC4
compleces in 2 nonlethal mouse model of LPS-induced SIRS
and espedally its contribution to bacterial Trx signalling in

the host. Data gathered from THPCS ™ mice sugppest that
the endogenous activation of TRPCS has little or no partici-
pation in the loml and systemic inflammatory responses to
LPS, as in its absence, only AST levels are regulated. On the
other hand, dual blockade of TRPC4/TRPCS complexes
culminated with the regulation of different steps of SIRS
(enhanced hypothermia, reduction of peritoneal monomnu-
clear odl numbers, and diminished cytoldne release), and this
was associated with mortality (15%). These evidences sngpest
a role for TRPC4 but not TRPCS receptors in LPS-induced
responses. Recent reports demonstrated that LPS does not
activate TRPC4 but induces its expression in pulmonary arte-
rial smooth musde cells in vitro; the same studies showed
TRPCS is not expressed on these cells [18, 19]. However, a
potential role for TRPCS in LPS responses is yet to be dis-
carded as litfle is lmown of the existence of compensatory
mechanisms in TRPCS " mice in inflammation. Of note,

both TRPCS deletion and TRPCA/TRPCS blockade by
ML2014 were previously demonstrated to increase cytokine
release in complete Freund's adjuvant- (CFA-) injected mice
[16], suggesting these channds may respond differently to
different inflamma tory challenges (Le, LPS versus CFA).

We also found that in non-SIRS mice, ML204 increases
the peritoneal concentrations of THFa, IL-10, and H,0,
whilst redudng MO levels. Treatment with bacterial Trx
resulted in similar responses for TNFa, IL-10, and MO, and
its coadministration with ML204 further exacerbated the
release of THFaand IL-10. These alterations caused by dther
ML204 or bacterial Trx in non-5IRS animals had little or no
effect in the other evaluated parameters, except for body tem-
poature. However, the rdevance of these data is undear,
especially in regards to bacterial Trx, as this protein is only
expected to be present at systemic levels in the host if there
is an ongoing bacterial infection.

Different strains of mice were used in our study (C57BLf&
and 1295i/5vIm]) and, as such, the intensity of the inflamma-
tory response varied between them. Differences between
mouse strains have also been shown in other studies in regard
to inflammatory mediator release and lenkocyte migration
[23, 32, 33]. Despite that, we show that E.coli-derived Trx
regulates a series of inflimmatory events in our model, cans-
ing reduction of peritoneal leukocytes, cytokines (IL-6 and
IL-10), and H.(,, in addition to impaired macrophage-
mediated phagocytosis. These responses were associated with
increased mouse mortality (28%). This was expected as the
ahility of bacterial Trx to mediate mortality during infection
is not novel. Indeed, doe to its antioxidant properties, bacte-
rial Trx was previously assodated with increased mortality by
Salmonella enterica in vivo [14]. This protein is also known to
ontribute to bacterial virulence and evasion from the host
immune system [1, 2, 10-14].

Our data also shows that cytokine (TNFa and IL-6), NO,
and H,O, release in the peritoneum is exacerbated in SIRS
TRPCS " mice pretreated with Trx whilst ML204 partially
reversed the inhibitory effets of this protein on IL-6 and
IL-10 production, without affecting NO and H.O, leves
These data allow us to supgest that TRPC4 and TRPCS chan-
nels may play different roles in the generation of inflamma-
tory mediators upon Trx stimouli.

Interestingly, the suppression of macophage-mediated
phagocytosis by Trx was absent in TRPC5 ' and also in
those administered with ML204, indicating that both
TRPCS5 and TRPC4 mediate Trx responses in SIRS mice
Of note, the ability of TRPC4 and TRPCS to form homo-
and heterodimers, in addition to the ladc of selective
antagonists for each of these receptors, makes difficalt to
distinguish ther individual physiological and pathological
roles. Despite that, it was demonstrated herein that these
channels may act as additional targets for bacterial Trx
during SIRS.

Although different regulatory pathways may be associ-
ated with TRPC4 and TRPCS, enhanced mortality (65% rate)
was observed in LPS-injected mice treated with E.coli-
derived Trx and ML2(4; therefore, suggesting for the first
time, a protective role for TRPC4TRPCS channels in infec-
tions c@used by this microorganism. It is possible that TRPC4
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and TRPCS also play similar roles in infections caused by
other bacteria, but this remains to be evaluated.

Overall, these data indicate that bacterial Trx effects in
LPS-induced responses depend on the activation of both
TRPC4 and TRPCS channels, with these playing distinct
and additional roles in disease outcome. Farther in witro
and in vive stodies addressing the potential of TRPC4/
TRPCS selective agonists as protective molecules against hac-
terial infections remain to be investigated.
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4. CONSIDERAGCOES FINAIS

A Trx € uma proteina altamente conservada em todas as espécies, de
mamiferos a bactérias. Além de funcionar como scavenger de ERQOS, vérias outras
funcdes tem sido atribuidas a esta proteina, desde sua participacdo na na sintese de
DNA e reparo de proteinas até a inibigdo de vias relacionadas a imunidade inata ,
como, por exemplo, fagocitose e sistema complemento, sendo considerada assim,

como importante fator de viruléncia de patégenos.

Diferentes alvos foram antiormente descritos para a Trx bacteriana no
hospedeiro, incluindo enzimas como C5 convertase e proteina M de macréfagos;
entretanto, ndo existem relatos de sua atividade sobre o TRPC5 e seus complexos,
expressos em células neuronais e nao neuronais.

Este trabalho apresentou as primeiras evidéncias de que os receptores
TRPC4/TRPC5 podem exercer um papel protetor na sepse induzida por bactérias.
De forma geral, os dados aqui discutidos indicam que os efeitos da Trx bacteriana
em infecgdes que envolvem a interagdo entre LPS e o hospedeiro dependem da
ativacao de ambos TRPC4 e TRPCS5, e que estes exercem papéis complementares

no prognostico da sepse.
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