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Resumo

Campos-Oliveira JC. Interagdo entre micoplasma e SUMO na aterogénese e
na resposta antilipemiante e anti-inflamatoria do composto PTCTS em coelhos
com dieta hipercolesterolémica [tese]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina
Universidade de Sao Paulo; 2020

Introdugéao: Aterosclerose ndo é classificada como uma doenga infecciosa,
mas ha evidéncias crescentes de que o estresse oxidativo, a inflamagao, o
diabetes, a obesidade e doencas valvares podem ser desencadeados por
agentes infecciosos. Trabalhos prévios do laboratério mostraram grande
quantidade de agentes infecciosos, principalmente o Mycoplasma pneumoniae
nas placas de aterosclerose. Essa bactéria pode modular negativamente o
sistema de modificagdo poés traducional, SUMO, para aumentar sua
proliferagdo e infecgao, inativando o sistema imunoldgico. PTCTS, uma nova
droga que transloca o acido sialico, foi usado na forma aquosa e diminuiu
microparticulas de antigenos de M.pneumoniae no soro, mas ndo o tamanho
das placas em estudos anteriores. Objetivo: Avaliar se nova formulagdo do
composto em gel tem eficacia na remocdo do M.pneumoniae podendo
reestabelecer o sistema imunologico atravées do SUMO e diminuir
aterosclerose. Métodos: Coelhos alimentados com dieta rica em colesterol ou
nao por 12 semanas receberam ou ndo tratamento com PTCTS e foram
divididos em 3 grupos de 9 animais: CPositivo com dieta e sem tratamento;
PTCTS com dieta e tratamento e CNegativo sem dieta e tratamento. As Aortas
foram estudadas pelas técnicas de Imunohistoquimica para SUMO1,
SUMO2/3, oxLDL e macrofago, TUNEL, Hibridagdo in situ e PCR real time
quantitativo para DNA de M. pneumoniae e Western blotting para NFkB e
receptor de LDL. Resultados: A dieta hipercolesterolémica aumentou a
quantidade de colesterol total (p=0,0003) nos grupos ateroscleréticos. O
PTCTS diminuiu a porcentagem de area com placas de ateroma (p=0,015), do
DNA de M. pneumoniae na placa na porgdao abdominal (p=0,02) e de oxLDL
nas porgbes ascendente e abdominal (p=0,02 e 0,01, respectivamente) e
aumentou na porgao abdominal a quantidade de SUMO1 (p=0,04), SUMO2/3
(p=0,03), de células apoptdticas (p=0,005) e de NFkB (p=0,01). Conclusao:
PTCTS em gel mostrou melhor eficiéncia na remogao do M. pneumoniae
promovendo uma acgao antiaterosclerética, anti-inflamatoria e antilipemiante;
aumentou proteinas sumoiladas e NFkB melhorando a resposta imune,
reduzindo todos os elementos pesquisados que contribuem para a progressao
da aterosclerose.

Descritores: Aterosclerose; infeccao; Mycoplasma pneumoniae; PTCTS,
Transialidase; Sumoilagéo.



Abstract




Abstract

Campos-Oliveira JC. Interaction between Mycoplasma and SUMO in
atherogenesis and the anti-lipid and anti-inflammatory response of the PTCTS
compound in rabbits on a hypercholesterolemic diet [Thesis]. Sdo Paulo:
“Faculdade de Medicina Universidade de Sao Paulo”; 2020

Introduction: Atherosclerosis is not classified as an infectious disease, but
there are many evidences that oxidative stress, inflammation, diabetes obesity
and valve diseases can be triggered by infectious agents. Previous laboratory
works showed large amount of infectious agents in human atherosclerosis,
mainly Mycoplasma pneumoniae. This bacterium can use the post-translational
modification system, SUMO, to increase its proliferation and infection by
inactivating the immune system. PTCTS is a drug containing nanoparticles that
translocates sialic acid, preventing mycoplasma from entering the cell and can
also trigger inflammatory processes and the progress of atheromatous
plague. Objective: To assess whether the new PTCTS formulation in gel
compound is effective in removing M. pneumoniae and if it can re-establish the
immune system through SUMO, reducing, atherosclerosis. Methods: This
trial studied rabbits that were fed with a cholesterol-rich diet, or not, for 12
weeks and received, or not, treatment with PTCTS, being divided into 3 groups:
CPositive with diet and without treatment; PTCTS with diet and treatment and
CNegative without diet and treatment. The collected Aortas were used in the
immunohistochemistry techniques for SUMO1, SUMO2 / 3, oxLDL and
macrophage, Tunel, In situ hybridization and quantitative real time PCR for M.
pneumoniae DNA and Western blotting for NFkB and LDL receptor.
Results: The hypercholesterolemic diet increased the amount of total
cholesterol (p=0.0003) in atherosclerotic groups. PTCTS decreased the amount
of percentage of the area with atheromatous plaques (p=0.015), M.
pneumoniae bacteria in the abdominal portion (p=0.02) and oxLDL in the
ascending and abdominal portions (p=0.02 and 0.01, respectively) and
increased the amount of SUMO1 (p=0.04), SUMO2 / 3 (p=0.03), apoptotic cells
(p=0.005) and NFkB (p=0.01) in the abdominal portion. Conclusion: PTCTS
has shown a better efficiency in the removal of the bacterium M. pneumoniae
promoting an anti-atherosclerotic, anti-inflammatory and antilipemiant action,
increasing sumoilated proteins and NFkB to improve the immune response,
being able to reduce atherosclerosis in all aspects studying.

Descriptors: Atherosclerosis; Infectious disease; Mycoplasma pneumoniae;
Nanoparticles transialidase, Sumoylation
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Aterosclerose € uma desordem focal vascular inflamatdria crénica, que
geralmente comega com o acumulo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
apo6s uma lesdo endotelial em regides especificas do vaso sofrendo varias
modificagdes, como a oxidagao, disfungdo das células endoteliais (ECs),
reducdo da biodisponibilidade do oxido nitrico e formacdo das células

xantomatosas'.

Uma das perguntas que permanece € o que leva a disfungdo endotelial

localizada, com acumulo de LDL oxidada (oxLDL).

A oxLDL esta envolvida na formagao da placa, e sua progressdo pode
ser acelerada pelo estresse oxidativo e a inflamagao desempenhando um papel

interconectado?.

Atualmente, ha evidéncias crescentes de que o estresse oxidativo, a
inflamacdo, o diabetes, a obesidade e doencas valvares podem ser

desencadeados por agentes infecciosos®*.

Trabalhos prévios do nosso laboratério, mostraram grande variedade de
agentes infecciosos em placas gordurosas humanas, no interior das células
xantomatosas, principalmente o Mycoplasma pneumoniae (M. pneumoniae),
que apresenta caracteristicas unicas como a necessidade de colesterol para

sua sobrevivéncia®.

Micoplasmas séo bactérias da classe Mollicutes, com poucas organelas
e que crescem em simbiose, interagindo com células do hospedeiro®, porque
nao conseguem sintetizar muitas moléculas essenciais, como os aminoacidos,
acidos graxos e colesterol precisando busca-los no ambiente do hospedeiro.
Em sua membrana apresentam 2 tipos de lipideos: fosfolipideos e glicolipideos
onde seriam necessarios pelo menos 10 tipos de enzimas para sintetiza-los e

somente 3 sdo encontradas em seu nivel de sequéncia de DNA”.
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Além do micoplasma, outro agente infeccioso bastante encontrado nas
placas de ateroma foi a Chlamydophila pneumoniae®, que foi relacionada a

disfungéo nas EC, permitindo a entrada da oxLDL na regido subendotelial®.

Outro fator que pode estar envolvido na disfuncdo das ECs e na
progressao da aterosclerose é a modificacdo pds traducional de proteinas,
adicionando um grupo SUMO (Small Ubiquitin-like MOdifier) a proteina-alvo.
Essa modificacdo € conhecida como Sumoilagao.

SUMO sao proteinas de aproximadamente 18 kDa, que apresentam 4
isoformas: SUMO1, SUMO2, SUMO3 e SUMO4. SUMO1, 2 e 3 sao expressos
em tecidos e em todas as fases de desenvolvimento®. SUMO2 e 3
compartilham cerca de 97% de igualdade e junto com SUMO1 estdo

relacionados as condicoes de estresse’" 12,

Sumoilagao leva a alteracdo da funcao e/ou localizacdo das proteinas-
alvo, podendo ter um efeito na atividade funcional de varios mecanismos,

mesmo em pequena quantidade de proteina sumoilada’s.

O processo de sumoilagao envolve a ativagdo enzimatica da E3 ligase,
que transfere o SUMO ao residuo de lisina do substrato, e a desconjugacgéao

envolve a protease SENP, enzima responsavel pela quebra da ligagdo™ .

Da variedade de processos bioldgicos regulados pela sumoilagao
destacam-se: a transcricdo génica, a diferenciacdo e o desenvolvimento das
células, o controle do ciclo celular, a estabilidade proteica, o reparo de DNA, o
processamento do RNA e o transporte nucleo-citoplasma’®. SUMO pode
regular a transcrigdo, quando esta conjugado a fatores de transcri¢ao,
influenciando as fungbes de ativagdo ou supressdo em um subconjunto

especifico de promotores'’.

Por esses motivos, a diminuicdo da molécula SUMO aumenta a
quantidade de moléculas de adesao no endotélio, causando o remodelamento
vascular mediado por inflamacédo, e diminuindo a ativacdo do fator nuclear
kapppa B (NFkB)'8.
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O NFkB é uma familia importante de fatores de transcricdo que sao
ativados por uma variedade de estimulos inflamatorios'®. Tem um papel central
na resposta imune do hospedeiro a infecgdo por patdogenos microbianos®. A
atividade funcional do NFkB é regulada pela sumoilagdo através de uma
variedade de caminhos. Regula indiretamente os fatores, como a conjugagao
de NEMO (NF-kappa-B essential modulator) pelo SUMO que aumenta a
atividade de NFkB?'.

Certos patégenos bacterianos também interferem no sistema de
sumoilagdo, geralmente inibindo esse processo para entrar na célula do
hospedeiro, aproveitar os componentes celulares como as proteinas,
metabalitos e lipideos para sua replicagéo, neutralizar o sistema imunolégico e

se espalhar para as células vizinhas.?223,

Com a descrigdo dos genes do micoplasma?* codificando proteases
especificas SUMO (SENPs) do sistema de sumoilagdo, que tém a funcao de
desconjugar as proteinas SUMO dos seus substratos, permite assim, a

adaptacgédo dos patdgenos em varios ambientes?.

1.1 PTCTS no combate a aterosclerose

Apos varios estudos buscando reduzir agentes infecciosos e inflamacéao
exacerbada em doengas cronicas, Higuchi?® desenvolveu um novo composto
formado por nanoparticulas antioxidantes provenientes de plantas medicinais
associadas a transialidase (PTCTS - particulated transialidase) cujo método de
obtencdo e preparacdo esta protegido por patentes concedidas nos Estados
Unidos (n°. 7.914.781, em 29 de margo de 2011) e no Brasil (n°. PI0101648-8),
produzidas pela H&S Ciéncia e Biotecnologia Ltda?’. Esse composto PTCTS
poderia levar a regressédo do processo aterosclerético ao eliminar micoplasmas
através da sua capacidade de realocagcdao de acidos sialicos e diminuir

inflamacao.
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Os acidos sialicos, uma familia de amino-agucares, estdo envolvidos em
interagdes célula-célula®® e sempre ocupa a posigdo terminal dos glicolipidios.
Desempenham papéis essenciais em muitos processos fisiologicos e
patolégicos importantes, como embriogénese do sistema nervoso, metastase

do céancer, infeccdo bacteriana e viral?®-30,

Pesquisas clinicas demonstraram que altos niveis plasmaticos de acido
sialico total (TSA) contribuiram para aumentar o risco de futuros eventos
cardiovasculares, independentemente do indice de massa corporal (IMC) e

colesterol®!. O acido sialico também se associou a varios fatores de risco de

DAC, como dislipidemia, resisténcia a insulina e respostas imunes?2.

O acido sialico também € um importante nutriente para a manutengao in
vivo dos micoplasmas?? e esta presente nas particulas de LDL, VLDL, IDL e
HDL34. A nao interagdo entre o acido sialico e seu receptor (Siglecs), presente
em macroéfagos e neutréfilos por exemplo, pode impedir a formagao de placas
aterosclerdticas, a producdo de citocinas pro-inflamatérias levando a

diminuicao da inflamagao®.

As nanoparticulas vegetais do PTCTS apresentam atividade
antioxidante que quando diluidas em agua termal, acrescida de gel e
transialidase3®, formam nanoparticulas muito estaveis que podem translocar o

acido sialico dos glicolipideos e impedir o desenvolvimento da aterosclerose.

Em um recente trabalho®’, coelhos alimentados com uma dieta rica em
colesterol por 12 semanas e tratados via oral com PTCTS aquoso nas ultimas
seis semanas, mostrou diminuigdo no soro de microparticulas com antigenos
de Mycoplasma pneumoniae e de oxLDL, porém com diminuigdo n&o
significativa do volume de placas de ateroma.

Neste projeto, testamos a nova formulagédo do PTCTS em gel, trazendo
estabilidade as nanoparticulas e consequentemente pode ter um efeito
antiaterosclerdtico em coelhos mais eficaz. E hipotetizamos que esse efeito

possa estar relacionado com o processo de proteinas sumoiladas.
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2.1 Objetivo principal

Avaliar se o composto PTCTS estabilizado em gel, tem eficacia na
regressao da placa de ateroma e sua influéncia sobre o M. pneumoniae e
o SUMO.

2.2 Objetivos secundarios

- Avaliar se a dieta rica em colesterol leva ao aumento de M. pneumoniae

em paralelo ao surgimento de placa de aterosclerose.
- Analisar se ha alteragdo na modulagao do NF-«kB.

- Averiguar o processo inflamatério através da quantificagdo de

macréfagos xantomatosos.

- Comparar os valores bioquimicos do colesterol e fracbes além das

enzimas hepaticas no soro em diferentes tempos de coleta.



3. Metodos
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Foram estudados 27 coelhos da raga Nova Zelandia (White New
Zealand), provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina — USP,
com aproximadamente 60 dias de idade, machos e fémeas pesando 2,2 + 0,5
kg. Os mesmos foram acondicionados em gaioleiros de ago inoxidavel
adequados a espécie no Centro de Bioterismo da Faculdade de Medicina —
USP, mantidos com racédo especifica para a espécie (150g/dia) e agua ad
libitum, com ciclos claro/escuro de 14/10 h e temperatura ambiente de
aproximadamente 22°C.

O protocolo de inclusdo se deu nos animais que apos 45 dias sendo
alimentados com dieta enriquecida em colesterol apresentaram nivel de

colesterol total circulante >200 mg/dL.
O calculo amostral foi calculado segundo a distribuicdo de Fleiss.

A droga PTCTS composta de nanoparticulas organicas diluidas em agua
termal com proteina recombinante do Trypanossoma cruzi (transialidase)

adicionadas a um gel, foi utilizada como o medicamento no grupo tratado.

Os coelhos foram divididos em 3 grupos distribuidos da seguinte forma:

Grupo 1 — Controle positivo (CPositivo): composto por 9 coelhos (5
machos e 4 fémeas) alimentados com a dieta habitual enriquecida com 1% de
colesterol conforme descricdo abaixo, durante 12 semanas e para garantirmos
que todos os animais passaram pelo mesmo procedimento e estresse de

tratamento foram administradas 500 yL agua/dia no lugar do composto PTCTS.

Grupo 2 — Tratado (PTCTS): composto por 9 coelhos (5 machos e 4
fémeas) alimentados com a mesma dieta enriquecida do grupo 1, durante 12
semanas e foram tratados com o composto PTCTS, administrado via oral na

dose de 500 pL/dia do durante as 6 ultimas semanas.

Grupo 3 - Controle negativo (CNegativo): composto por 9 coelhos (5
machos e 4 fémeas) alimentados com a dieta habitual durante 12 semanas e
para garantirmos que todos os animais passaram pelo mesmo procedimento e
estresse de tratamento foram administradas 500 pL agua/dia no lugar do
composto PTCTS.
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Todos os procedimentos envolvendo a experimentagdo com os animais
foram realizados de acordo com principios éticos estabelecidos pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal 2013, National Research Council 2011 e

a aprovacao do comité de ética da Universidade de S&o Paulo (USP).

3.1. Dieta dos animais

Os animais foram alimentados inicialmente com a ragdo para coelhos

Nuvilab, do laboratério Nuvital, Curitiba, PR. Brasil.

Para obter a dieta hipercolesterolémica, foram adicionados 10 g de
colesterol em pé (Sigma — C 8503 — 95% de pureza) a cada quilo de ragéo
comercial. O colesterol foi dissolvido em uma mistura de 100 ml de éter etilico
(Casa da Quimica Ind. Com lItda. Diadema-S. P.) e 50 ml de etanol P.A.
absoluto/g (Divisdo de Farmacia. HC-FMUSP) sob constante agitagédo, em
seguida, adicionado a ragdo por pulverizagdo. Cada animal recebeu
diariamente 150g de ragao, e tal consumo foi controlado por pesagem diaria.

3.2 Coleta de sangue e métodos laboratoriais

Amostras de sangue da veia auricular marginal de cada animal foram
coletadas no inicio (basal) e na 6% e 122 semana do experimento a fim de
determinar os niveis séricos de colesterol total e fragdbes e das enzimas
hepaticas AST e ALT. Os valores obtidos na coleta basal serviram como

valores de referéncia (normal).

As amostras de sangue foram centrifugadas a 2000 rpm e o soro obtido,
foi fracionado, acondicionado em microtubos e mantido a temperatura de - 20
°C.

A determinacdo de colesterol total se deu por meio do método
enzimatico CHOD-PAP (Merck, E.U.A.) e os niveis séricos de HDL medidos

apos precipitagdo com acido fosfotungstico e cloreto de magnésio. A
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concentragdo das demais lipoproteinas — ndo HDL colesterol (n-HDL-C) — foi
calculada pela diferengca entre as concentragdes de colesterol total e de
colesterol de HDL (n-HDL-C = CT — HDL-C) e os valores dos triglicerideos por
meétodo enzimatico de cor (GPO-PAP) com o uso do aparelho Cobas Mira
(Roche).

As dosagens de lipideos foram realizadas no Laboratério Clinico do
InCor-HC FMUSP, todos conforme as Diretrizes Brasileiras sobre

Dislipidemias.

3.3. Sacrificio dos animais

ApOs a pesagem, os animais foram sacrificados com overdose de
anestésico (ketamina 25-50 mg/kg associado a xilazina 2-5 mg/kg via

intramuscular), cuja agéo foi aprofundada com anestésico parenteral (Diprivan).

Os animais foram imediatamente submetidos a necropsia para a retirada
do arco aortico e aorta e descartados conforme protocolo de seguranga do

biotério.

‘b
- _
6 semanas 6 semanas
Basal: Pré tratamento: Pds tratamento:
Exames - bioguimica - bioguimica
bioguimicos - Tratamento - Sacrificio

a8 _——» Ascendente: [nclusdo em parafina (microscopia)

]
- —117‘5: " Toracica e Abdominal : Coloragdo de SUDAN IV (macroscopia) e
/'F;_ inclusdao em parafina (microscopia)

d

% Arco Adrtico: Western Blot

Figura 1: Esquematizagdo: cronograma do estudo e separacao das por¢des da Aorta apds o
sacrificio.
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3.5. Estudo anatomopatolégico

3.4.1. Preparo dos 6rgaos:

A aorta foi dissecada e seccionada no inicio da artéria aorta ascendente.
Foi feito um corte transversal junto da raiz da aorta, contendo cerca de 1cm de
extensdo de artéria ascendente, e posteriormente emblocado em parafina. O
mesmo foi feito com um fragmento do arco aodrtico, cujo corte transversal foi
congelado para a extracao de proteina. O restante da aorta foi fixado em formol

para estudo macro e microscépico descrito a seguir.

3.4.2. Histoquimica:

As porcdes toracica e abdominal da aorta foram abertas
longitudinalmente, presas a uma superficie lisa de cortica com alfinetes e
fixadas em formol tamponado 10 %, pH 7.4, por 24 h. Em seguida, foram
coradas pelo método histoquimico Scarlet R (SUDAN 1V), que cora a gordura

em vermelho.

Esse material posteriormente foi fotografado em camera digital, cujo
arquivo foi importado ao programa de analise de imagem Aperio ImageScope
Software® (Aperio Technologies, Inc. CA, USA).

A ferramenta Rule Tool foi utilizada para medir o comprimento total do
vaso, bem como a altura do mesmo em trés diferentes pontos (extremidades e
0 meio do vaso) para obtencdo do comprimento médio. Ja a area total do vaso
foi determinada com a ferramenta Pen Tool. Foi utilizado o contorno como
delimitacdo da area a ser analisada pelo software para quantificar a

porcentagem de area corada com o SUDAN IV (Figura 2).
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Figura 2: A- Medida feita no ImageScope para obtencdo dos valores do comprimento, altura e area da
aorta. B- Quantificacao de area com placa (em rosa) através da analise de identificagdo do corante Sudan
IV dentro da area selecionada. C- Aorta corada com Sudan |V, fotografada e usada para as analises.

3.4.3 — Preparagao dos cortes para microscopia optica

Os fragmentos retirados das 3 porgcbdes da aorta (ascendente, toracica e
abdominal), foram emblocados em parafina, realizados cortes seriados de 5 um
das secc¢des, corados por Hematoxilina & Eosina (H&E) e escaneados através
do aparelho ScanScope CS System® (Aperio Tecnologia, Inc. CA, USA) com
uma objetiva Olympus UPlanSApo 40x acoplada ao escaner que gerou
arquivos de imagem ".svs" para serem analisadas no programa Aperio

ImageScope Software.

Através do software, foi medida a area da placa (mm?) e a porcentagem
de células gordurosas nas por¢des da Aorta, conforme demonstrado na Figura
3.

___—Area da placa

Figura 3: Modelo de medigdo no corte histolégico da aorta ascendente aplicado a andlise de area da
placa. A porcentagem de células gordurosas encontra-se avaliado dentro da area da placa em azul.
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3.4.4. Imunohistoquimica:

Os cortes histologicos das 3 porgcbes foram fixados em formol,
parafinados, cortados a 3,5 pm e pescados em laminas com 3-
aminopropiletoxisilano (Sigma). A seguir, os cortes foram desparafinados em
xilol, hidratados em alcool de diferentes concentra¢des (100 %, 95 %, 70 %) e
agua. Quando necessaria, a recuperagao antigénica foi realizada com tampdes
TRIS-EDTA 10mM pH 9.0, Citrato 10mM pH6.0 ou Trilogy™ (Cell Marque cod.
920P-07) em panela de pressao (DakoCytomation- California/ Code N° S2800),

de acordo com as instrucdes do fabricante.

Apds a lavagem do material em agua foi realizado o bloqueio da
peroxidase endogena com 2 banhos de 8 minutos a temperatura ambiente
(T.A.) em solugdo de Peroxido de Hidrogénio a 6% e o bloqueio de ligagbes
inespecificas foi realizado com CAS Block (Invitrogen cdd. 8120), 10 minutos a
T.A. De acordo com a padronizacdo e orientagdo do fabricante, o anticorpo
primario foi diluido em Antibody Diluent (Invitrogen céd. 3218) e cada corte foi

incubado durante 60 minutos a T.A.

A seguir, ap6s a lavagem em PBS pH 7.4, foi realizada a detecgéao do
antigeno/anticorpo, utilizando-se do Universal immuno-peroxidase Polymer -
Histofine (Nichirei Biosciences-cod 414131F). Na revelacdo das reagdes, foi
utilizado o substrato cromégeno DAB, (DakoCytomation- California/ Code N°
K3468), e a contra-coloracgéo foi feita com Hematoxilina de Harris.

As laminas com as reagoes foram desidratadas em alcool de diferentes
concentragdes (70%, 95% e 100%), diafanizadas com xilol e montadas com

laminulas e resina sintética Entellan® (Merk, Alemanha).

Os anticorpos usados na imunohistoquimica foram: SUMO-1 (clone
SM1/495 - Novus), SUMO-2/3 (clone SPM572 — Novus), anti-macrofago
especifico de coelho (clone RAM11 - DAKO) LDLox (anticorpo gentilmente

cedido pela prof? Dulcineia Abdalla - Ciéncias Farmacéutica da USP).
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3.4.5. Hibridagao in situ (HIS):

Apds desparafinizacao, recuperacao e bloqueio, seccdes adrticas foram
incubadas com a sonda para a identificacdo do DNA de Mycoplasma
pneumoniae (CGTAAGCTATCAGCTACATGGAGG)%8, na concentragdo de 50
ng/uL e desnaturada em estufa. A hibridagdo se deu em camara umida a 37 °C
por 19 h. Apds a incubacdo, as laminas foram lavadas em solucdo de
estringéncia (GenPoint DakoCytomation — Califérnia/ Code N° K0620) e em
estreptoavidina (GenPoint DakoCytomation — Califérnia/ Code N° K0620) para
a revelagdo em DAB 1:50 (GenPoint DakoCytomation — Califérnia/ Code N°

K0620) e contracorados com hematoxilina de Harris.

3.4.6. Ensaio marcagcao de “nicks” por dUTP e

deoxinucleotidil terminal transferase (TUNEL):

Apos desparafinizagdo, recuperagcao e bloqueio, cortes histolégicos
foram submetidos a permeabilizagdo em solugao de proteinase K a 3 ug/ml em
tampéao Tris-HCI 10mM pH 7.4 por 3 min em banho-maria a 37 °C.

As laminas foram incubadas com o reagente de TUNEL por 60min a 37
°C, lavadas com tampao PBS sob agitacdo constante, exposta ao reagente
POD para incubagao em camera umida por 30min a 37 °C, reveladas com DAB
1:50 (GenPoint DakoCytomation — Califérnia/ Code N° K0620) e contracorados
com hematoxilina de Harris, seguida da desidratagcdo em alcool de diferentes
concentragdes (70 %, 95 % e 100 %), diafanizadas com xilol e montadas com

laminulas e resina sintética Entellan® (Merk, Alemanha).

As analises dos cortes submetidos a imunohistoquimica, a HIS e ao
TUNEL se deram na area total da placa. Foi delimitada a area a ser analisada
pelo software Aperio ImageScope Software® (Aperio Technologies, Inc. CA,
USA) para quantificar a porcentagem de area marcada pelo anticorpo ou sonda

estudado (Figura 4).
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Figura 4. A — Modelo da selegéo da area da placa de reagédo de imunohistoquimica analisada pelo Aperio
ImageScope. B — Area analisada por diferenga de coloragdo onde as areas marcadas em amarelo sédo
positivas.

3.5. Western blotting (WB)

Amostras do tecido do arco aértico foram submetidas a pulverizagdo em
nitrogénio liquido e misturado em tampdo RIPA contendo inibidores de
proteases. Apds centrifugacédo (10.000 rpm, 5 min., 4 °C) o sobrenadante foi

coletado e armazenado em a -80 °C.

A concentragdo proteica foi determinada por espectrofotometria,
segundo o método descrito por Bradford (1976), e calculada segundo equagao

da reta obtida a partir de uma curva-padrao de albumina bovina sérica.

Para a separagdao em gel de poliacrilamida-SDS, aliquotas de 20 pg
foram incubadas com tampéao de amostra contendo DTT e incubadas por 5 min
a 100 °C para desnaturacao. As amostras foram submetidas a eletroforese em
gel denaturante de poliacrilamida (8%) a 100 V por 2 h e depois foram
transferidas para membrana de nitrocelulose (Amersham — GE) a 100 V por 1
h. A eficacia da transferéncia foi analisada pela coloracdo de Ponceau, cuja
imagem serviu como normalizador as analises densitométricas das proteinas-
alvo. Apos a lavagem em TBST, as membranas foram incubadas com o

anticorpo primario por 16 h a 4 °C.

No dia seguinte, apés a lavagem com TBST, as membranas foram

expostas ao anticorpo secundario conjugado com peroxidase sob agitagcado por
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1 h em temperatura ambiente. Foram lavadas novamente e incubadas com a

solugcao de ECL (Bio-rad) e reveladas por quimiluminescéncia.

As bandas especificas de acordo com a proteina de interesse foram
quantificadas pelo programa UVI tech. Os valores foram expressos em
porcentagem em relagcao a expressao da coloragéo de Ponceau. Os anticorpos,
seus respectivos fabricantes e diluicbes utilizadas encontram-se descritos na

tabela 1.

Tabela 1 — Relagéo de anticorpos utilizados na técnica de Western blotting

Anticorpo Fabricante Diluicao
Primarios Anti-SUMO1 Novus 1:3.000
Anti-SUMO2/3 Novus 1:1.000
Anti-PIASy/E3 Novus 1:500
Anti-LDLr Abcam 1:500
Anti-NFkB Santa Cruz 1:500
Secundario Anti-Mouse Jacskon 1:5.000

3.5. Preparo molecular do tecido para DNA de

micoplasma

3.6.1. Obtencao das amostras para PCR

Para a técnica de PCR foi utilizada somente a aorta abdominal, devido a

escassez de amostra.

Amostras fixadas em formalina e emblocadas em parafina foram
cortadas com 5 pm de espessura por fita em micrétomo convencional. Foram
utilizadas 3 fitas por amostra para a extracdao de DNA. Foi usada uma navalha

para cada bloco, com o intuito de evitar contaminagao entre as amostras.

As amostras foram desparafinizadas em banho de xilol com 30 minutos
de incubagao a 65°C, centrifugadas em 14.000 rpm por 5 minutos, seguido de
desidratacdo e reidratagcdo em etanol com incubagbes de 1 minuto a
temperatura ambiente seguido por centrifugagdes de 14.000 rpm por 5 minutos.
Apoés a obtencédo do pellet, as amostras foram incubadas com tampao de lise
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(10mM Tris-HCL pH 8.0, 1TmM EDTA pH 8.0, SDS e Triton X-100 na
concentracgao final de 0,8% e 0,06%) + 20 mg/mL de proteinase K a 60 °C por
18 h. O DNA foi extraido e purificado seguindo as especificagdes do fabricante,
utilizando o Kit Purelink® Viral RNA/DNA Mini Kit (Invitrogen, ref: 12280050).

As concentracbes das amostras foram determinadas por meio da leitura

no aparelho NanoDrop (espectrofotdbmetro da Thermo Scientific).

A otimizagao dos primers se deu pelo teste da plataforma de PCR com a
realizacdo de gradiente de temperatura entre 45 °C e 68 °C. As amostras de
cultura sabidamente positivas para M. pneumoniae, foram usadas como

controle positivo e o controle negativo foi utilizado agua ultrapura.

Usamos o nested de PCR para aumentar a quantidade de amplificagao
do produto e para facilitar a visualizagao na corrida de eletroforese.

Com os produtos amplificados, foi realizado um gel de 2% de agarose,
corado com brometo de etidium e visualizado em transiluminador de luz

ultravioleta.

No gRT-PCR, é necessario o conhecimento do numero de cdépias do
DNA do controle positivo (100%) para o calculo da porcentagem de

positividade nas amostras.
3.6.2. Clonagem do M. pneumoniae

Para calculo da porcentagem foram utilizados clones do M. pneumoniae
gentilmente preparados pelas bidlogas Samar Freschi de Barros e Raquel
Elaine de Alencar do laboratério de Imunologia do InCor — LIM 19. Foi realizada
a clonagem pelo kit comercial pGEM®-T Easy Vector Systems (Invitrogen ref:
A1360) apropriado para clonagem de produtos de PCR. Esse vetor linearizado
(Figura 5) expde residuos de timina, que sdo complementares aos residuas de

adenina, adicionados ao produto de PCR pela enzima Taq polimerase.
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Figura 5. Vetor pPGEM®-T e pontos de referéncia de sequéncias e mapas

3.6.3. Transformagao por choque térmico

A transformacao dos vetores contendo os insertos se deu por uma E.coli

quimicamente competente.

Foram adicionados 3 uL do plasmideo em 45 pL de células competentes
(DH5a Thermo Scientific #18258012), seguido por incubagao em banho de gelo

por 15 minutos e incubagao a 42°C por 30 segundos, para o choque térmico.

Em seguida, as bactérias foram colocadas novamente no gelo por 5
minutos e incubadas em 300 yL de meio SOC a 37° com agitagéo por 1 hora.
Em seguida, foi plaqueado todo o conteudo do crescimento bacteriano em meio
LB agar contendo ampicilina/X-gal, para selecionar as bactérias que continham

os plasmideos. As placas foram incubadas por 16 horas a 37°C.

Ap0s incubacgéo, 7 coldnias brancas e azuis (corroborando a insergéo de
um fragmento no sitio multiplo de clonagem do vetor), foram coletadas com o
auxilio de uma ponteira estéril e homogeneizadas em 10 pyL de agua estéril.
Usamos 5 uL desse volume para inocular no meio LB + ampicilina crescendo
sob agitagcdo a 39°C por 16hs. Os 5 pL restantes foram utilizados como
template para PCR, selecionando as colbnias que continham os insertos
correspondentes. Os produtos amplificados foram aplicados em gel de 1% de

agarose.
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3.6.4. Extracao e quantificagcdo do DNA de M. pneumoniae

A extracao do plasmideo foi realizada pelo kit comercial “Rapid Plasmid
Purification System” (Invitrogen). O DNA plasmidial foi visualizado em gel de

1% de agarose.

Em seguida, o plasmideo foi quantificado no NanoDrop nos
comprimentos 260 nm e 280 nm. A concentracdo do controle positivo, foi

determinada através do calculo de moléculas/uL conforme descrita na formula:

Xg/ul DNA [n° pares de base do plasmideo x660] x6,022 x 1023 =Y moléculas/uL

Com base na formula a quantificacdo absoluta de DNA de M.

pneumoniae por amostra foi determinada através da curva padrao.

3.6.5. Quantificacao absoluta por PCR em tempo real (qRT-
PCR)

As Reacgbes de Cadeia de Polimerase (PCR) em tempo real foram feitas
em placas de 96 pogos, usando reagente Power SYBR™ Green Master Mix
(Applied Biosystems — EUA), conforme descrito pelo fabricante e o
equipamento utilizado foi o Step One Plus Real-Time PCR System (Applied

Biosystems).

Para determinar o limite de deteccdo da reacdo de gqRT-PCR, foram
utilizadas curvas padrbes com diluicdes seriadas de DNA extraido, a partir de
amostras sabidamente positivas para o gene de Micoplasma pneumoniae com
primers iniciadores na sequéncia (F) ATT ACC ATC CTT GTT GTA AG / (R)
GAA GCT TAT GGT ACA GGT TGG38, em ciclos de 96 °C por 15 min repetido
uma vez, 95 °C por 1 min; 56 °C por 1 min e 72 °C por 1 min repetidos 40

vezes.

Todas as amplificacbes foram feitas em duplicatas e finalizadas com a
curva de dissociagao “melting” para verificar a especificidade da amplificagao e
confirmar a auséncia de formacao de dimeros de primers ou qualquer outro

produto inespecifico (Figura 6).
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Figura 6. Melt da curva do gqRT-PCR para M. pneumoniae

3.7 Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas, utilizando-se o programa
GraphPad Prism versao 6.0. As variaveis quantitativas foram expressas em
mediana e intervalo interquartil.

Foram feitos teste de normalidade entre as variaveis onde nenhuma

variavel se manteve paramétrica.

Para analise entre os grupos foi realizado o teste Kruskal-wallis. Quando o
teste comparativo apresentava diferenga significativa, a comparacado entre

grupos foi feita usando o teste de Dunn.

Aplicamos o teste de Wilcoxon para comparar dados no mesmo animal,
em tempos de coleta diferentes (Pré x Pds-tratamento). Realizamos o teste

Mann Whitney para analise entre dois grupos.
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A correlacao foi feita pelo correlacdo de Spearman.



4. Resultados
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Pesamos os animais para obter controle do ganho de peso, uma vez que
a aterosclerose esta relacionada ao indice de massa corporal. O CNegativo
mostrou aumento de peso significativo ao final do experimento, mas nao nos

demais grupos, cujos resultados estdo na Tabela 2.

Tabela 2. Mediana (intervalo interquartil) do peso dos animais de cada grupo nas fases basal, pré e pos-
tratamento, e média do consumo de ragdo. Comparagao do peso nas fases pré vs pods-tratamento pelo
Wilcoxon.

Peso (Kg)
Basal Pré Pés p Consumo ragiao
Controle positivo 32(3-34) 34(31-3,5 3,3(28-35) 0,46 90 (88 —94)
PTCTS 34(3,3-34) 34(3,1-3,7) 33(2,8-3,4) 0,147 79 (65 — 90)

Controle negativo  3,2(2,9-3,3) 3,5(3,3-37) 4(3,5-4,2) 0,012 138 (113 — 144)

A analise macroscépica das por¢cdes da aorta toracica e abdominal
comparando os trés grupos (tabela 3) ndo mostrou diferenga em relagdo ao
comprimento (p= 0,09), na area (p= 0,31) e nem na largura (p= 0,55) obtido
pela mediana dos trés pontos (valores adquiridos pela extremidades e meio da
aorta).

Tabela 3. Mediana (intervalo interquartil) da largura (sendo: ponto 1- extremidade préxima da raiz da

aorta; ponto 2- meio do vaso; ponto 3 - extremidade final do vaso), comprimento (cm) e area (cm?) da
Aorta toracica e abdominal dos animais de cada grupo.

Largura P
Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3
Controle positivo 1 (0,95 -1,15) 09(0,8-09 08(0,7-0,9) 0,55
Tratado 1(0,9-1,2) 0,8 (0,75-1) 0,8(0,7-0,85)
0,9 (0,9 -
Controle negativo 1(1-1,1) 0,95) 0,9 (0,7 -0,95)
Comprimento (cm) P Area (cm2) p
Controle positivo 10,6 (10,25 - 11,3)
Tratado 9,2 (8,4 -10,35) 0,09 9,7 (8,5-10,7) 0,31
Controle negativo 10,6 (9,05 - 11,65) 8(7,1-10,7)
9,6 (8,6 —11)

4.1 Analise Bioquimica

Na condicdo basal, ndo se observa diferenga nos niveis lipidicos ou de
enzimas hepaticas entre os trés grupos (tabela 4). Na fase pré-tratamento, o

grupo CNegativo apresentou valores menores em todas as fragbes do
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colesterol quando comparado ao CPositivo e no PTCTS, com excecédo apenas
da fragcao de triglicérides (grafico 1) onde apresentou significancia com o
CPositivo. Esse resultado ja era esperado, ja que 0 mesmo ndo comeu ragao
hipercolesterolémica.

Na fase pods-tratamento, somente houve significancia estatistica nos
niveis de triglicérides entre os dois grupos ateroscleréticos. Na redugao de n-
HDL a significancia se deu entre o CNegativo e os outros grupos.

Tabela 4. Mediana (intervalo interquartil) dos valores de colesterol total e fragdes, triglicérides e

transaminases dos grupos CPos, PTCTS e CNeg nas fases basal, pré e pds-tratamento, e comparagéo
entre os grupos nas fases basal, pré-tratamento e pés-tratamento pelo teste de Kruskal-Wallis.

Basal Pré Pos
Colesterol

CPositivo 50 (42 -91) 1089 (894 — 1290) 1111 (936 — 1451)
PTCTS 55 (39 — 130) 1172 (629 — 1468) 808 (678 — 1153)
CNegativo 66 (50 — 143) 111 (71 - 124) 50 (44 — 107)
p entre 0s grupos 0,26 0,0003 <0,0001

HDL
CPositivo 29 (14 - 42) 462 (272 - 797) 349 (238 - 519)
PTCTS 35 (25 - 45) 500 (245 — 968) 458 (211 —720)
CNegativo 36 (19 — 49) 39 (35 -47) 29 (6 —38)
p entre 0s grupos 0,61 0,0002 0,0002

Nao HDL
CPositivo 10 (6 — 34,5) 490 (300,5-730,5) 664 (598 — 762)
PTCTS 33 (10— 94,5) 493 (233,5-732,5) 431 (367 — 551,5)
CNegativo 26 (8,5—-100) 63 (20 — 74,5) 10 (5,5 -63)
p entre 0s grupos 0,26 0,0005 <0,0001
Triglicérides

CPositivo 75 (48,5 — 148) 152 (116,5 — 186,5) 269 (202,5 — 475)
PTCTS 62 (37,5 -98) 125 (33 - 160,5) 676 (462 — 1004)
CNegativo 74 (68,5 — 89) 70 (51,5 - 89) 83 (30 — 269,5)
p entre 0s grupos 0,739 0,02 0,001

AST
Controle positivo 32 (25,5 -49) 40 (37 -91) 55 (49,5 -72)
PTCTS 30 (23 - 36,5) 56 (49,5 — 74,5) 85 (70 — 112,5)
CNegativo 37 (31 -51,50) 37 (23,5 - 54,5) 40 (34,5 -57)
p entre 0s grupos 0,18 0,06 0,0006

ALT
Controle positivo 77 (61 —-103,5) 87 (57 —122) 52 (41 - 83,5)
PTCTS 70 (63 — 88,5) 77 (61,5 - 166,5) 89 (54,5 — 155)
CNegativo 74 (56,5 - 100,5) 93 (54 — 150,5) 64 (48,5 -75)
p entre 0s grupos 0,75 0,99 0,20
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Grafico 1 — Concentragdo plasmatica de colesterol total e fragGes e as enzimas hepaticas nos trés grupos em
diferentes tempos de coleta (basal, pré e pés-tratamento). Teste de Dunn *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
*¥***¥p<0,0001. CT — colesterol total; TG — triglicérides.
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Controle Negativo

O grupo controle negativo (CNegativo) foi alimentado com dieta habitual
e ao longo da fase de tratamento foi submetido ao mesmo estresse dos outros
grupos, a ingestao de agua pela seringa ao invés do PTCTS, para termos como
padrao normal tanto na morfologia como nos padrbes bioquimicos. Por essa
raz&do, ndo avaliamos a proliferagc&o intimal, por n&o apresentar placa (figura 6).
Assim, os resultados descritos abaixo sdo referentes aos grupos

ateroscleréticos.

Figura 7. Corte da macroscépica das por¢des da aorta toracica e abdominal corada pelo SUDAN IV
exemplificando a ndo produgéo da proliferagéo intimal no CNegativo.
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Comparagdao dos grupos ateroscleréticos: nao tratado (controle
positivo) vs tratado (PTCTS)

41 Analise comparativa macroscopica e microscopica das

placas de ateroma

A andlise comparativa da quantidade de placas avaliadas
macroscopicamente, das aortas toracicas e abdominais, detectadas pelo
SUDAN 1V, revelou que o grupo PTCTS apresentou menor porcentagem da
area com placas de ateroma 15,78 [7,4 — 20,43] (grafico 2 e figura 7), em
relacdo ao do grupo CPositivo 41,77 [27,93 — 77,12]; p=0,015.
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Grafico 2. Porcentagem de gordura realizada macroscopicamente com corante de SUDAN |V nos grupos
aterosclerdticos.

Figura 8. Corte da macroscépica das por¢des da aorta toracica e abdominal corada pelo SUDAN IV
exemplificando a placa de gordura nos grupos CPositivo (A) e PTCTS (B).

A analise microscopica das 3 porgdes da aorta pelo HE, entre os grupos

CPositivo e PTCTS mostrou diferenga significativa pelo teste de Mann Whitney
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na area de placa na porgdo abdominal e porcentagem de gordura na porgéo

toracica. Os demais valores nao apresentaram significancia (tabela 5).

Tabela 5. Mediana (intervalo interquartil) da area da placa e porcentagem de gordura das aortas dos
animais de cada grupo, em analise microscépica, em coloragdo HE.

Area da placa (mm2) % gordura
Ascendente
CPositivo 1,43 (0,62 — 2,64) 26 (14 -36)
PTCTS 1,96 (0,09 - 3,5) 17 (11 -36,5)
p 0,508 0,627
Tordcica
CPositivo 0,52 (0,19 — 1,8) 56 (28,3 — 68,8)
PTCTS 0,07 (0,01 -1,5) 28,9 (0-36,6)
P 0,16 0,04
Abdominal
CPositivo 0,32 (0,10-1) 36,7 (14,7 - 37,5)
PTCTS 0,01 (0-0,15) 0(0-36,2)
p 0,02 0,18
4.3 Analise da Imunohistoquimica, da Hibridagao in situ (HIS) e

TUNEL nas diferentes porgoes da Aorta

Comparamos o SUMO 1, SUMO 2/3, oxLDL, Macrofago especificos de
coelho (RAM11), células apoptéticas (TUNEL) e DNA de Mycoplasma
pneumoniae (HIS) entre os grupos CPositivo e PTCTS, pelo teste de Mann

Whitney nas 3 alturas (por¢des) da Aorta.
Aorta Ascendente

Mostrou maior quantidade de células positivas para SUMO1, SUMO2/3 e
células apoptoticas (TUNEL) e menor quantidade de células positivas para
oxLDL e macréfago na placa do grupo PTCTS sendo significante somente na
variavel oxLDL (p=0,02). A porcentagem de area para DNA de Micoplasma na

placa foi igual nos dois grupos (tabela 6 e grafico 3).
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Aorta Toracica

Mostrou uma diminuicdo de Micoplasma, macrofagos especificos de

coelho (RAM11) e LDLox; assim como manteve um maior numero de SUMO1,

SUMO2/3 e células apoptdticas.

significativo.

Aorta Abdominal

Porém,

nenhum dos

resultados foi

Os resultados mostraram significAncia na comparagdo das variaveis,
Micoplasma (p=0,02), SUMO1 (p=0,04), SUMO2/3 (p=0,03), LDLox (p=0,01) e
TUNEL (p=0,005). Nao houve significancia na reducdo de RAM11 nessa

porcao da Aorta.

Tabela 6. Mediana (intervalo interquartil) do nimero de células positivas para SUMO1, SUMO2/3, oxLDL,
RAM11, TUNEL e porcentagem de area de DNA de Micoplasma pneumoniae na camada Intima da aorta
ascendente, toracica e abdominal nos grupos CPositivo e PTCTS.

CPositivo PTCTS P
Ascendente
SUMO 1 401 (39 — 1352) 3193 (23 - 10.656) 0,42
SUMO 2/3 123 (7 - 922,5) 2397 (14,5 -4.870) 0,13
oxLDL 0,4 (0,2-10,6) 0,08 (0-0,31) 0,02
RAM11 0,3 (0,1 -0,95) 0,4 (0-0,65) 0,58
TUNEL 1095 (174,8 — 3.729) 405 (6,5 - 7.863) 0,79
M. pneumoniae 0,41 (0,26 — 0,66) 0,47 (0,02 - 0,85) 0,99
Toracica
SUMO 1 101,2 (17,22 — 1909) 2,18 (0—210,5) 0,09
SUMO 2/3 27,5 (2,7 - 357,3) 0,2 (0-447,2) 0,36
oxLDL 0,05 (0,02 — 0,23) 0,01 (0-0,14) 0,09
RAM11 0,09 (0,01 -0,4) 0,004 (0 -0,08) 0,16
TUNEL 57 (13,3 — 722,3) 0,84 (0-673,3) 0,16
M. pneumoniae 0,17 (0,04 — 0,94) 0,03 (0-0,4) 0,06
Abdominal

SUMO 1 40,5 (0,25 - 165,5) 0 (0 —2.500) 0,04
SUMO 2/3 4 (0,75 -40) 0(0-2) 0,03
oxLDL 0,04 (0,005 -0,15) 0 (0-0,009) 0,01
RAM11 0(0-0,1) 0(0-0,01) 0,36
TUNEL 14,4 (5,6 — 158) 0(0-0,5) 0,005
M. pneumoniae 0,06 (0,04 — 0,2) 0,002 (0 — 0,04) 0,02
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Gréfico 3. Média de células positivas analisadas na imunohistoquimica pelos anticorpos SUMO1,
SUMO2/3, oxLDL, RAM11, TUNEL para células apoptdticas e Hibridizagéo in situ de Micoplasma
pneumoniae na camada Intima da aorta Ascendente, Toracica e Abdominal.
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Na analise microscopica observamos que no CPositivo, as células
xantomatosas estdo por toda a placa sem a presenca de uma capa para
protecdo; ja no PTCTS as células xantomatosas estdo localizadas na parte
inferior da placa, apresentando uma morfologia celular diferente do CPositivo.
Essa diferenca poderia ser a formagdo de uma capa de células fusiformes
positivas para SUMO1, tanto no endotélio como na proliferagédo intimal (figura
8).
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Figura 9. Fotomicrografia de cortes histologicos de fragmentos de Aorta ascendente imunodetectados

para SUMO1: setas pretas mostrando morfologia fusiforme na capa fibrética com nucleos lipidico préximo
a camada da média. A — exemplifica o animal do CPositivo (20X) e B — tratado com PTCTS (20X).

Para verificarmos se havia uma formagao de placa estavel, fizemos a
analise da coloragdo de Masson, onde avaliamos o colageno presente na placa
das trés alturas da Aorta. Os resultados apresentaram menor quantidade de
colageno nas porgdes Ascendente e Abdominal e igual quantidade entre os
grupos na Aorta toracica (grafico 4), indicando que n&o se trata de uma capa
fibrética estabilizando a placa, mas sim, de uma mudanga morfolégica que

possa auxiliar na reducao da placa.
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Grafico 4- Células positivas analisadas na histoquimica pela coloragdo de Masson na camada intima da
aorta Ascendente, Toracica e Abdominal sem significancia estatistica.
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Figura 10. Fotomicrografia de cortes histolégicos de fragmentos de Aorta ascendente imunodetectados do
CPositivo: A e B mostrando pouca marcagdo de células para antigenos de SUMO1; C e D mostrando
pouca marcagdo para antigenos de SUMO2/3; E e F hibridizagéo in situ para DNA de M. pneumoniae
mostrando muita marcacgéo principalmente na area da placa. A, C e E panoramica e B, D e F aumento de
20X.



Resultados 39

Figura 11. Fotomicrografia de cortes histoldgicos de fragmentos de Aorta ascendente imunodetectados do
grupo PTCTS: A e B mostrando muita marcagao de células para antigenos de SUMO1; C e D mostrando
muita marcagdo para antigenos de SUMO2/3; E e F hibridizagdo in situ para DNA de M. pneumoniae
mostrando uma menor marcagdo. A, C e E panoramica e B, D e F aumento de 20X.
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Figura 12. Fotomicrografia de cortes histolégicos de fragmentos de Aorta ascendente imunodetectados do
CNegativo: A e B mostrando pouca marcagdo de células para antigenos de SUMO1; C e D mostrando
pouca marcagdo para antigenos de SUMO2/3; E e F hibridizagdo in situ para DNA de M. pneumoniae
mostrando pouca marcagao. A, C e E panoramica e B, D e F aumento de 20X.
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4.4 Analise de correlagao nos grupos ateroscleréticos

O teste de correlacdo de Spearman entre todas as variaveis analisadas
(tabela 7) nos mostrou varias correlagbes nas trés alturas. Destacamos a
correcao entre a presenca de DNA de Micoplasma com a quantidade de oxLDL
no grupo aterosclerdtico (r=1; p=<0,0001) na Aorta Ascendente. Todas as
correlagdes foram significantes no grupo PTCTS na Toracica. Por fim, o DNA
de Micoplasma com a area da placa no grupo PTCTS na Abdominal (r= 0,995;
p=<0,0001).

Tabela 7. Correlagdo de Spearman do numero de células positivas/mm? do SUMO1, SUMO2/3, LDLox,
RAM11 e TUNEL e porcentagem de area positiva para DNA de Mp nos grupos CPositivo e PTCTS. (r -
coeficiente de correlagao).

CPositivo | PTCTS
Micoplasma SUMO1  SUMO2/3 Macréfago  Apoptose ‘ Micoplasma SUMO1 SUMO2/3  Macréfago  Apoptose
Ascendente

’;;e:ada r 0867 0519 1 0617 0738 | 0833 0767 0,717 0933 0,467
p  <0,0001 013  <0,0001 0,06 0,02 0,001 0,01 0,02 <0,0001 0,18
LDLox r 1 0,259 0,867 0,35 0,548 | 0,729 0,695 0,627 0831 0,559
p  <0,0001 046  <0,0001 0,33 0,14 0,02 0,03 0,05 0,002 0,09
Micoplasma 026 0,867 0,35 0,548 0,717 0,95 0,933 0,4
p 046  <0,0001 0,33 0,13 0,02  <0,0001 <0,0001 0,26
SUMO1 r 0,519 0,159 0,381 0,767 0883 0,783
p 0,13 0,64 0,32 0,01 <0,0001 0,008
SUMO2/3 ¢ 0,617 0,738 0883 0,533
p 0,06 0,02 <0,0001 0,12

oy 0,762 0,6

p 0,02 0,07

Toracica

’;;e:ada ;0267 0,55 0,06 0,85 0,383 0961 0766 0699 095 0,936
p 0,46 0,11 0,84 0,0003 0,28 <0,0001 0,01 0,03  <0,0001 <0,0001
LDLox r 0,783 0,267  -0,134 0,65 0,06 0,956 0776 0726 0,868 0,931
p 0,008 0,46 0,70 0,05 0,84 <0,0001 0,008 0,02  <0,0001 <0,0001
II\D/IIi\::AopIasma ; 0317 0,293 0367 0,117 0,761 0695 0926 0,956
p 0,38 0,4 0,3 0,74 0,01 0,03  <0,0001 <0,0001
SUMO1 r 0,83 0,733 0,617 0956 0,732 0,914
p 0,001 0,02 0,06 <0,0001 0,02  <0,0001
SUMO2/3 ¢ 0,393 0,444 0629 0,85
p 0,2 0,2 0,05  0,0003

Tanse 0,667 0,902

p 0,04 <0,0001
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CPositivo

PTCTS

Micoplasma SUMO1

SUMO2/3 Macréfago Apoptose

Micoplasma SUMO1

SUMO2/3 Macrofago Apoptose

Abdominal

g;e:ada r 0,643 0,619 0,311 -0,06 0,617 0,995 0,766 0,821 0,307 0,5

p 0,07 0,08 0,42 0,84 0,06 <0,0001 0,01 0,003 0,42 0,15
LDLox r 0,252 0,071 0,47 0,407 0,371 0,527 023 0,559 0,38 0,141

p 0,49 0,83 0,20 0,29 0,32 0,12 0,52 0,09 0,28 0,709
Micoplasma T 05 049 0571 0952 0763 0817 0305 0,522

p 0,18 0,18 0,12  <0,0001 0,01 0,004 0,42 0,14
SUMO1 r 0,359 -0,02 0,429 0,624 0,554 0,72

p 0,35 0,93 0,26 0,06 0,14 0,02
SUMO2/3 ¢ 0,108 0,323 0,554 0,443

p 0,75 0,39 0,14 0,2
oy 0,567 0,252

p 0,09 0,5

Devido a quantidade de animais de cada grupo de estudo ser pequeno,
fizemos o teste de correlagdo agrupando os casos (n=18) com o objetivo de
encontrar correlagées que nao foram detectadas nos grupos separadamente.

Assim, encontramos correlagdes (tabela 8) nas trés alturas entre
Micoplasma com todas as variaveis.

Tabela 8. Correlagdo de Spearman das células positivas/mm? e porcentagem de area de DNA de M.
pneumoniae nas diferentes alturas da Aorta juntando-se os CPositivo e o PTCTS.

Porgdes da Aorta Ascendente Toracica Abdominal
n=18 r P r P r P
Micoplasma vs SUMO1 0,681 0,002 0,934  <0,0001 |0,843 <0,0001
Micoplasma vs SUMO2/3 0,772 0,0002 0,753 0,0003 0,801  0,0003
Micoplasma vs LDLox 0,651 0,003 0,921 <0,0001 |0,532 0,03
Micoplasma vs Cells Apoptéticas 0,649 0,006 0,965 <0,0001 0,916 <0,0001
Micoplasma vs Macréfago 0,676 0,002 0,891 <0,0001 0,741  0,0009
SUMO1 vs SUMO2/3 0,893 <0,0001 |0,878 <0,0001 |0,766 0,001
SUMO1 vs LDLox 0,351 0,154 0,869  <0,0001 | 0,402 0,13
SUMO1 vs Cells Apoptoticas 0,831 <0,0001 | 0,946 0,0001 0,885 <0,0001
SUMO1 vs Macréfago 0,636 0,005 0,893 0,001 0,775 0,001
SUMO2/3 vs LDLox 0,262 0,3 0,641 0,004 0,759 0,002
SUMO2/3 vs Cells Apoptéticas 0,673 0,004 0,779  <0,0001 |0,799 0,0005
SUMO2/3 vs Macrofago 0,662 0,003 0,698 0,001 0,439 0,09
LDLox vs Cells Apoptéticas 0,601 0,01 0,906  <0,0001 |0,531 0,03
LDLox vs Macrofago 0,531 0,02 0,918  <0,0001 |0,057 0,08
Cells Apoptéticas vs Macréfagos 0,778 0,0004 0,815 <0,0001 0,703 0,001
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4.5 Andlise dos resultados de Western blotting

Para corroborar com os dados da imunohistoquimica, realizamos a técnica de

western blotting para expressao tecidual de proteinas sumoiladas 1 e 2/3, enzima
ativadora de SUMO (PIASy/E3), NFkB e o receptor de LDL. Usamos os trés grupos

por se tratar do macerado de tecido e ndo somente da regido da placa, o que nos

permitiu comparar a expressao proteica dos coelhos aparentemente saudaveis com os

tratados (tabela 10 e figura 12).

Tabela 10. Mediana (intervalo interquartil) da expressao proteica em relagdo ao controle positivo para
SUMO1, SUMO2/3, PIAS, NFkB e LDLr nos grupos CPositivo, PTCTS e CNegativo. Analise de Kruskal-
wallis e pos-hoc Dunn.

CPositivo PTCTS CNegativo CPos XPPTCTS PTCTSF;( CNeg
SUMO 1 100 (90 — 100) 134,2 (102,7 — 173,5) 111 (85,3 — 118,3) 0,01 0,1
SUMO 2/3 80,9 (100 — 109,2 144 (129,7 — 168,3) 82,2 (50 — 93,25) 0,05 0,01
PIAS 95,7 (82,8 — 100) 131,8 (95,2 — 156,9) 80,1 (48,6 — 133) 0,04 0,2
NFkB 100 (76,03 — 103,6) 154,9 (126,6 — 187) 85,4 (55,4 — 123,5) 0,01 0,05
LDLr 100 (75 — 115,3) 139 (91,6 — 154,2) 42,06 (22,15 - 94,17) 0,06 0,01
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Figura 13. Imagem representativa da expressdo de proteinas na Aorta de coelhos controles
aterosclerdticos, tratados com PTCTS e controles negativo, respectivamente, por Western Blotting. A
coloragao de Ponceau foi utilizada como controle interno. A) Anticorpo para SUMO2/3; B) anticorpo para
SUMO1; C) anticorpo para enzima ativadora de SUMO, PIASy/E3; D) anticorpo para NFkB; E) anticorpo
para receptor de LDL.

A analise de expressao tecidual de proteinas polisumoiladas consiste em
um dos principais ensaios como indicador da atividade da proteina SUMO. Isto
porque o SUMO conjugado com outra proteina ativa ou altera a fungdo da
mesma, podendo alterar sua via de sinalizacdo e seu efeito final. A
polisumoilagao € a ligagdo do SUMO com varias proteinas ao mesmo tempo,
aumentando a quantidade de vias ativas e consequentemente, aumentando a

quantidade de desfechos moleculares.

Os resultados obtidos demonstram que o PTCTS altera a expressao de
proteinas sumoiladas, principalmente as proteinas de alto peso molecular
(figura 12A e B), com significAncia estatistica no SUMO1 entre os grupos
PTCTS e CPositivo (p= 0,01), SUMOZ2/3 entre PTCTS e CPositivo (p= 0,05) e
PTCTS e CNegativo (p= 0,01) (grafico 5).
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A enzima de ativagdo de SUMO, PIASy/E3, acompanhou o aumento da

expressao de SUMO no grupo PTCTS sendo estatisticamente significante.

Como SUMO pode modular o NFkB por varios caminhos, avaliamos sua
expressdo no tecido adrtico e encontramos aumento no grupo PTCTS
comparado com os demais grupos, apresentando significancia estatistica com

os dois grupos: CPositivo (p= 0,01) e CNegativo (p= 0,05).

Para verificarmos se a diminuicdo de LDL estaria sendo pelo seu
receptor de LDL (LDL-r) uma vez que reconhecem a apoproteina B presente na
LDL e a apoproteina E presente no VLDL e na IDL, avaliamos sua expressao
proteica e obtivemos maior porcentagem nos grupos ateroscleroéticos,
principalmente no grupo PTCTS, indicando uma maior captacdo das mesmas.
Sua significancia estatistica se deu pela comparagdo com o CNegativo (p=
0,01).
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Gréfico 5 — Porcentagem de proteina no tecido macerado analisada por western blotting nos trés grupos.
Teste de Kruskal-wallis € Dunn *p<0,05 e **p<0,01.
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4.6 Anadlise da quantificacdao absoluta de qRT-PCR para Micoplasma
pneumoniae

Além da analise de Hibridagao in situ para a quantificagdo de DNA de M.
pneumoniae, usamos também a analise da quantificagcdo de cépias do DNA por
gRT-PCR.

Os resultados obtidos corroboram que houve uma menor quantidade de
DNA de M. pneumoniae no grupo PTCTS 6,6 [3,8 — 11,20] quando comparado
ao CPositivo 13,05 [8,5 — 18,03], com resultados bem proximos ao CNegativo
6,7 [3,5 — 8,4] porém, ndo houve significancia estatistica entre os 3 grupos
(p=0,09) mostrando que colesterol influéncia na quantidade de Micoplasma e

os dois juntos, influenciam na progress&o da aterosclerose (grafico 6).
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Grafico 6. Quantificagéo absoluta do numero de cépias do DNA de Micoplasma pneumoniae por PCR real
time.



5. Discussao




Discussao 48

O colesterol sérico, em particular, o LDL e sua posterior modificacdo em
oxLDL desempenham um papel fundamental em todas as etapas da
aterosclerose, regulando varias vias de sinalizagdo em diferentes tipos

celulares®®.

Acredita-se que o controle do perfil lipidico € uma das medidas chave
para se reduzir a incidéncia de eventos cardiacos, uma vez que as
dislipidemias estdo entre os fatores de risco cardiovascular. Neste trabalho
estudamos se o PTCTS em gel tem acgdo antiaterosclerética e quais
mecanismos podem estar envolvidos, utilizando um modelo animal, o coelho
alimentado com ragao enriquecida com colesterol. O PTCTS levou a redugao
de colesterol total e do n-HDL e aumento do HDL em comparacdo com o
controle positivo (ndo tratado), todavia ainda apresentando valores acima do

esperado em relagédo ao controle negativo.

O aumento das transaminases hepaticas no grupo tratado pode ser
justificado segundo Forrester et al.*’ onde possivelmente o aumento dos niveis
séricos de HDL acelera o carreamento do excesso de colesterol das células
periféricas para o figado, onde sdo removidos, por meio do transporte reverso

de colesterol.

Quanto aos triglicerideos, tanto o controle positivo, quanto o tratado,
apresentaram numeros exacerbados ao final do experimento. Isso se deu
devido a dieta enriquecida com colesterol e o tratamento n&o foi capaz de

reduzir até o momento da avaliagéo.

As lesbes aterosclerdticas tém uma predilecdo em regides de forte
curvatura ou ramificagdes com hemodindmica complexa aumentando o
desenvolvimento das placas*'. A raiz adrtica e a porgdo ascendente foram os
locais onde permaneceu a maior quantidade de placa, ndo havendo diminui¢cao
igual as regides da aorta toracica e abdominal, mas houve um aumento
significativo de SUMO.
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Nesse trabalho vimos também a importancia de se estudar ndo somente a

porgcao ascendente, mas sim os outros segmentos da aorta.

Como discorrido na introdugao, apesar de muitas pesquisas procurando
esclarecer a patogenia da aterosclerose, ainda ndo se conseguiu explicar o
porqué da oxidacdo da LDL e o motivo dos macréfagos nao conseguirem
destrui-la em seu interior. Todavia, procuramos em trabalhos anteriores
verificar se agentes infecciosos poderiam estar envolvidos com essas duas

questdes.

Nas descobertas anteriores sugeriu-se que o M. pneumoniae pode ter um
papel importante na interacdo funcional da inflamacdo e do crescimento da
placa, devido ao favorecimento da proliferagdo deste patégeno promovido pelo
colesterol. O que corrobora com os nossos dados, visto que, observamos maior

quantidade de M. pneumoniae nos grupos com dieta hipercolesterolémica.

Em estudos com pacientes portadores de doencgas cardiovasculares, foi
mostrado que o acido sialico presente na LDL tem menor quantidade do que os
individuos normais, podendo ser um importante passo para aterosclerose, ja
que LDL sem o acido sialico podem sofrer mais modificagcdes oxidativas e se
acumularem mais*2. O M. pneumoniae utiliza o acido sialico em sua superficie
para a adesdo a célula do hospedeiro*3. O micoplasma pode retirar o acido
sialico da LDL para poder entrar na ceélula, burlando o sistema imune e
deixando a LDL suscetivel para oxidagao e para o acumulo intracelular. Sendo
mais uma necessidade do colesterol para o M. pneumoniae, um auxilio para

entrada na célula.

Por outro lado, o acido sidlico é um ligante tanto de ativagédo das siglecs
quanto dos receptores de LDL (LDL-r)*. A transialidase do composto PTCTS
possivelmente realoca o acido sialico, dificultando a ligacdo do M. pneumoniae,
que pode assim, facilitar a ativacdo das siglecs que diminuem a reagao
inflamatoria?®. E quando se ligam aos receptores de LDL, formando os LDL-r
glicosilados, estabilizam os mesmos na superficie celular, se ligando e

capturando as LDL circulantes do sangue®.
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O LDL-r também esta associado a proliferagdo celular uma vez que
quando ligado ao LDL, internaliza e degrada a particula via lisossomo. Apds os
ésteres de colesterol da LDL sofrerem a hidrélise, sdo transformados em
colesterol livre e podem ser usados na sintese de membranas ou na sintese de
hormonios esteroides*®. Sendo um indicio dos nossos achados para os LDL-r
estarem aumentados nos grupos ateroscleréticos, para tentar eliminar a

quantidade excessiva de colesterol LDL.

O grupo tratado apresentou menor porcentagem de area com placa na
Aorta toracica e abdominal. Como também, uma menor quantidade de LDLox
na ascendente e uma maior expressao de LDL-r glicosilado. Podendo indicar
uma acao antilipemiante de duas maneiras: 1- a estabilidade do receptor na
superficie celular LDL-r, justificando a redugéo do colesterol total e do n-HDL
séricos; ou 2- a reducado da oxidacdo da LDL por ndo remover o acido sialico

da mesma. Tendo um potencial para ser uma nova droga antilipemiante.

Ha evidéncias crescentes de que muitas proteinas hospedeiras
envolvidas na imunidade inata e intrinseca sao reguladas pela sumoilagao,
assim, sua fungao pode ser desregulada por ataques de patdégenos no sistema
de sumoilagdo*”. Um dos possiveis patogenos é o M. pneumoniae com a
inibicdo do SUMO.

A nao interacdo do micoplasma pode favorecer o surgimento do SUMO,
até entdo bloqueado, podendo resultar em uma melhor resposta imunoldgica,
que levaria a uma mudanga morfolégica nas células e principalmente a uma

regressao da placa.

Curiosamente, a Sumoilagao regula a atividade funcional de muitos dos
fatores de transcricdo que governam as transigdes morfoldgicas, sendo que em
alguns casos, o fator de transcrigdo é conjugado diretamente com SUMO,
alterando assim sua atividade transcricional. Em outros casos, a Sumoilagao
altera os mecanismos de transcricdo através de efeitos secundarios*e.
Portanto, SUMO pode ser uma molécula de sinalizacao utilizada para promover

as mudancgas morfolégicas das células na aterosclerose.
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E descrito que plantas contém SUMO, fornecendo um excelente sistema
para estudar as fungbes da proteina*®. A sumoilagdo afeta varios processos
importantes nas plantas. Destacam-se as respostas aos estresses abioticos,
como deficiéncia de fosfato, calor, baixa temperatura e seca, ou estresses
bidticos, bem como reacgdes de defesa a infecgdo por patégenos. Além disso,
os regulamentos de tempo de floragado, crescimento e desenvolvimento celular
e assimilacdo de nitrogénio foram recentemente adicionados a lista de

fungdes®.

Em experimentos prévios da caracterizagdo dos nossos animais, foi
administrado o composto PTCTS em coelhos com ragao habitual e observamos
um aumento de SUMO se comparado ao nosso controle negativo
exemplificado nesse trabalho. Desta forma, hipotetizamos que as
nanoparticulas do PTCTS possam estar modulando o aumento de SUMO nos

dois grupos de animais tratados.

O que também poderia explicar a correlagdo positiva como resultado do
grupo PTCTS com o M. pneumoniae, podendo o aumento da variavel SUMO
ser pela droga atuando nas proteinas ligantes, como a PIASy/E3 promovendo
sua conjugacédo e funcionalidade, podendo levar a ativagdo de vias que
poderiam desencadear na regressao da placa, na ativagado do sistema imune

ou até mesmo no combate a infeccéao.

Estudos por imunohistoquimica em cénceres, o tecido neoplasico primario
mostrou mais proteina SUMO, do que outros tecidos ao redor do mesmo
paciente, ao passo que na metastase, a quantidade de SUMO foi
significativamente menor®'. Isso sugere que nos processos patoldgicos pode
haver aumento de SUMO reagindo a doenga, conforme ocorreu no grupo
PTCTS. Quando apresentam uma variabilidade de quantidade de SUMO, como
ocorreu com o grupo CPositivo, pode ser um indicativo de proliferagdo primaria
no estagio inicial da aterosclerose e uma pior evolugdo da doenga, quando

essa quantidade é menos expressa.
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Doencas crbnicas tendem a apresentar uma diminuigcdo da quantidade de
expressao de proteinas e citocinas quando comparadas com doencas
agudas®. O que corroboraria com a fase inicial da doenga estar com uma
quantidade grande de SUMO no CPositivo, por se tratar de um experimento de
fase aguda. A conjugacdo de SUMO1 e SUMO2/3 é fortemente induzida sob
varias condicdes de estresse,?3%* tornando-as um bom sensor para espécies

redox®°.

Uma das vias de resposta ao estresse e a formacgéo de radicais livres®®,
assim como responsavel na regulagao da resposta imunitaria a infecgéo, que é

sumoilada, é a via do NFkB.

O aumento do SUMO e do NFKkB no grupo PTCTS, pode nos demonstrar
um aumento envolvido na resposta celular a estimulos de estresse, citocinas,

radicais livres, oxLDL ou antigenos bacterianos®”.

O acumulo de todos os radicais livres como resultado ao estresse
oxidativo que naturalmente ocorre durante a nossa vida, torna-se algo
permanente e cumulativo. O que poderia explicar porque temos oxidagao dos
lipideos, uma vez que os radicais livres sdo prejudiciais®®. Nossas células tém
naturalmente defesas contra esses danos, mas por motivo ainda ndo bem
esclarecido, perdem a capacidade de reparar esse estresse oxidativo através

da apoptose®?, por exemplo.

Esse processo de apoptose € a ultima linha de defesa contra a remocéao e
a destruicdo de células danificadas que podem potencialmente levar a
doenga®. O aumento da apoptose no grupo PTCTS esta notoriamente
correlacionada com o aumento de SUMO, mesmo que ainda ndo tenha

reducao de placa.

Em trabalhos prévios, utilizando PTCTS em formulacdo aquosa,
apresentou reducao de microparticulas no soro marcadas para oxLDL e para
M. pneumoniae®. No presente trabalho, com PTCTS em formulagdo em gel

estabilizando a enzima, houve resultados mais eficazes ndo s6 reduzindo as
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mesmas variaveis analisadas previamente (agora analisadas em tecido), mas

também reduzindo a quantidade de placa ateromatosa.

Com os resultados observados, acreditamos que o PTCTS seja um novo
alvo terapéutico, ndo s6 por poder impedir o M. pneumoniae de entrar na
célula, mas também tendo potencial de exercer efeitos protetores contra uma
possivel oxidagao e acumulo da LDL, ndo desencadeando os efeitos seguintes

como inflamagé&o e progresséo da aterosclerose.

Em estudos futuros, um maior tempo de tratamento ou uso de métodos de
absorcdo mais lentas como capsulas, podem ser analisados, assim como um
estudo clinico, pioneiro em representar uma intervencao terapéutica para o
tratamento de aterosclerose com a remogdo do M. pneumoniae, seja alvo

promissor.
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O composto PTCTS estabilizado em gel é eficaz na regressao da placa
de ateroma e do M. pneumoniae com aumento da expressao de SUMO. Nos
indicando uma agao antiateroslerética aparentemente por inibir a entrada da

bactéria M. pneumoniae.

Dieta rica em colesterol levou ao surgimento de placa de aterosclerose

em paralelo ao aumento de M. pneumoniae no interior da mesma.

No grupo PTCTS, o aumento do SUMO ocorreu em paralelo com a
expressao do NF-«kB para melhorar a resposta imune, podendo reduzir os

aspectos da aterosclerose.

Houve reducdo da quantidade de macrofagos xantomatosos e do
volume das placas nas regides abdominal e toracica, indicando efeitos anti-
inflamatorios. Unindo-se a esse fato, ainda acreditamos que o macréfago sem
estar infectado com o micoplasma pode se tornar funcional e eliminar a oxLDL

fagocitada nao se tornando uma célula espumosa.

O PTCTS foi eficaz em reduzir os valores bioquimicos do colesterol e
fragdbes, com aumento das enzimas hepaticas, principais causadores do

progresso da doenga podendo ser também, uma droga antilipemiante.
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