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RESUMO

A presenca de IL-13 e IL-18 em lesdes aterosclerdticas e o importante papel dessas
citocinas na ativacao endotelial, recrutamento celular e na polarizagao para a resposta Tyl
constitui indicio indireto do envolvimento dos NLRs na patogénese da aterosclerose.
Nesse trabalho investigamos a presenca do RNAm e proteina de diversos NLRs, AIM2,
caspase-1, proteina adaptadora ASC e IL-1B em placas ateroscleréticas humanas.
Observamos que amostras de ateroma de pacientes assintomaticos apresentaram maior
expressao relativa do RNAm de NLRP1, 2 e 3, NLRC2, 3, 4 e 5, NAIP e ASC. A presenca de
fatores de risco ndo promoveu diferencas na expressdo génica do RNAm para nenhum
deles. A marcacdo por imuno-histoquimica revelou a presenca de NLRP1, 3, AIM-2, NLRC2,
3 e 5 e caspase-1, especialmente em macrdfagos, células gigantes e células espumosas.
Em culturas de mondcitos do sangue periférico, macréfagos humanos derivados de
mondcitos e células da linhagem monocitica THP-1 estimuladas com LPS, a presenca de
cristais de colesterol teve efeito aditivo na produgao de IL-13. Por outro lado, os inibidores
farmacoldgicos inibiram a producdo dessa citocina em células THP-1 apds o estimulo com
cristais de colesterol. A atividade da citocina IL-13 também foi avaliada pela capacidade de
induzir a producdo de mediadores inflamatdrios por células musculares lisas e células
endoteliais. Catepsina S, MMP3, CXCL10, CXCL16 e CX3CL1 foram produzidas apenas por
células musculares apds o estimulo, mas CCL2, CXCL8 e CCL5 foram produzidos tanto por
células musculares quanto por células endoteliais estimuladas. Em conclusdo, nosso
trabalho mostrou a presenga de RNAm e proteina de diversos NLRs em placas de ateroma

humano. Além disso, mostramos o papel dos cristais de colesterol na ativagao de
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mondcitos e macréfagos produtores de IL-13, provavelmente via NLRP3, expresso em
grande quantidade nas placas analisadas. Finalmente, os experimentos de estimulagao de
células musculares lisas e endoteliais ressaltaram a importancia da IL-13 como agente
inflamatdrio e desestabilizador das lesdes, confirmando seu potencial como alvo

terapéutico visando a contencdo do processo inflamatdrio que caracteriza a aterosclerose.
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ABSTRACT

The presence of IL-1 and IL-18 in atherosclerotic lesions and their important role in
endothelial activation, cell recruitment and switch to Thl response, are indirect
indications of the involvement of NLRs in disease pathogenesis. In this study we
investigated the presence of mRNA and protein of various NLRs, AIM2, caspase-1, adaptor
protein ASC and IL-1B in human atherosclerotic plaques. We observed that atheroma
samples from asymptomatic patients had higher mRNA relative expression of NLRP1,
NLRP2, NLRP3, NLRC2, NLRC3, NLRC4, NLRC5, NAIP and ASC. Risk factors have no
influence in MRNA expression for any of them. Immunohistochemistry technique revealed
the presence of NLRP1, NLRP3, AIM-2, NLRC2, NLRC3, NLRC5 and caspase-1, especially
among macrophages, giant cells and foam cells. The presence of cholesterol crystals in
monocytes and macrophages cultures stimulated with LPS, had an additive effect on IL-1]3
production. On the other hand, pharmacological inhibitors inhibited this cytokine
production by THP-1 cells stimulated with cholesterol crystals. The ability of IL-1f to
induce inflammatory mediators production by smooth muscle cells and endothelial cells
was also evaluated. Cathepsin S, MMP3, CXCL10, CXCL16 and CX53CL1 were produced only
by smooth muscle cells after stimulation, but CCL2, CXCL8 and CCL5 were produced by
both smooth muscle cells and endothelial cells. In conclusion, our study revealed the
presence of various NLRs mRNA and protein in human atherosclerotic plaques.
Furthermore, we demonstrated the role of cholesterol crystals in the activation of IL-1f3
producers monocytes and macrophages, probably due to NLRP3 expressed in large

amounts on the lesions analyzed. Finally, stimulation of smooth muscle cells and
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endothelial cells highlighted the importance of IL-1f3 as an inflammatory and destabilizing
agent in lesions, confirming its potential as a therapeutic target that could restrain the

prevailing inflammation in atherosclerosis.
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A capacidade do sistema imune vai muito além da protecao contra virus, bactérias
e parasitas helmintos. Por reconhecer e responder a uma infinidade de estimulos
ambientais e enddgenos, atualmente sabe-se que parte, sendo a totalidade das doencas
atualmente estudadas tem alguma associagdo com a resposta imune. Dentro desse
contexto as doengas cardiovasculares ndo sdo excegao (1,2)

Sdo inegaveis os avancos em saude publica, tratamentos cardiolégicos e
descobertas cientificas, mas as doencas cardiovasculares ainda representam a maior causa
de morte no mundo (aproximadamente 30%), ultrapassando patologias como o cancer.
Diante disso, é 6bvio assumir que também representam um enorme custo a economia
global e estimativas de gastos para o ano de 2030 ultrapassam o primeiro trilhdo de
dolares (3-5).

A parte das necessidades médicas e politicas de satde publica, cada vez mais se faz
necessario o conhecimento concreto e profundo dos processos bioldgicos que compdem,
por exemplo, a doenca arterial coronariana (DAC) e a doenca cerebrovascular, que
apresentam em comum um processo inflamatério anterior, conhecido como aterosclerose
(6).

Por muitos anos pensou-se que a aterosclerose tratava-se apenas de um depdsito
passivo de lipideos na parede de vasos sanguineos. Contudo, pesquisas conduzidas nas
ultimas décadas mostram que a aterosclerose é uma doenca inflamatdria cronica,
mediada por lipideos, especialmente as lipoproteinas de baixa densidade (LDLs), e
leucdcitos (7-9). Também é um erro pensar que aterosclerose envolve apenas desbalango

lipidico. Estilo de vida, idade, fatores hereditarios e comorbidades fazem parte de uma

29



complexa rede de fatores capazes de alterar diversos sistemas do organismo, gerando
inflamagao, hipercolesterolemia e hipertensdo. Com isso, a aterosclerose desenvolve-se e
pode causar infarto do miocdrdio ou acidente vascular cerebral, quando ha oclusao de
vasos que oxigenam o cora¢do ou cérebro, respectivamente (1,7,10).

O processo-chave iniciador da aterogénese é a retencdo e acumulo de particulas
de LDL na intima arterial, principalmente em locais de estresse hemodinamico. Nesses
sitios, a apolipoproteina B100 (ApoB100, porcdo protéica da particula de LDL) associa-se
aos proteoglicanos da matriz extracelular através de ligagdes ibnicas e sofre modificagdes
oxidativas causadas por enzimas, como mieloperoxidases e lipoxigenases, ou por reativos
intermediarios do oxigénio (11). E importante salientar que esse LDL oxidado ndo compde
apenas um tipo definido de molécula, mas todo um espectro de particulas de LDL que

sofreram modificacdes fisico-quimicas diversas e sdo imunogénicas (12,13).

Essa deposicdo lipidica e possivelmente o préprio fluxo sanguineo mais turbulento
em areas de ramificacdo dos vasos levam a injuria, ativacao e disfuncdo do endotélio (14).
Dessa forma, moléculas de adesdo como E-selectina e, principalmente, a molécula-1 de
adesdo celular a vasculatura (VCAM-1) passam a ser expressas na superficie das células
endoteliais (15,16). Concomitantemente, ocorre a liberacdo de quimiocinas e o
consequente recrutamento de células da resposta imunoldgica para o interior da intima

arterial (17,18).

No ateroma em desenvolvimento as quimiocinas CCL2, CX3CL1 e CCL8 sao
importantes no recrutamento de mondcitos para as lesdes (19), sendo que a neutralizagao

da ligagdao dessas quimiocinas a seus receptores quase elimina a aterosclerose em
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modelos experimentais (20,21). Mondcitos recém-infiltrados na intima arterial sofrem
acdo do fator estimulador de col6nias de macréfagos (M-CSF) produzido por células
endoteliais ativadas e células musculares lisas (7,22) e se diferenciam em macrdéfagos, as

células mais abundantes em lesGes humanas (23).

Diversos trabalhos demonstram que os mondcitos circulantes apresentam
expressdo diferencial da molécula CD16 (24). Dessa forma, os mondcitos apresentam
grande plasticidade, e dependendo do local e estimulos sob os quais se diferenciam
podem originar populagcdes com caracteristicas e fungdes distintas (24). Estudos recentes
tém demonstrado a existéncia de pelo menos duas subpopulagdes distintas de

macréfagos, M1 e M2, que podem afetar de diferentes formas a resposta imune (25,26).

Macréfagos M1 sdo induzidos pela presenga de IFN-y ou em conjunto com
estimulos microbianos (LPS) ou fatores de crescimento como o GM-CSF e tém sua
diferenciacdo inibida pela presenca de IL-4 e IL-13 (25-27). Sdo também caracterizados
pela alta expressdao de CD11c, TLR2, TLR4, CCR7, MHC de classe Il, CD80 e CD86, além de
produzirem grandes quantidades de citocinas e quimiocinas como a IL-12, IL-23, CCL2,
CCL5, CXCL8 e baixa produgdo de IL-10. Além disso, sdo eficientes produtores de IL-13,
TNF-a e IL-6, induzem a diferenciagdo de células Thl e participam de processos
relacionados a resisténcia contra patdégenos intracelulares e resposta a tumores
(25,26,28).

As células M2, por sua vez, sao induzidas sob estimulo de M-CSF ou na presenga de

citocinas como a IL-4, IL-10, IL-13, glucocorticdides e vitamina D3. Macréfagos M2 podem

ser subdivididos de acordo com a citocina presente em sua diferenciacdo: M2a, induzidos
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por IL-4 ou IL-13; M2b, induzidos por complexos imunes, agonistas de TLRs e M2c,
induzidos na presenga de IL-10 e hormoénios glicocorticdides. Fenotipicamente, os
macréfagos M2 apresentam em sua superficie as moléculas CD206 (receptor para
manose), CD301, CD163 e baixa expressdo de MHC de classe Il, CD80 e CD86. Esses
macréfagos produzem pouca IL-12 e IL-23, mas apresentam alta producdo de IL-10 e
arginase-1. S3o capazes de promover a resposta Th2 e induzir resposta contra parasitas.
As células M2 estdo presentes em tumores estabelecidos e auxiliam na sua progressao

sendo por isso a elas atribuida fungdes regulatérias (25,26,28).

O desequilibrio entre as diferentes popula¢bes de macréfagos pode ser associado a
varias patologias, inclusive a aterosclerose. Em camundongos ApoE'/' foi observado maior
nimero de células M2 nas lesdes recentes, enquanto que no infiltrado de animais mais
velhos predominava a populacdo M1 (29). Na aterosclerose coronariana foi observada
abundancia de macroéfagos M1 e numero reduzido de células M2 no tecido adiposo do
epicdrdio (30). Ambos os estudos sugerem a associacdo entre a progressdo da lesdo e a

predominancia do perfil M1 sobre o M2.

Uma vez na intima arterial, os mondcitos diferenciados em macrofagos passam a
expressar uma variedade de receptores de reconhecimento padrdo (PRRs) — receptores
scavenger, receptores do tipo Toll (TLRs) e receptores Nucleotide-biding Domain and
Leucine-rich Repeat Containing (receptors) (NLRs) — importantes para o inicio da resposta
imune inata (31).

Os receptores do tipo Scavenger - incluem CD36, CD68, CXCL16, LOX-1 (lectin-type

oxidized low-density lipoprotein receptor-1), receptor scavenger A (SR-A) e SR-B1 -
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reconhecem epitopos oxidados especificos da LDLox e medeiam a captura e internalizagao
dessas moléculas (8,31). O reconhecimento por esses receptores ndo gera inflamacao
diretamente, mas pode desencadear apresentagdo antigénica via MHC classe Il (6),
acumulo de particulas de LDL colesterol no citoplasma e promover o desenvolvimento do
principal grupo celular presente em lesGes de ateroma, a célula espumosa (23). Em outros
casos, esse acUmulo lipidico leva a apoptose, contribuindo para a formacdo do core
necrético (6,7). Entretanto, a importancia desses sensores no desenvolvimento da lesdo
aterosclerodtica ainda ndo esta bem estabelecida, uma vez que a auséncia de SR-A e CD36,
em modelo experimental de ateroma, reduz a complexidade das lesGes formadas sem
afetar a formacdo de células espumosas (32).

Os TLRs sdao PRRs transmembranicos que, apds ligacdo ao agonista, geram resposta
inflamatdria diretamente por ativacdo do fator de transcricdao nuclear kB (NF-kB) e vias de
sinalizacdo das proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPKs) (31,33,34). Como
consequéncia ocorre expressdao de diversos genes codificadores de moléculas pré-
inflamatdrias, incluindo citocinas (IL-1, TNF-o, IL-12, IL-6), quimiocinas (CCL2, CCL5 e
CXCL10), eicosanoides (LTB4), proteases (colagenases, catepsinas, elastases), oxidases e
moléculas coestimulatdrias (CD80, CD86, CD40) (31,33). TLR2 e TLR4 parecem ter maior
importancia na aterogénese e sdo expressos em macréfagos, células endoteliais e células
musculares (33,35). Trabalhos experimentais mostram que camundongos ApoE'/'
apresentam aumento da expressdo de TLR4 na lesdo (36) e de TLR2 em locais de stress
hemodindmico (37). Os TLRs também podem reconhecer os chamados padrGes

moleculares associados a injuria (DAMPs) como, por exemplo, produtos de stress tecidual,
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degradacao de matriz extracelular ou células mortas, encontrados em locais de inflamacao
(31). A proteina de choque térmico 60 (HSP60), liberada por células necréticas, é um
DAMP encontrado em placas aterosclerdticas capaz de ativar TLR2 e TLR4 (38).
Entretanto, o ligante endégeno com papel preponderante na aterogénese é a particula de
LDL modificada (39) cujo reconhecimento é mediado por TLR4 (40). Em trabalho anterior,
Nnosso grupo mostrou que essa molécula promove ativacdo de células mononucleares do
sangue periférico (CMSPs) e consequente liberacdo de mediadores inflamatdrios como
IFN-y, CCL2 e CCL8 (41).

Proteinas NLRs sdo citosdlicas e estdo envolvidas na ativacdo de NF-kB,
processamento de caspase-1 e liberagdo das citocinas IL-1p e IL-18, morte celular por
piroptose e regulacdo da sinalizacdo de vias inflamatdrias e transcricdo do complexo
maior de histocompatibilidade (MHC) (42-44). Até o momento foram descritos 22 NLRs
em humanos, divididos em quatro subfamilias com base na por¢cdao N-terminal, requerida
para a transducdo de sinal: NLRP, com dominio pirina; NLRC, com dominio recrutador e
ativador de caspase (CARD); NLRB, com dominio de baculovirus inibidor de apoptose (BIR)
e NLRA, com dominio acido de transativacdo (45)

Os membros dessa familia de receptores compartilham um dominio central
(NACHT) envolvido na oligomerizacdo (42,43,45). Proteinas NLR pertencem a familia de
ATPases transdutoras de sinal com multiplos dominios (STAND) e NACHT representa o
dominio ATPase. A presenca do ADP indica o estado inativo da molécula, que apds

reconhecimento do ligante sofre uma mudanca conformacional que permite a troca do
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ADP por um ATP. Como consequéncia, a proteina se oligomeriza, forma homodimeros (na
maioria dos casos) e é capaz de recrutar outras proteinas, como RIP2 ou ASC (42,43,45).

O dominio C-terminal rico em leucina (LRR), importante na ativacdo do receptor,
também é comum a todos os NLRs (NLRP10 é a Unica exce¢do e nao possui LRR)
(42,43,45). Até recentemente ndo existiam estudos comprovando a interagdo direta dos
NLRs a seus ligantes, como sabidamente acontece, por exemplo, com TLRs (46). Contudo,
achados recentes obtidos a partir de EMSA (Eletroforetic Mobility Shift Assay) mostraram
que o dominio LRR de NLRX1 liga-se diretamente a ssRNA e dsRNA (47). Analises
biogquimicas e de cristalizagdo de proteina também tém mostrado que flagelina e
componentes do sistema de secrecdo Il de bactérias (T3SSs) também sdo reconhecidos
diretamente por NAIP (48-50). Além disso, existem fortes indicios da ligacdo direta de
NLRC1 e NLRC2 com seus agonistas, mas algumas outras investigacdes ainda devem ser
feitas (51,52).

Os primeiros membros da familia dos NLRs identificados e caracterizados foram
NLRC1 (NOD1) e NLRC2 (NOD?2). Esses receptores ativam respostas inflamatdrias via NF-kB
e MAPKS apds o reconhecimento de fragmentos de peptideoglicano da parede de
bactérias (53). Fragmentos de peptideoglicanos contendo acido diaminopimélico (DAP)
encontrado em bactérias Gram-negativas (54) e algumas Gram-positivas como Listeria
spp. e Bacillus spp. (55,56) ativam NLRC1. Por outro lado, NLRC2 responde ao
muramildipeptideo (MDP) encontrado em bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e

micobactérias (57).
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Alguns membros da familia dos NLRs estdo envolvidos na formacdo de um
complexo multiprotéico denominado inflamassoma. Ativado na presenca de diversos tipos
de ligantes, desde PAMPs até produtos enddégenos e particulas cristalizadas, o
inflamassoma é capaz de recrutar caspase-1, que cliva pré-IL-13 e pré-1L-18 nas formas
biologicamente ativas (58-63). Os NLRs atualmente associados com a formacdo do
inflamassoma sdao NLRP1, 3, 6, 12, NLRC4 e NAIP, sendo esses dois ultimos constituintes
de um Unico inflamassoma (58-61). AIM2 (proteina AIM2 induzida pelo interferon) ndo
compOe a familia NLR, mas também forma inflamassoma e recruta caspase-1. Sabe-se que
o AIM2 estd envolvido no reconhecimento de DNA viral e de bactérias intracelulares
(64,65).

O inflamassoma mais estudado e caracterizado é o formado pelo NLRP3. Trabalhos
mostram que diferentes estimulos podem ativa-lo, tais como: componentes microbianos
(LPS, MDP, RNA bacteriano, RNA de dupla hélice analogo ao poli (I:C), sinais de perigo
endogeno (ATP e hialurona), materiais cristalizados (cristais de urato monosdédio e cristais
de pirofosfato de sddio, alguns poluentes ambientais (asbestos e particulas de silica) e
peptideos (amildide-f3) (66-75). A ativacdo do NLRP3 ainda é controversa, contudo, sdo
propostos trés mecanismos para explicd-la: 1) geracdo de reativos intermediarios de
oxigénio (ROS) na célula; 2) formacdo de canais de potdssio e efluxo desse ion e 3)
desestabilizacdo do fagolisossomo e liberacdo de mediadores enddgenos, como a
catepsina B (76-80).

Algumas evidéncias da literatura sugerem que a presenca de NLRs, formacdo do

inflamassoma e, por conseguinte maturagdao de IL-13 e IL-18 podem ter um papel na
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patogénese da aterosclerose. Trabalhos experimentais mostraram que camundongos
ApoE‘/‘IL—1B‘/' apresentam lesdes aterosclerdticas menores quando comparados ao grupo
controle e que animais ApoE'/' IL1Ra™" (deficiente no antagonista do receptor de IL-1) tém
maior drea de lesdo e deposicio lipidica (81,82). Lesdes mais graves e com
desenvolvimento acelerado também ja foram detectadas em camundongos ApoE'/' com
expressdao aumentada de IL-18 ou tratados com IL-18 recombinante (83,84).

Estudos em lesdes humanas também sdo abundantes. Dados de nosso e de outros
grupos detectaram RNAm e proteina da IL-13 (41,85) e alguns polimorfismos do gene para
o IL-1Ra estdo fundamentalmente associados com doenca coronariana (86). Além disso,
IL-18 e IL-18R foram detectados em células endoteliais, células musculares lisas e
macréfagos de lesdes aterosclerdticas humanas (87), sendo que a concentracdo sérica de
IL-18 mostrou ser um fator preditivo de morte em pacientes com doenca coronariana
(88).

Ainda que muito ja tenha sido investigado, evidéncias diretas do envolvimento dos
diferentes NLRs na aterosclerose sdo menos numerosas. Opitz et. al. (89) mostraram que
células endoteliais humanas produzem CXCL8 apds reconhecimento da bactéria
Chlamydophila pneumoniae via NLRC1. A presenga da proteina de NLRC2 em células
inflamatdrias infiltradas e grande quantidade de catepsina B em segmentos instdveis do

ateroma também ja foram documentadas (90,91).

Os mecanismos da imunidade inata, dentre eles os controlados pela ativacdao dos
NLRs, sdo importantes para o desenvolvimento da resposta imune adaptativa. Na

aterosclerose o recrutamento de diferentes subtipos de linfécitos TCD4" ocorre
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paralelamente aos mondcitos e é regulado pela producdo de CXCL9, CXCL10, CXC3CL1 e
CCL11 (17,92). Trabalhos de nosso grupo e de outros mostraram a presenca de linfdcitos
Ty2, Tyl7, T-regulatérios e o subtipo mais relacionado as complicacbes do ateroma, as

células Tyl (41,92-95).

Células musculares lisas também participam do processo de desenvolvimento e
ruptura da placa aterosclerdtica. A migracdo dessas células promove a formacgao da capa
fibrosa de espessura varidvel. A constante producdo de citocinas, proteases, moléculas
pro-trombdticas e substancias vasoativas provocam, dentre outros efeitos deletérios,
destruicdo da matriz existente, menor producdo de coladgeno por células musculares lisas
e inibicdo da sua proliferacao (1,96,97). A apoptose de células musculares lisas promove a
desestabilizacdo das lesdes, expondo o material necrético e pré-coagulantes que causam
agregacao plaquetaria e trombose. Finalmente, o trombo formado pode ocluir o [Umem
da artéria causando isquemia (1,96,97). E interessante comentar, que a literatura recente
mostra que a placa aterosclerdtica cresce em “saltos”, com sucessivas rupturas e
formacgao de trombos, até atingir a estenose critica. Sendo assim, inflamac¢do e trombose
sdo os responsdveis pelos sintomas observados (96,97).

Varios trabalhos procuram identificar novas drogas que possam prevenir o
processo inflamatdério nos estdgios mais precoces de desenvolvimento da lesdo. Estudo de
nosso grupo mostrou que a inclusdo da droga pentoxifilina no protocolo de tratamento de
pacientes com eventos coronarianos elevou a concentracdo sérica da citocina anti-
inflamatéria TGF- e reduziu a mortalidade por eventos cardiovasculares (98). Outros

trabalhos mostraram que inibidores do NF-xkB também tém um papel na reducdo da
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atividade inflamatéria no ateroma. Entre eles, a Partenolida, sesquiterpeno lactona
isolado de extratos vegetais de Tanacetum parthenum, promove a reducdo de lesGes em
camundongos ApoE‘/' pela diminuicdo da ativagdo do fator NF-xB, da produgdo da
guimiocina CCL2 e consequente diminuicdo da quantidade de macrofagos infiltrantes (99).
Outro inibidor de NF-xB, Bay 11-7082, inibe a producdo de ciclooxigenase 2 (COX-2) e
metaloproteinase-9 em células THP-1 estimuladas com citocinas inflamatérias (100).
Recentemente, Juliana et al (101) mostraram que Partenolida e Bay 11-7082 promovem a
inibicdo de multiplos inflamassomas e do NLRP3, respectivamente.

A presenca de IL-1B e IL-18 em lesdes aterosclerdticas (41,81,82,84-88) e o
importante papel dessas citocinas na ativacdo endotelial e na polarizacdo para a resposta
Tw1(1,7,96), constitui indicio indireto do envolvimento dos NLRs na patogénese da doenca.
Além disso, alguns trabalhos mostraram o envolvimento direto de algumas proteinas
relacionadas com os NLRs, como a proteina adaptadora ASC, a catepsina B e o préprio
NLRC1 (89-91,102) na patogénese da aterosclerose. Entretanto, ainda é necessaria uma
investigacdo mais aprofundada do papel dos NLRs na aterosclerose. Certamente, a melhor
compreensdo do processo inflamatdrio que envolve os NLRs pode auxiliar na identificacdo

de novos alvos terapéuticos.
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2. Objetivos
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2.1. Objetivo geral

Investigar a presenca de NLRs e moléculas relacionadas a esses receptores
em placas ateroscleréticas humanas e o papel dos cristais de colesterol na ativacdao do
inflamassoma NLRP3 e consequente produgdo de IL-13 por mondcitos e macréfagos. Além
disso, investigar o papel da IL-1B sobre a produgdo de mediadores inflamatdrios por

células que compdem a lesdo aterosclerdtica.

2.2. Objetivos especificos
Avaliar a expressao do RNAm e da proteina NLRC1, NLRC2, NLRC3, NLRC4 e NLRCS5,
NLRP1 e NLRP3, NAIP, AIM2, caspase-1, proteina adaptadora ASC e IL-13 em lesdes

ateroscleréticas humanas provenientes de individuos submetidos a endarterectomia.

Avaliar o papel de cristais de colesterol na ativacdo dos inflamassomas formados
por NLRP3 em mondcitos do sangue periférico, macréfagos humanos derivados de

mondcitos do sangue periférico e em células da linhagem monocitica THP-1.

Verificar o papel dos inibidores farmacoldgicos na inibicdo da producdo de IL-
1P (ativacdo do inflamassoma NLRP3) em células THP-1 apds o estimulo com cristais de

colesterol.

Avaliar a atividade da IL-1B na produgdo de mediadores inflamatdrios e proteases

por células musculares lisas e células endoteliais.
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3. Material e Métodos
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3.1. Casuistica

Para a realizacdo dos ensaios de gRT-PCR e imuno-histoquimica (IHQ), foram
utilizadas placas aterosclerdticas de pacientes com diagndstico de estenose critica de
caroétida (> de 70%), atendidos no ambulatério de Cirurgia Vascular do Hospital de Clinicas
da UNICAMP e submetidos a cirurgia de endarterectomia. LesOes de ateroma
remanescentes de estudo anterior (41) e outras coletadas posteriormente, ao longo dos
ultimos dois anos, foram incluidas no estudo, totalizando 64 amostras. Dessas, 17 foram
utilizadas tanto para estudo da expressdo génica quanto para a pesquisa da proteina
(IHQ). 33 amostras foram usadas apenas para analise do RNAm (n=50) e outras 13
empregadas apenas na IHQ (n=30). Além disso, 3 amostras obtidas de doadores de 6rgdos
foram utilizadas como controle.

Para a andlise dos resultados, os pacientes foram classificados e divididos em
sintomaticos e assintomaticos, de acordo com a presenca ou ndo de sintomas
cerebrovasculares como ocorréncia de AVC, episddio isquémico transitério ou amaurose
fugaz ipsilateral (5), no periodo de seis meses anteriormente a cirurgia. Além disso, os
pacientes foram agrupados considerando a presenca/auséncia de fatores de risco para
desenvolvimento de doenca aterosclerdtica, como género, tabagismo e hipertensdo.
Como controle foram analisados fragmentos de artéria cardtida proveniente de trés
doadores de 6rgaos.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
Médicas da UNICAMP (Parecer CEP N° 1028/2010) e todos os pacientes incluidos

assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.
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3. 2. Obtengao e estocagem das lesdes ateroscleroticas

Os pacientes foram submetidos a avaliacdo pré-operatéria das placas com
ultrassom duplex e coleta de sangue periférico. No Centro Cirurgico foram submetidos a
anestesia e cirurgia conforme técnica padronizada, resumidamente descrita como
cervicotomia longitudinal, disseccdo e reparo das artérias, heparinizacdo sistémica,
descolamento da placa aterosclerética (endarterectomia carotidea), rafia da artéria e
sintese dos planos cirdrgicos (103).

LesGes aterosclerdticas designadas para estudo da expressao de genes (RT-PCR em
tempo real) relacionados a ativagao e fungao dos NLRs, foram acondicionadas em tubo
conico tipo Falcon contendo 4mL de solugdo RNAlater (Ambion, Life Technologies),
incubadas overnight a 4 °C (para absor¢ao do reagente) e acondicionadas a -80 °C até o
momento do processamento. Placas aterosclerdticas designadas para pesquisa de
proteinas pelo método de imuno-histoquimica foram acondicionadas em tubo conico tipo

Falcon contendo 25 mL de formol 4% com posterior inclusao em parafina.

3. 3. Avaliagdo da expressdo de genes relacionados aos NLRs por qRT-PCR e

validagao dos resultados

Extracao do RNA total

As amostras de lesdo estocadas a -80 °C foram descongeladas e o excesso de
RNAlater retirado com papel absorvente estéril. A cada amostra foi adicionado 4 mL de
Reagente Tri (Invitrogen, Life Technologies) e o tecido dissociado com o uso de

homogeneizador (Powergen 125, Fisher Scientifics). Cada homogeneizado foi centrifugado
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(15 minutos, 4 °C, 12.000g) e, para cada 1 mL de sobrenadante coletado, adicionou-se 300
puL de cloroférmio. Apds incubacdo em gelo por 10 minutos, as amostras foram
centrifugadas e a fase aquosa transferida para outros tubos, aos quais foi adicionado igual
volume de dlcool isopropilico gelado e 2,4 uL de Poliacrilamida Linear (LPA, 20 ug/ulL)
(Ambion, Life Technologies), seguindo incubacdo de 50 minutos a -20 °C. Posteriormente,
apos centrifugacdo, o pellet contendo o RNA foi lavado (12000 rpm, 10 minutos,
temperatura ambiente) com 800 uL de etanol 75% gelado e depois ressuspendido em 35
pL de tampao TE. A concentragdao do RNA foi estimada por meio da leitura das amostras
em espectrofotometro (Nanodrop 1000, Thermo Scientific). A pureza do acido nucleico
obtido foi inferida pela razdo entre as absorbancias obtidas a 260 nm e 280 nm, que
deveria estar proxima de 2. As amostras foram armazenadas a -80 °C até o momento do

uso.

Sintese de cDNA

Inicialmente as amostras de RNA foram tratadas para remocdo de possiveis cadeias
de DNA genOmico contaminante. Para tanto, 1 ug de RNA total foi diluido em dgua DEPC
em um volume final de 25,7 ulL e acrescentados 3,97 uL de um mix contendo tampao 10x
concentrado e 1 unidade de DNAse (Ambion, Life Technologies). As amostras foram
incubadas a 37 °C durante 30 minutos para ativacdo da enzima e remocdo das cadeias
contaminantes de DNA. Depois foram adicionados 0,3 uL de EDTA (0,5M pH 8.0) a cada
tubo, seguido de nova incubacdo a 75 °C por 10 minutos, para interrupcdo da atividade

enzimatica da DNAse.
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Para a sintese do cDNA, a cada RNA tratado foi adicionado 2 puL de um
oligonucleotideo iniciador contendo oligo dT1s [0,75 ug] + primers randdémicos [3 pg/ulL]
(Invitrogen, Life Technologies). As misturas foram submetidas ao aquecimento a 70°C por
10 minutos e resfriadas rapidamente em gelo. A seguir, foram adicionados 18 pL de um
mix composto por tampdo de sintese 5x, 10mM de dNTP, 0,1M de DTT e 200U/uL
Superscript R/T Il (Invitrogen, Life Technologies). As amostras foram incubadas a
temperatura ambiente por 10 minutos e, a seguir, a 40 °C por 50 minutos. A atividade
enzimatica foi interrompida pela incubacdo a 90 °C por 5 minutos, seguido por incubacao
a 4 °C por 5 minutos. A quantidade de cDNA foi estimada por meio da leitura das
amostras em espectrofotdmetro (Nanodrop 1000, Thermo Scientific) e armazenadas a —80

°C até o momento do uso.

Protocolo de qRT-PCR

A reacdo de gRT-PCR foi realizado em equipamento de andlise em tempo real
StepOne (Applied Biosystems, Life Technologies) utilizando metodologia com corante
intercalante SybrGreen® (Applied Biosystems, Life Technologies) de acordo com as
instrucbes do fabricante. Os primers foram desenhados com auxilio do programa
PrimerExpress (Applied Biosystems, Life Technologies). Resumidamente, em cavidades de
placas de 48 pogos foram adicionados 3 pL de cDNA (100 ng/uL) ou de agua tratada com
DEPC (controle negativo), 1 uL do primer sense e 1 pL do primer anti-sense previamente
diluidos na concentracdo de 80 pM/reacdo (Tabela |I) e 5 uL do reagente master mix

(Absolute SYBRGreen RT-PCR mix, Applied Biosystems, Life Technologies). A placa
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contendo as amostras foi submetida a reacdao de PCR em tempo real com 40 ciclos de
amplificacdo a 95 °C por 15 segundos, seguido de um periodo de anelamento/extensdo a
60 °C por 1 minuto. A avaliacdo da especificidade dos primers foi feita pela analise da
curva de Melt (aquecimento gradual da amostra amplificada de 60 °C a 95 °C, com
incremento de 0,3 °C) na qual é possivel observar a dissociacdo dos produtos de
amplificacdo e a formacao de apenas um amplicon.

Os resultados foram analisados quanto a expressao do gene de interesse de cada
amostra, utilizando como gene normalizador o YWHAZ e como amostra de referéncia o
cDNA obtido a partir do pool das amostras de cDNA das lesdes. Os resultados foram
expressos como concentracao relativa calculada conforme descrito por Pfaffl (2001) (104)

utilizando as eficiéncias de amplificacao de cada primer, conforme a férmula abaixo:

ACt gene alvo
(E gene alvo) 8

E L )ACt gene referéncia
gene referéncia

Expressaorelativa =

Onde, Egeneaivo € a eficiéncia de amplificagdo da reagao com o primer de interesse; Egene
referencia © @ eficiéncia de amplificacdo da reacdo com o primer do gene normalizador; ACt
gene alvo € igual ao valor de Ct de uma amostra controle amplificada com o primer do gene
de interesse (pool de cDNA de placas de ateroma para o primer avaliado) subtraido do Ct
de amostra para 0 mesmo gene; ACt gne referéncia € igual ao valor de Ct de uma amostra
controle amplificada com o primer do gene normalizador (pool de cDNA de placas de

ateroma para o primer YWHAZ) menos o Ct de amostra para 0 mesmo gene.
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Tabela I: Sequéncia dos primers utilizados na reagao de gRT-PCR.

GENE SEQUENCIA SENSE 5’ > 3’ SEQUENCIA ANTISENSE 5’ - 3’
YWHAZ ACTTTTGGTACATTGTGGCTTCAA CCGCCAGGACAAACCAGTAT
NLRC1 GGGCCACAGTGAGATGGAA TCCCGATTGCTTTTCAGTAATTG
NLRC2 TCTTCACTGCGAGCAATTGC GCCTCAATGCCAAGAAGTTCTG
NLRC3 CTTCACCTGCAGTGGAACTTCA GGCGTTCTCCTGTAAATCTAAGCT
NLRC4 TCTGTGATCAACTCCTGGATATACCT CCTCTGCCGCAGCTTCAG
NLRC5 CAGCAGACAGGCTATGCTTTCA TGTACCCAGCGGGAATGG
NLRP1 CGCTGAGCTCATCGGAAAA CAGCCGCTCTGGCCTAGAC
NLRP2 TCATCTCCAGAGAGTGGTGTTCA CTCGAAGAGCTAGGCAGAGGTT
NLRP3 TGCCCGTCTGGGTGAGA CCGGTGCTCCTTGATGAGA
Naip AATATGTTCAATCCCTCAAGTCATAG TGTTTGTACGGACAGCAATCAAT
AIM2 TGCATCTGCAGCCATCAGA CAGGCTTAACATGAGGAGAGACTTT
ASC CCACCAACCCAAGCAAGATG GCCTGGAGGAGCAAGTCCTT
Caspase-1 TGCCTGTTCCTGTGATGTG CAGTTTCCTTATTTTAATGTCCTGGG
IL-1B CACGATGCACCTGTACGATCA AGACATCACCAAGCTTTTTTGCT

Avaliagdo da integridade do RNA total obtido apos extragao

O RNA total extraido de algumas amostras de lesdao aterosclerdtica, conforme
descrito acima, foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1% e coradas com
brometo de etidio para a avaliacdo das bandas 25S e 18S. A andlise do gel permitiu
constatar que a técnica resulta na recuperacao de RNA de boa qualidade, uma vez que o

padrdo de bandas obtido foi o esperado (figura 1).
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25S

185

Figura 1. Bandas especificas de RNA em gel de agarose.

Avaliagdo da especificidade de amplificagdo dos primers

A avaliacdo da especificidade de cada primer utilizado é feita pela analise da curva
de Melting, na qual é possivel detectar a temperatura de dissociacdo da dupla fita de DNA
dos produtos amplificados. A temperatura de Melting depende do tamanho e composicao
das bases nitrogenadas de cada produto, entdo, para cada gene analisado, deve existir
apenas um pico, que representa a formacdo de apenas um produto de amplificacdo

(Figura 2)
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Figura 2. Curvas de Melting representativas da amplificagdo do cDNA. Curvas de Melting para
YWHAZ (a), NLRP3 (b) e Caspase-1 (c). As reacgoes utilizando os primers na concentracdo ideal sdo
consideradas especificas, uma vez que todas as amostras testadas apresentam temperatura de

melting (picos dos graficos) muito semelhantes.

Avaliagdo da eficiéncia dos primers

A eficiéncia da reacdo de amplificacdo também foi determinada para cada gene
analisado. Os testes foram realizados em triplicata utilizando amostras de cDNA na
concentracdo inicial de 300ng/reacdo e diluidas de forma seriada na propor¢do 1:2,
totalizando 5 pontos. Uma curva padrao pdde, entdo, ser elaborada e por meio dela
calculou-se a eficiéncia (E) e a correlagdo entre os pontos da curva (R?). Na figura 3 estdo
representadas as curvas de amplificacdo das amostras diluidas seriadamente (painéis a
esquerda) e a curva padrio obtida (painéis a direita), com os respectivos valores de E e R?

dos genes YWHAZ, NLRP3 e Caspase-1.
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Figura 3. Amplificagdo e curva padrao de genes representativos, obtidas nos testes de
padronizagdo dos primers. Os painéis a esquerda representam curvas de amplificacdo dos genes
YWHAZ (a), NLRP3 (c) e Caspase-1 (e) de acordo com a diluicdo das amostras. As dilui¢Oes seriadas
foram feitas na proporgdo 1:2, partindo de 300ng/reacgdo e totalizando 5 pontos. As curvas
padrdo respectivas (painéis a direita- YWHAZ [b], NLRP3 [d] e Caspase-1 [f]) foram geradas
segundo a express3o das médias dos Cts em funcdo da diluicio da amostra. Os valores de E e R* da

reacao estdo destacados em cada grafico.
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A eficiéncia da reacdo indica a capacidade de amplificacdao dos reagentes utilizados
(primers e enzima) a cada ciclo. Uma eficiéncia de 100% indica que a cada ciclo a
quantidade de produto em cada reagao dobra e sdo consideradas satisfatérias reagdes
com eficiéncia entre 90 e 110%. Os valores de R? indicam a reprodutibilidade da
pipetagem dos reagentes, sendo satisfatorios valores de R? de, no minimo, 0.990. Sendo
assim, todas as reacdes resultaram em valores dentro das faixas consideradas

satisfatodrias.

3.4. Avaliagdo da expressio de proteinas em fragmentos de lesOes
aterosclerdticas por imuno-histoquimica

Apds inclusdao em parafina e montagem das laminas com cortes seriados de 4 um,
as amostras foram desparafinizadas em xilol, reidratadas em série crescente de alcodis e
submetidas a recuperagao antigénica com tampao especifico para cada anticorpo (Citrato,
pH 6.0 ou Tris-EDTA, pH 8.0) em panela de vapor a 95 °C, durante 45 minutos. A
peroxidase enddgena foi bloqueada com H;0; 10 volumes, seguido de incubag¢dao com
reagente de bloqueio para proteinas. Apds lavagem, as laminas foram incubadas overnight
com anticorpos primarios especificos para AIM2, NLRP1, NLRC2, caspase-1, (Santa Cruz
Biotechnology), NLRC3, NLRC5 e NLRP3 (LifeSpan BioSciences). Os anticorpos foram
titulados a fim de otimizar a marca¢ao e evitar ligacdes inespecificas (dados nao
mostrados). Apds o tempo de incubacdo, os cortes foram lavados e a revelagdo realizada
com o kit MACH4 (Biocare Medical) conforme instrugdes do fabricante. Nesse processo os

cortes foram incubados com o reagente pds-primdrio, lavados e incubados com o
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anticorpo secunddrio conjugado a um polimero. As marcacdes foram reveladas com a
utilizagdo do substrato cromégeno 3,3’- diaminobenzidina (DAB) (Sigma-Aldrich). Ao final
da marcacao, as laminas foram contra-coradas com hematoxilina de Harris, desidratadas e
montadas com Entellan (Sigma-Aldrich). Marcagbes positivas foram identificadas pela
presenca de coloracdo marrom e a analise quantitativa realizada com o programa GSA

Image Analyser (GSA Software Development and Analytics)

3.5. Cultura e estimulagdo de mondcitos e macréfagos para determinagao da
produgdo de IL-1
Obtengdo de células mononucleares do sangue periférico (CMSPs)

Amostras de sangue periférico (100mL) de doadores sauddveis (idade entre 20 — 40
anos, sem fatores de risco para desenvolvimento de doenca aterosclerdtica) foram
coletadas em tubos heparinizados e transferidas para tubos conicos de 15 mL contendo 4
mL de Ficoll-Hypaque (GE HealthCare). Apds centrifugacdo (400 g, 30 minutos,
temperatura ambiente) o anel de CMSPs foi coletado, as células transferidas para tubos
conicos de 15 mL e lavadas duas vezes com meio RPMI (300 g, 10 minutos, 4 °C).
Finalmente, as células foram resuspendidas em meio RPMI suplementado (soro bovino
fetal 10% + L-glutamina [2mM] + gentamicina [5 pug/mL]) e o niumero e viabilidade
determinados com auxilio de Camara de Neubauer e Azul de Tripan. As CMSPs obtidas
foram utilizadas para experimentos de estimulacdo em cultura e para diferenciacdo de

macrofagos humanos.
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Separacao de mondcitos por selecio imunomagnética positiva

A purificagdo dos mondcitos a partir de CMSPs foi feita com o kit de selegao
imunomagnética positiva Monocyte Isolation Kit Il (Miltenyi Biotec) de acordo com as
especificacdes do fabricante. Brevemente, CMSPs foram ressuspendidas a uma
concentracdo de 1x10’ células/mL em tamp3o de separacio PBS-B-E (PBS-BSA-EDTA) e
incubadas (10 minutos a 4 °C) com uma mistura de anticorpos biotinilados anti-CD3
(linfécitos T), anti-CD7 (linfécitos T), anti-CD16 (neutrdfilos e células NK), anti-CD19
(linfécitos B), anti-CD56 (células NK), anti-CD123 (células dendriticas e basodfilos) e anti-
CD235a (Glicoforina A, eritrdcitos). Dessa forma, todas as células do sangue periférico
foram marcadas, exceto os mondcitos (CD14"). Adicionou-se, entdo, anticorpo anti-biotina
acoplado a esferas magnéticas, seguido de incubacdo por 15 minutos a 4 °C. Apds lavagem
com PBS-B-E (300 g, 10 minutos, 4 °C), as células foram ressuspendidas no mesmo tampao
e passadas em colunas de separagdo magnética LD (Miltenyi Biotec). A fragdo ndo retida
pela coluna, correspondente aos mondcitos, foi coletada, centrifugada, ressuspendida em
meio RPMI 1640 suplementado e utilizadas em ensaios de estimulacdo antigénica e
diferenciacdo em macréfagos. O resultado da separacdo foi avaliado por meio de

citometria de fluxo, obtendo-se pureza entre 93% e 97%.

Diferenciagdo e caracterizagao de macréfagos a partir de mondcitos do sangue periférico
Células CD14" (mondcitos) foram cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado em
placas de cultura de 24 pocos (0,5x10° células/mL) e incubadas em estufa (37 °C, 5% de

CO,) por 5 dias na presenga de 50 ng/mL de GM-CSF (Peprotec) ou 100 ng/mL de M-CSF
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(Peprotec) para diferenciacdo em macréfagos M1 ou M2, respectivamente. As citocinas
foram adicionadas no primeiro dia de cultura, com suplementac¢ao adicional nas mesmas
concentragdes, no terceiro dia. Apds a diferenciagao, os macréfagos obtidos foram
caracterizados por citometria de fluxo e utilizados em experimentos de estimulagdo para

avaliagdo da produgdo de IL-13.

Diferenciagdo de subpopulagbes de macréfagos a partir de células da linhagem
monocitica THP-1

Células da linhagem monocitica THP-1 foram cultivadas em meio RPMI 1640
suplementado (10% de soro bovino fetal + L-glutamina [2mM)] + penicilina/estreptomicina
[5 ng/mL]) em placas de cultura de 24 pogos (0,25x10° células/mL), na presenca de PMA.
No dia seguinte, as células foram lavadas duas vezes com meio RPMI 1640 e diferenciadas
em quatro populac¢bes diferentes de macréfagos denominadas THP/Md, M1, M2a e M2c.
Para tal, as células foram incubadas por 48 horas (37 °C, 5% CO,) na auséncia de
estimulos (THP/Md) ou na presenga de 20ng/mL LPS + 20 ng/mL IFN-y (M1) ou 20 ng/mL
IL-4 (M2a) ou 20 ng/mL IL-10 (M2c). As populacbes celulares obtidas foram caracterizadas
quanto a producdo de citocinas e utilizadas para experimentos de estimulacdo e avaliacao

da produgdo de IL-1p.
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Estimulag¢do de mondcitos, macréfagos M1 e M2 derivados de mondcitos e macrofagos
THP/Md@, M1, M2a e M2c derivados de células THP-1

Para avaliar a produgdo diferencial de IL-1p pelos diversos tipos celulares obtidos,
mondcitos do sangue periférico (1x10° células/mL), macréfagos derivados de mondcitos
(0,5x10° cél/mL) e macréfagos derivados de células THP-1 (0,25x10° cél/mL) foram
cultivadas em meio RPMI suplementado em placas de 24 cavidades. As células foram
estimuladas por 8 horas na presenca de LPS (20 ng/mL), cristais de colesterol (2 mg/mL),
LPS + cristais de colesterol ou apenas meio de cultura (controle) em estufa (37 °C, 5%
CO,). Apds o tempo de incubacdo o sobrenadante de cultura foi coletado e armazenado a

-80 °C até o momento do uso.

Preparacgao dos cristais de colesterol

Os cristais de colesterol foram preparados conforme protocolo adaptado de Flynn
et. al. (1979) (105). Brevemente, colesterol puro (Sigma-Aldrich) foi dissolvido em etanol
95% e a mistura foi aquecida até 60 °C. Apds filtracdo a vacuo procedeu-se incubacao
overnight, a temperatura ambiente, para a cristalizagao do colesterol. Os cristais formados
foram coletados e apds recristalizacdo, foram submetidos a secagem de 15 horas. O
material obtido foi pesado, autoclavado, pulverizado com auxilio de cadinho e
armazenado a -20 °C até o momento do uso. Para utilizacdo em cultura, os cristais foram
ressuspendidos em meio RPMI 1640 (Gibco, Life Technologies) na concentragdo de 2
mg/mL. A presenca de endotoxina foi verificada com o kit Limulus Amebocyte Lysate (Cap

Code)
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Efeito de inibidores das vias de ativacio do NLRP3 na estimulacio de macréfagos

provenientes de células THP-1 por cristais de colesterol

Macréfagos provenientes de células THP-1 (THP/Md - 0,25x10° células/mL),
obtidos conforme descrito no item 3.5.5, foram submetidos a estimulacdo em cultura com
LPS (20 ng/mL) ou LPS (20 ng/mL) e cristais de colesterol (2 mg/mL) na presenca ou
auséncia de citocalasina D (2uM), CA074 (20 uM), Bay-11-7082 (24 uM), Partenolida (20
puM), Bafilomicina Al (20 uM), N-acetil-L-cisteina (20 uM) (Sigma-Aldrich) e Z-WEHD-FMK
(inibidor de caspase-1; 10uM; R&D Systems). Além dos controles positivos, nos quais ndo
se adicionou nenhum inibidor, também foi feito um controle apenas com a adi¢do de
DMSO (solvente dos inibidores) a cultura. As células foram incubadas (37 °C e 5% CO,) por
8 horas e o sobrenadante de cultura foi coletado e armazenado em freezer -80 °C até o

momento do uso.

3.6. Cultura e estimulagao de células musculares lisas de aorta humana (HVSMCs)

e células endoteliais de corddo umbilical humano (HUVECs)

Cultura de HVSMCs e HUVECs

Células musculares lisas de aorta humana (HVSMC - C-007-5C) e células endoteliais
de corddo umbilical humano (HUVEC - C-003-5C) foram obtidas comercialmente
(Invitrogen, Life Technologies) e cultivadas de acordo com as instru¢des do fabricante. Em
resumo, as células foram expandidas em garrafa de cultura de 75cm? e meio especifico
(meio 231 para HVSMC e meio 200 para HUVEC, ambos Invitrogen, Life Technologies).

Apds confluéncia, foram coletadas com uso de tripsina-EDTA/inibidor de tripsina
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(Invitrogen), centrifugadas (170g, 4 °C, 10 minutos) e ressuspendidas em meio de cultura
apropriado. Cada tipo celular foi repicado entre 5 e 7 vezes até o emprego em

experimentos de estimulagao.

Estimulagdo de HVSMCs e HUVECs com IL-1

HVSMCs e HUVECs foram semeadas em placas de cultura de 6 cavidades (3x10*
células/mL) e, apds atingirem 80% de confluéncia, foram lavadas e incubadas na presenca
ou auséncia de 1ng/mL de IL-1B recombinante (Peprotec) ou apenas meio especifico. Apds
24 horas de incubagdo (37°C, 5%CO,) o sobrenadante foi coletado e armazenado a -80 °C
até o momento do uso. O sobrenadante foi utilizado para detectar metaloproteinases
(MMP1, MMP3 e MMP9), catepsinas (catepsina S e L) e quimiocinas (CCL2, CXCLS,

CX3CL1, CXCL10, CXCL16 e CCL5) em ensaios de ELISA.

3.7. ELISA

Detecgdo de citocinas, quimiocinas e proteases

As amostras de sobrenadante de cultura obtidas foram testadas com o ensaio
imunoenzimatico do tipo sanduiche (kit Duo Set, R&D Systems), de acordo com as
instrucdes do fabricante. Em resumo, placas de 96 cavidades foram sensibilizadas com o
anticorpo de captura, diluido em tampao PBS (pH 7,2 — 7,4) durante uma noite a
temperatura ambiente. As placas foram lavadas com PBS — Tween 20 0,05% e seguiu-se a
adicdo de tampdo de bloqueio PBS-BSA (PBS - BSA 1%) com incubag¢do de 1 hora a

temperatura ambiente. O procedimento de lavagem foi repetido e adicionaram-se as
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amostras referentes a curva padrdo (sete pontos) e as amostras-teste. Apds incubacdo (2
horas a temperatura ambiente) as placas foram novamente lavadas e o anticorpo de
detecgdo biotinilado foi adicionado com incubagao por 2 horas, seguida de nova lavagem
e adicdo do complexo estreptoavidina-peroxidase, seguindo de incubacdo (20 minutos a
temperatura ambiente). As placas foram novamente lavadas e, adicionou-se o
substrato/cromégeno (TMB [200 ug/mL] + H,0, [0,03%]), diluido em tampdo acetato de
sodio/acido acético 0,1M [pH 5,5]) e, finalmente, procedeu-se a ultima incuba¢do (30
minutos, temperatura ambiente, abrigo da luz). A reacdo foi interrompida com a adicdo de
H,SO4 2N e as absorbancias foram determinadas em leitor de ELISA (Labsystems

Multiskan) a 450 nm.

3.8. Imunofluorescéncia e Citometria de fluxo

Mondcitos obtidos apds separagdo imunomagnética e macréfagos humanos
derivados de mondcitos foram submetidos a imunofluorescéncia. Para tal, 20uL da
suspensdo de células (aproximadamente 2x10° células) foram transferidos para placas de
microtitulacdo (96 cavidades). Cada tipo celular foi caracterizado com um conjunto de
anticorpos para marcacao de superficie: anti-CD14 PE-Vy5, anti-CD68 Fitc, anti-CD11b
APC-Cy7, anti-CD1a APC, anti-CD206 APC-Cy7, anti-CD163 PE-Cy5, anti-MHCII APC-Cy7,
anti-CD80 APC e anti-CD86 PE. Os anticorpos foram diluidos em 20 uL de PBS-BSA (0,1%)-
Azida sédica (0,2mM) (PBS-BSA-A), incubando-se por 20 minutos a 4 °C ao abrigo da luz.
Apds este periodo foram adicionados 150 pL de PBS-B-A, seguido de centrifugacdo (10

minutos, 1200 RPM, 4 °C). O sobrenadante foi desprezado e as células foram
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ressuspendidas em vortex, com posterior adicdo de 200 puL de tampao PBS-B-A e nova
centrifugacdo (10 minutos, 1200 RPM, 4 °C). Entdo, as células foram novamente
ressuspendidas, sendo adicionados 200 uL de formaldeido 2%, seguindo incubagdo a
temperatura ambiente por 20 minutos. Apds transferéncia das células fixadas, procedeu-
se leitura em citdmetro de fluxo (FACScanto/Becton & Dickson). A andlise dos resultados
foi feita em programa especifico (DIVA/ Becton & Dickson), sendo analisada a
porcentagem de células positivas e/ou a intensidade média de fluorescéncia (IMF) de cada

marcador.

3. 9. Analise estatistica

As diferencas entre dois grupos (controle vs. ateroma, sintomatico vs.
assintomatico, hipertenso vs. normotenso, tabagista vs. ndo tabagista e homem vs.
mulher) quanto aos parametros analisados foram avaliadas pelo teste ndo-paramétrico de
Mann-Whitney. Para comparar duas varidveis continuas (estimulos) em culturas de
mesmo tipo celular, o teste t pareado foi aplicado. Para essa comparacdao em culturas de
células diferentes, foi usado o teste t. Finalmente, a analise de trés ou mais variaveis foi
feita com o teste ANOVA e pds-teste de Bonferroni. Foram consideradas significantes

diferengas com valor de p < 0,05.
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4. Resultados
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4.1. Identificacdo de NLRs em amostras de lesGes aterosclerdticas
humana

Parametros clinicos dos pacientes submetidos a endarterectomia carotidea

Na tabela Il estdo relacionados os parametros clinicos e medicamentos usados
pelos pacientes incluidos neste estudo. Foram coletadas amostras de 64 individuos, 49
homens e 15 mulheres, cuja média de idade foi de 68,2 anos. Dentre os fatores de risco
para o desenvolvimento da doencga aterosclerdtica, observou-se grande incidéncia de
hipertensdao arterial (77,8% do total de pacientes) seguido por dislipidemia (50,8%),
Diabetes Mellitus (39,8%) e tabagismo (33,3%). Pacientes obesos (indice de Massa
Corpdrea > 30 kg/m?) constituiam um grupo de apenas 6,4% de pacientes. As doencas
prévias mais frequentes no grupo estudado foram acidente vascular cerebral e doenga
arterial periférica, que acometeram 67,8% e 30,6% de pacientes, respectivamente. Outras
patologias foram menos frequentes. Quanto ao uso de medicamentos, podemos notar
que a grande maioria dos pacientes fazia uso de estatina (83,6%) e aspirina (78,7%), além
de inibidores da enzima conversora de angiotensina, [-bloqueadores, diurético,

antagonista de calcio e insulina.
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Tabela Il: Parametros clinicos e medicamentos usados pelos pacientes incluidos no estudo

(n=64)

Parametro %
Sintomatologia Presente 53.1
Ausente 46,9

Género Masculino 76,6
Feminino 234

Fatores de risco Hipertensdo arterial 77,8
Dislipidemia 50,8

Tabagismo 33,3

Diabetes 33,8

Obesidade 6,4

Patologias prévias AVC 67,8
Doenga arterial periférica 30,6

ICC 11,1

AE 13,2

Al 1,9

Angioplastia 9,4

Revascularizacdo prévia 7,4

IAM 16,3
Medicamentos Estatina 83,6
Aspirina 78,7

IECA 64

B-bloqueador 39

Diurético 39,3

Antagonista de calcio 28,3
Insulina 11,7

AVC, acidente vascular cerebral; ICC, insuficiéncia cardiaca congestiva; AE, angina estdvel; Al, angina
instavel; 1AM, infarto agudo do miocdrdio; IECA, inibidor da enzima conversora de angiotensina Il;

sintomatologia (casuistica item 3.1.)
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Expressao do RNAm de genes relacionados aos receptores do tipo NOD (NLRs)

A analise da expressdao génica foi realizada em 50 fragmentos de ateroma e 3
amostras controle, conforme ja mencionado na casuistica (item 3.1).

Inicialmente detectamos a presenca do RNAm para alguns NLRs formadores de
inflamassoma. Conforme observado na figura 4, foi detectado RNAm para NLRP1, NLRP3,
NLRC4, NAIP e AIM2 na maioria das lesdes ateroscleréticas analisadas. Ao comparar os
resultados obtidos com amostras de artéria controle, observamos maior expressao
relativa do RNAmM para NLRP3 e NLRC4 em amostras de ateroma (figura 4A). Ao dividir o
grupo de pacientes de acordo com a presenga ou auséncia de sintomatologia, notamos
maior expressao relativa do RNAm para NLRP1, NLRP3, NLRC4 e NAIP nas amostras
provenientes de pacientes assintomaticos, quando comparados ao grupo sintomatico
(figura 4B).

Trabalhos recentes associam a presenca de fatores de risco para o
desenvolvimento de lesGes aterosclerdticas com a modulagdo da expressdo de
marcadores inflamatdrios presentes nas lesdes (106-108). Em nosso estudo a presenca de
fatores de risco como hipertensao arterial, consumo de tabaco e género nao foi associada
com aumento ou diminuicdo da expressaio do RNAm dos NLRs formadores de

inflamassoma (figura. 5).
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Figura 4. Expressdo relativa do RNAm para NLRP1, NLRP3, NLRC4, NAIP e AIM2 em fragmentos
de ateroma humano. (A) LesGes aterosderdticas (n=50) versus amostras controle (n=3). (B) Lesdes
provenientes de pacientes sintomaticos (n=27) versus lesGes de pacientes assintomaticos (n=23).
Os pacientes foram agrupados de acordo com a presenca de sintomas cerebrovasculares como
ocorrénda de AVC, episddio isquémico transitério ou amaurose fugaz ipsilateral, no periodo de 6

meses anterior a cirurgia. * p £0,05. Mann Whitney.
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Figura 5. Expressdo relativa do RNAm para NLRP1, NLRP3, NLRC4, NAIP e AIM2 em fragmentos de
ateroma humano organizados segundo a presenca de fatores de risco. (A) hipertenso (n=39) versus
normotenso (n=11); (B) tabagista (n=15) versus ndo-tabagista (n=35) e (C) sexo masculino (n=38) versus sexo

feminino (n=12). Mann Whitney.
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Expressao relativa

A ativacao dos inflamassomas promove recrutamento da proteina adaptadora ASC
e consequente ligacdo e ativacdo da caspase-1 aoinflamassoma (60,77). O recrutamento e
ativacdo da caspase-1 é suficiente para promover a clivagem da pré-IL1J e liberagdo de IL-
1P ativa no microambiente (60,77). Nossos dados mostram que as lesdes ateroscleréticas
expressam RNAm para ASC, caspase-1 e IL-1f (figura 6), sendo que a caspase-1 tem maior
expressdo relativa em amostras de ateroma e ASC em amostras de individuos
assintomaticos, quando comparadas com artérias controles e lesdes provenientes de

pacientes sintomaticos, respectivamente (figura 6A e B).
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Figura 6. Expressao relativa do RNAm para ASC, Caspase-1 e IL-13 em fragmentos de ateroma
humano. (A) LesGes aterosclerdticas (n=50) versus amostras controle (n=3). (B) LesOes de
pacientes sintomaticos (n=27) versus lesdes de pacientes assintomaticos (n=23). Os pacientes
foram agrupados de acordo com a presenca de sintomas cerebrovasculares como ocorréncia de
AVC, episddio isquémico transitdrio ou amaurose fugaz ipsilateral, no periodo de 6 meses anterior

acirurgia. * p £0,05. Mann Whitney.
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Os dados comparativos da expressdao génica do RNAm para ASC, caspase-1 e IL-1B
em pacientes agrupados por fatores de risco (tabagismo, presenca de hipertensao arterial
e diferencas de género) ndo mostrou diferencas significativas (dados ndo mostrados).

A familia dos NLRs é constituida também de receptores envolvidos no
reconhecimento de patégenos e ativacdo de vias inflamatérias (NLRC1 e NLRC2) e que
tém fungbes imunoreguladoras (NLRC3 e NLRCS5, CIITA e NLRP2 e NLRP10) (43-45,62,109).
Nesse trabalho investigamos NLRC1, 2, 3, 5 e NLRP2. A andlise da expressdao génica
revelou presenca do RNAm para todos os NLRs pesquisados, sendo que amostras de lesdo
apresentaram expressdo génica significativamente maior para NLRC2, NLRC3 e NLRP2
comparativamente ao grupo controle (figura 7A). Com relacdo a presenca de
sintomatologia, observamos que lesdes ateroscleréticas de individuos assintomaticos
apresentaram maior expressdo do RNAm para todos os NLRs estudados, exceto NLRC1,
guando comparado ao grupo sintomatico (figura 7B).

Os dados comparativos da expressdao do RNAm para NLRC1, 2, 3, 5 e NLRP2 em
pacientes agrupados por fatores de risco (tabagismo, presenca de hipertensdo arterial e

diferencas de género) ndo mostrou diferencas significativas (dados ndo mostrados).
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Figura 7. Expressao relativa do RNAm para NLRC1, NLRC2, NLRC3, NLRC5 e NLRP2 em
fragmentos de ateroma humano. (A) Lesdes aterosclerdticas (n=50) versus amostras controle
(n=3). (B) Lesdes de pacientes sintomdticos (n=27) versus lesdes de pacientes assintomaticos
(n=23). Os pacientes foram agrupados de acordo com a presenca de sintomas cerebrovasculares
como ocorréncia de AVC, episddio isquémico transitdério ou amaurose fugaz ipsilateral, no periodo

de 6 meses anterior a cirurgia. * p <0,05. Mann Whitney.
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4.2. Expressdao da proteina dos receptores do tipo NOD (NLRs)

A andlise da presenca da proteina foi realizada em 27 fragmentos de ateroma. A
maioria das amostras (54,7%) foi obtida de pacientes considerados clinicamente
sintomaticos, segundo os critérios descritos na casuistica (item 3.1).

Em trabalho anterior mostramos marcagdes positivas para IL-1B e IL-18 em
macréfagos, células espumosas e células gigantes presentes em lesdes ateroscleréticas
(41). Como a produgcdo dessas citocinas estd relacionada com a ativacdo dos NLRs
formadores de inflamassomas, procedemos a detec¢ao de NLRP1, NLRP3 e AIM2 em
lesdes de ateroma humano.

A técnica de imuno-histoquimica revelou a presenca de macréfagos e células
gigantes positivas para NLRP1 (figura 8). Além disso, pudemos observar grande
quantidade de macroéfagos e células gigantes positivas para NLRP3 (figura 9A e B) e AIM2

(figura 10 A e B), independente da presenca de sintomatologia.

75



Figura 8. Amostra de lesdao aterosclerética marcada com anti-NLRP1. MarcagGes positivas
(marrom) para NLRP1, em macrdfagos (seta vermelha) e células gigantes (seta preta). Imuno-

histoquimica, anticorpo anti-NLRP1, 400x.
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Figura 9. Amostra de lesao aterosclerética marcada com anti-NLRP3. (A) Amostra proveniente de
paciente assintomatico. MarcagGes positivas (marrom) em célula gigante (seta). (B) Amostra
proveniente de paciente sintomatico. Marcag¢Ges positivas (marrom) em células espumosas (seta).

Imuno-histoquimica, anticorpo anti-NLRP3, 400x.
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Figura 10. Amostra de lesdo aterosclerdtica marcada com anti-AlM2. (A) Amostra proveniente de
paciente assintomatico e (B) sintomatico. MarcagOes positivas (marrom) em células gigantes e

macréfagos. Imuno-histoquimica, anticorpo anti-AIM2, 400x.
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O tamanho da area marcada com o anticorpo anti-NLRP3 e anti-AIM2 foi avaliada
por meio do software GSA Image Analyser®. Como pode ser observado na figura 11,
apenas o agrupamento tabagista versus ndo tabagista apresentou diferenca na area
positivamente marcada com o anticorpo anti-NLRP3. N3o encontramos nenhuma
diferenca significante na area marcada de amostras agrupadas por sintomatologia ou

outros fatores de risco.
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Figura 11. Quantificagdo da area marcada com os anticorpos anti-NLRP3 e anti-AIM2 em
amostras agrupadas por sintomatologia ou fatores de risco. Amostras de ateroma foram
agrupadas segundo a presenca de sintomatologia e fatores de risco (tabagismo, hipertensado e
diferenca de género) e tiveram sua area de marcacdo positiva quantificada pelo software GSA

Image Analyser®. * p <0,05. Mann Whitney.
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Originalmente, o NLRC2 foi documentado por sua capacidade de reconhecer um
produto da degradacdo de peptidoglicano da parede bacterina (57). Em nosso estudo,
como verificamos a presenga de RNAm para NLRC2 em lesdes de ateroma, procedemos a
investigagdo com a detecgao da proteina. A marcagao para NLRC2 foi realizada em uma
amostra de ateroma proveniente de paciente sintomatico e conforme mostra a figura
12A, macréfagos foram positivamente marcados. Interessante notar a auséncia de

marcacdao em uma célula gigante circundando um cristal de colesterol (figura 12B, seta).
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Figura 12. Amostra de lesdo aterosclerética marcada com anti-NLRC2. Amostra proveniente de
paciente sintomdtico. (A) Marca¢des positivas (marrom) em macréfagos (seta). (B) Auséncia de

marcagdo em célula gigante circundando um cristal de colesterol (seta). Imuno-histoquimica,

anticorpo anti-NLRC2, 400x
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Posteriormente, analisamos a presenca da proteina para NLRC5 (figura 13) e
NLRC3 (figura 14). MarcagOes positivas para NLRC5 foram encontradas em células
espumosas enquanto que, marcacdes para NLRC3 foram encontradas em macréfagos e
células gigantes.

A quantificacdo da area de marcacdao para NLRC3 (figura 15) revelou diferencas
estatisticas apenas quando comparamos o grupos de pacientes tabagista versus nao-
tabagista. Nao verificamos diferencas entre amostras dos grupos sintomatico versus

assintomatico ou hipertenso versus normotenso ou homem versus mulher (figura 15)

Figura 13. Amostra de lesdo aterosclerdtica marcada com anti-NLRC5. Marcagdes positivas
(marrom) para NLRC5 em regido com grande quantidade de células espumosas (seta preta).

(400x). Imuno-histoquimica, anticorpo anti-NLRC5, 400x
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Figura 14. Amostra de lesdao aterosclerotlca marcada com antl NLRC3. (A) Amostra de paciente
assintomdtico. Marca¢bes positivas (marrom) em macrofagos e células gigantes (seta). (B)
Amostra de paciente sintomatico. MarcagOes positivas em células gigantes (setas). Imuno-

histoquimica, anticorpo anti-NLRC3, 400x
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Figura 15. Quantificagdo da area marcada com o anticorpo anti-NLRC3 em amostras agrupadas

por sintomatologia ou fatores de risco. Amostras de ateroma foram agrupadas segundo a

presenca de sintomatologia e fatores de risco (tabagismo, hipertensdo e diferenca de género) e
tiveram sua drea de marcagdo positiva quantificada pelo software GSA Image Analyser®. * p <

0,05. Mann Whitney.

Finalmente, analisamos a presenca da protease caspase-1, recrutada apds
formacado do inflamassoma (60,77). O padrao de marcagdo positiva de caspase-1 mostrou-
se muito semelhante aquele observado nos NLRs, sendo essa protease abundante em
macroéfagos e células gigantes (figura 16A). Na figura 16B destacamos a presenca da
caspase-1 em célula gigante em torno de um cristal de colesterol.

Observamos maior area positiva para caspase-1 em paciente sintomaticos,
qguando comparado ao grupo assintomatico (figura 17). Entretanto, ndo encontramos
diferencas estatisticas quando comparamos a presenca de fatores de risco para o

desenvolvimento de lesGes aterosclerdticas (tabagista versus ndo-tabagista, hipertenso

versus normotenso e homem versus mulher).

84



Figura 16. Amostra de lesdo aterosclerética marcada com anti-caspase-1. (A) MarcagOes positivas
(marrom) em macrdéfagos e células espumosas (setas). (B) Marcagdes positivas em célula gigante em torno

de um cristal de colesterol (seta). Imuno-histoquimica, anticorpo anti-caspase-1, 400x
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Figura 17. Quantificagdo da area marcada com o anticorpo anti-caspase-1 em amostras
agrupadas por sintomatologia ou fatores de risco. Amostras de ateroma foram agrupadas
segundo a presenca de sintomatologia e fatores de risco (tabagismo, hipertensdo e diferenga de
género) e tiveram sua drea de marcagao positiva quantificada pelo software GSA Image Analyser®.

* p<0,05. Mann Whitney.

Nossos dados mostram que lesdes de ateroma provenientes de cardtida
apresentam a expressao do RNAm e proteina para NLRP3. Dados recentes da literatura
mostram que antigenos particulados estdo diretamente envolvidos com a ativa¢ao deste
receptor (72-74,110). No contexto da aterosclerose, o principal antigeno particulado
presente sdo os cristais de colesterol (111-113), depositado em grande quantidade em
lesGes instdveis. Este segundo bloco de experimentos teve por objetivo avaliar a producao
de IL-1B (marcador indireto da ativagdo do inflamassoma), por mondcitos/macréfagos

apos a estimulacdo com cristais de colesterol.

4.3. Produgao de IL-1B por mondcitos e macréfagos apos estimulagao com
cristais de colesterol

Nessa se¢ao analisamos a produgdo tanto da citocina IL-13 quanto de TNF-a por

mondcitos e macrofagos frente aos estimulos cristal de colesterol e/ou LPS. Nas figuras
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que seguem estdo representadas todas as diferencas estatisticas encontradas, mas

destacamos no texto apenas o que era mais relevante para o trabalho.

Produgao de IL-1B por mondcitos de sangue periférico

Inicialmente verificamos a producdo de IL-1 pelos mondcitos, precursores dos
macréfagos teciduais e, certamente, uma das primeiras células a atingir a intima arterial.
Nossos resultados mostraram que mondcitos obtidos do sangue periférico nao
estimulados ou estimulados apenas com cristais de colesterol produziram uma pequena
quantidade de IL-1B (figura 18A) e TNF-a (figura 18B), embora a estimulagdo com LPS
tenha induzido grande producdo de ambas as citocinas (figura 18A e B). Um achado
interessante foi o efeito aditivo de LPS e cristais de colesterol sobre a producdo de IL-13
(figura 18A), mas ndao de TNF-o (figura 18B), embora a diferenca ndo tenha sido

estatisticamente significante.
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Figura 18. Produ¢do de IL-13 e TNF-a por mondcitos do sangue periférico estimulados. Mondcitos isolados
do sangue periférico foram cultivados (0,25x106 células/mL) na presenca de LPS (20ng/mL), cristal de
colesterol (2mg/mL), ambos ou apenas meio de cultura (s/e). Os sobrenadantes de cultura foram coletados
apo6s 8 horas de estimulo e as citocinas IL-1B (A) e TNF-a (B) foram avaliadas por ELISA. Resultados
representativos de cinco experimentos independentes. Cada barra representa a média £+ SEM. * p <0,05 em

relagdoas/e. * p £0,05 emrelagdo a LPS +cristal de colesterol. Teste t pareado.
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Producdo de IL-1 por macréfagos M1 e M2 diferenciados in vitro a partir de monécitos
do sangue periférico

Primeiramente, para verificar se as condigGes de cultura descritas em materiais e
métodos (item 3.5.) foram adequadas para a diferenciacio de macréfagos nas
subpopulagdes M1 (macrdéfago com perfil inflamatdrio) e M2 (macréofago com perfil
imunomodulador) foi feita a fenotipagem por citometria de fluxo.

A figura 19 mostra a diferenciacdo de macréfagos M1 e M2 confirmada pela
expressdo diferencial de marcadores de superficie (25-28). Primeiramente, verifica-se
maior expressdo do marcador CD68 pelas duas populacdes de macrofagos, quando
comparadas aos mondcitos. Macréfagos M1 apresentam menor expressdao das moléculas
CD14, CD206 e CD163, em comparacdo com os macréfagos M2. Por outro lado, a
populacdo M2 apresenta menor expressdao de CDla, MHC de classe Il, CD80 e CD86
guando comparada a macrofagos.

Além das moléculas de superficie, esses macréfagos também sdo distintos quanto
ao perfil de citocinas produzidas, sendo que os M1 produzem preferencialmente citocinas
inflamatdrias e os M2 citocinas anti-inflamatdrias (25-28). A andlise dos sobrenadantes de
cultura das duas populagdes de macrofagos (figura 20) mostrou que o subtipo M1
produziu quantidades maiores de TNF-o. em relacdo ao M2, que por sua vez apresentou
producdo aumentada de IL-10. As duas populacdes produziram niveis semelhantes da

citocina IL-6 e ndo detectamos IL-1[ no sobrenadante de cultura de nenhuma delas.
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Figura 19. Citometria de fluxo de células CD14+ submetidas as condi¢bes de cultura para
diferenciacdo de macrofagos em M1 e M2. A-C: “Dot-plots” representativos da anadlise por
citometria de fluxo da distribuicdo por tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) de mondcitos do
sangue periférico antes (A) e depois de 5 dias de cultura com GM-CSF (M1 - B) e M-CSF (M2 - C).
D-L: Histogramas representativos da marcagdo de superficie com anticorpos anti-CD14 (D), anti-
CD68 (E), anti-CD11b (F), anti-CD1a (G), anti-CD206 (H), anti-CD163 (1), anti-MHC de classe 1l (J),

anti-CD80 (K) e anti-CD86 (L). Os histogramas foram gerados a partir dos gates destacados nos
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Figura 20. Produgdo de IL-10, TNF-a, IL-6 e IL-1f3 por macréfagos M1 e M2. Macrdfagos derivados
de monddtos do sangue periférico foram diferenciados nas subpopulagdes M1 e M2 apds cinco
dias de incubagdo na presenca de GM-CSF (50 ng/mL) ou de M-CSF (100 ng/mL), respectivamente.
Resultados representativos de trés experimentos independentes. Cada barra representa a média +

SEM, com * p < 0,05. Teste t. ND=ndo detectado.

Estabelecidas as condicdes de diferenciacdo, os macréfagos M1 e M2 foram
estimulados com LPS e/ou cristal de colesterol e o sobrenadante das culturas foi coletado
para detecgdo das citocinas IL-13 e TNF-c..

Os resultados mostrados na figura 21 (painel A) revelam que a estimulacao apenas
com os cristais de colesterol induziu uma pequena produgdao de IL-1B enquanto que a
presenca do LPS sozinho levou ao aumento na producdo, ainda que em niveis
intermedidrios. Entretanto, da mesma forma como aconteceu na cultura de mondcitos, a
estimulacdo conjunta de LPS e cristais de colesterol teve efeito aditivo na produgdo de IL-
1B. Interessante notar que sob essas condigdes os macréfagos M2 apresentarem

tendéncia de maior produgdo de IL-13 em comparagao aos macréfagos M1.

90



Com relagdo a produgdo de TNF-a (figura 21B) observamos que a estimulagdo com LPS
induziu grande aumento na producdo dessa citocina e que a presenga concomitante de
cristal de colesterol ndo representou efeito aditivo. Além disso, verificamos maior

producdo de TNF-a por macrofagos M2.
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Figura 21. Produgdo de IL-13 e TNF-o. por macréfagos M1 e M2 derivados de mondcitos. Macréfagos
derivados de mondcitos foram diferenciados na presenca de GM-CSF (50ng/mL) ou M-CSF (100ng/mL),
respectivamente. Posteriormente foram cultivados (O,25x10G células/mL) na presenca de LPS (20ng/mL),
cristal de colesterol (2mg/mL), ambos ou apenas meio de cultura (s/ est). Os sobrenadantes de cultura
foram coletados apds 8 horas de estimulo e as citocinas IL-13 (A) e TNF-a (B) foram avaliadas por ELISA.
Resultados representativos de quatro experimentos independentes. Cada barra representa a média + SEM. *
p <0,05 em relagdo a s/e; * p <£0,05 em relagdo a LPS + cristal de colesterol. Simbolos de cor azul mostram
comparagles entre culturas de macréfagos M1; simbolos vermelhos comparam culturas de macroéfagos M2

(Teste t pareado). #p <0,05, Teste t. ND =ndo detectado.
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Produgdo de IL-18 por macréfagos THP/Md¢, M1a, M2a e M2c derivados de células THP-
1

As células THP-1sdo células de linhagem monocitica, frequentemente empregadas
para investigacdes in vitro do papel de macréfagos humanos (114), ja que apds estimulo
com PMA s3o capazes de se diferenciar. Além disso, conforme o tipo de citocina
adicionada, macréfagos com perfis distintos podem ser gerados, a saber, M1
(inflamatdrio), M2a e M2c (compdem um continuum de popula¢des imunomoduladoras,
além de outras fungoes).

Apds diferenciagao in vitro, as subpopula¢des celulares foram estimuladas da
mesma forma como aquela procedida com mondcitos e macréfagos M1 e M2 derivados
de mondcitos. A estimulagao apenas com cristal de colesterol ou LPS induziu produgao de
niveis relativamente baixos de IL-1B em todas as populagdes avaliadas. Ha que se
observar, todavia, que M1, apds estimulo com cristal de colesterol, produziu muito mais
IL-18 que os outros subtipos de macréfagos (figura 22A). A presencga de cristais de
colesterol e LPS teve um efeito aditivo notavel em todas as culturas, resultando em
grande producdo da citocina em questdo (figura 22A), o mesmo observado no
sobrenadante de cultura de mondcitos (figura 18A) e macréfagos M1 e M2 (figura 21A).

A produgdao de TNF-o foi fortemente estimulada por LPS e a presenga
concomitante de cristal de colesterol ndo representou aumentou na producdo dessa
citocina por nenhuma das populagdes de macréfagos (figura 22B). Curiosamente, as
células M1 foram as unicas produtoras de TNF-o frente ao estimulo com cristal de

colesterol ou mesmo na auséncia de qualquer estimulo.
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Figura 22. Producédo de IL-13 e TNF-a por macréfagos THP/ Mo, M1, M2a e M2c derivados de células THP-
1. Células THP-1 foram diferenciadas em macrdéfagos na presenca de PMA por 24 horas. Os subtipos de
macrofagos THP/M @, M1, M2a, e M2c foram obtidos apds adi¢gdo apenas de meio de cultura suplementado,
LPS (20ng/mL) + IFN-y (20ng/mL), IL-4 (20ng/mL) ou IL-10 (20ng/mL), respectivamente. Cada populagio foi
cultivada (O,25x106células/mL) na presenca de LPS (20ng/mlL), cristal de colesterol (2mg/mL), ambos ou
apenas meio de cultura (s/ est). Os sobrenadantes de cultura foram coletados apds 8 horas de estimulo e as
citocinas IL-1B (A) e TNF-a (B) foram avaliadas por ELISA. Resultados representativos de cinco experimentos
independentes. Cada barra representa a média * SEM. * p < 0,05 em relacdo a s/e; * p < 0,05 em relacio a
LPS + cristal de colesterol. Simbolos em preto mostram comparacdes entre culturas de células THP/Md;
simbolos na cor azul comparam macroéfagos M1; simbolos em vermelho comparam macrdéfagos M2a;

simbolos verdes comparam macrofagos M2c (Teste t pareado). # p < 0,05, ANOVA com pos-teste de

Bonferroni. ND = ndo detectado.
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Avaliacao do efeito de inibidores especificos na produgao de IL-1 por macréfagos
derivados de células THP-1

Para tentar identificar a via de sinalizagdao envolvida na ativagdao do NLRP3 em
nosso modelo celular, células THP/M¢ foram geradas e estimuladas com LPS + cristais de
colesterol na presenca ou auséncia de diversos inibidores: 1) citocalasina D, metabdlito
fungico com potente capacidade de inibir a polimerizacdo da actina, impedindo a
fagocitose; 2) CA074, inibidor de catepsina B; 3) Bafilomicina, inibidor de H'*-ATPase
vacuolar, que atua impedindo a acidificacdo de fagossomo; 4) N-acetil-L-cisteina, agente
antioxidante que inibe a producdo de reativos intermediarios de oxigénio.

Além disso, tentamos inibir diretamente o NLRP3 usando Bay 11-7082 e
Partenolida. Ainda que originalmente descritos como inibidores do fator de transcricao
NF-kB [29], trabalho recente mostrou que Bay 11-7082 provoca inibicdo do NLRP3 e
Partenolida pode promover a inibicdo de varios inflamassomas [29]. Finalmente, foi
utilizado o composto Z-WEHD-FMK, que inibe as caspases inflamatérias de maneira
especifica, promovendo a inibi¢do da produgdo de IL-1J.

Apds 8 horas de cultura na presenca do inibidor o sobrenadante foi coletado para
avaliagdo dos niveis de IL-13 e TNF-a. A figura 23A mostra que, ainda que em diferentes
niveis, a maioria dos inibidores testados foi capaz de inibir a produgao da citocina IL-13. A
Unica excecdo foi N-acetil-L-cisteina que aumentou a producdo dessa citocina.

Para averiguar a especificidade da interferéncia dos inibidores na producdo de IL-
1B, medimos também os niveis de TNF-a no sobrenadante, ja que, apds estimulagao com

LPS, a via de ativa¢dao necessaria é a do NF-kB. Verificamos que os inibidores Citocalasina,
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CA074, Bafilomicina e Z-WEHD-FMK atuaram de forma especifica, ja que a producdo de
TNF-o nas culturas em que estavam presentes ndo foi significativamente diferente da
producdo dessa citocina na cultura controle (LPS+cristal) (figura 23B). Além disso,
conforme esperado, observamos efeito bastante significativo dos inibidores Partenolida e
Bay-7082. Verificamos ainda que a N-acetil-L-cisteina também foi capaz de inibir
consideravelmente a producdo de TNF-a. (figura 23B).

Como os inibidores testados foram diluidos em DMSO, foi realizado experimento
controle no qual estimulamos macrofagos derivados de células THP-1 com LPS+cristal na
presenca do solvente, com o objetivo de excluir a ocorréncia de morte celular. Os
resultados mostraram producdo normal de IL-B confirmando a viabilidade celular (dados

ndo mostrados).
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Figura 23. Produgdo de IL-1B e TNF-a por células THP/Md na presenca de diversas classes de
inibidores. Células THP-1/Md foram cultivadas (0,25x10° células/mL) na presenca apenas de meio
de cultura (s/e), LPS (20ng/mL), LPS (20ng/mL) + cristal de colesterol (2mg/mL) ou LPS (20ng/mL) +
cristal de colesterol (2mg/mL) e inibidor (Citocalasina D [2uM], CA074 [20 uM], Bafilomicina [20
uM], N-acetil-L-cisteina [20 uM], Bay 11-7082 [24 uM], Partenolida [20 uM], Z-WEHD-FMK
[10uM]). Os sobrenadantes de cultura foram coletados apds 8 horas de estimulo e as citocinas IL-
1B (A) e TNF-a (B) foram avaliadas por ELISA. Resultados representativos de cinco experimentos
independentes. Cada barra representa a média + SEM, com * p <0,05 em relagdo a LPS + cristal.

Teste t pareado. ND=nao detectado
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4.4. Avaliacdo da atividade da citocina IL-13 na producdo de mediadores

inflamatodrios por células musculares lisas e células endoteliais

Estudos experimentais mostraram menor desenvolvimento da placa
aterosclerética em camundongos deficientes em IL-13 e aumento da lesdo em animais
expostos ao excesso dessa citocina (82). Em humanos, IL-1B foi detectada em
concentracdes mais elevadas em artérias coronarias com lesdo aterosclerética quando
compara a artérias normais (115-118). Macréfagos, apds reconhecerem cristais de
colesterol e outros estimulos aterogénicos, como a LDL oxidada, passam a produzir IL-13
ativa (clivada). Essa citocina, além da agdo autdcrina, modifica o microambiente da lesdao
pela ativacdao de outros grupos celulares, como células endoteliais e células musculares
lisas (7,96).

Tendo em vista a participagdo fundamental da IL-3 na aterogénese e no
agravamento do processo inflamatério na lesdo ja instalada, procuramos avaliar a agdo
dessa citocina na producao de mediadores inflamatdrios - metaloproteinases, catepsinas e

guimiocinas - sobre células musculares lisas e células endoteliais.

Producao de catepsinas e metaloproteinases por células musculares lisas apds estimulo
com IL-1B

Primeiramente, avaliamos a producdo in vitro das catepsinas S e L e das
metaloproteinases 3 (MMP3), 6 (MMP6) e 9 (MMP9) por células musculares lisas de aorta
humana (HVSMCs) apds estimulo com a citocina recombinante IL1-. A adi¢ao de IL-
1P teve efeito significativo na produgdo de catepsina S (figura 24B) e a MMP3 (figura D)

por HVSMCs estimuladas, quando comparado as células nao estimuladas, que produziram
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niveis muito baixos dessas proteases. Em relacdo a catepsina L e MMP1 os niveis basais
(HVSMCs ndo estimuladas) ja estavam elevados e ndo observamos incremento nessa
produgdo apds estimulo com IL-1f (figura 24A e C). Em nossos experimentos ndo

conseguimos detectar MMP9, mesmo apds estimulagdo com IL-1 (dados ndo mostrados).
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Figura 24. Produc¢ao de catepsinas e metaloproteinases por células HVSMCs estimuladas com IL-
1B. HVSMCs foram cultivadas na presenga apenas de meio de cultura (s/e) ou IL-1f (1ng/mL). Os
sobrenadantes de cultura foram coletados apds 24 horas de estimulo e os niveis de catepsina L
(A), S (B), MMP1 (C) e MMP3 (D) foram avaliados por ELISA. Resultados representativos de seis
experimentos independentes. Cada barra representa a média £ SEM, com * p < 0,05 em rela¢do a

s/e. Teste t pareado.
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Produgdo de quimiocinas por células musculares lisas e células endoteliais apds

estimulo com IL-13

Células musculares lisas de aorta humana (HVSMCs) e células endoteliais de corddo
umbilical humano (HUVECs) foram usadas para avaliagdo do efeito da IL-1 na produgao
de quimiocinas. As quimiocinas avaliadas foram CCL2, CXCL8 e CCL5, importantes na
quimiotaxia de mondcitos, CXCL10, CXCL9 e CXCL16, quimioatraentes principalmente de
linfocitos, e CX3CL1, quimiocina tanto de mondcitos quanto de linfécitos. Com relagao a
producdo de CCL2 (figura 25A), CXCL8 (figura 25B) e CCL5 (figura 25C) observamos que
tanto as HVSMCs como as HUVECs responderam a presenga de IL-13, aumentando a
producdo das quimiocinas. E interessante notar que a produgdo de CXCL8 foi muito maior
que a das outras quimiocinas (figura 25B). CXCL10 e CXCL16 foram produzidas apenas por
células endoteliais e apds estimulacdo (figura 25D e E). Verificamos que a quimiocina
CXCL16 é produzida espontaneamente por HUVECs em niveis consideraveis e que a adicao
de IL-1B aumenta sua produg¢dao, mas ndo significativamente (Figura 25E). A quimiocina
CXCL9 ndo foi detectada no sobrenadante de nenhum dos tipos celulares, mesmo apds

estimulagdo com IL-1B (dados ndo mostrados)
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Figura 25. Produgcdo de quimiocinas por células HVSMCs e HUVECs estimuladas com IL-1f.

HVSMCs e HUVECs foram cultivadas na presenca apenas de meio de cultura (s/e) ou IL-

1B (1ng/mL). Os sobrenadantes de cultura foram coletados apds 24 horas de estimulo e os niveis

de CCL2 (A), CXCL8 (B), CCL5 (C), CXCL10 (D), CXCL16 (E) e CX3CL1 (F) foram avaliados por ELISA.

Resultados representativos de seis experimentos independentes. Cada barra representa a média

SEM, com * p £ 0,05 em relacdo a s/e. Teste t pareado. ND= n3o detectado.
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5. Discussao
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Diversos trabalhos mostram o papel crucial da resposta inflamatdria nos eventos
iniciais e no desenvolvimento das lesdes aterosclerdticas. Além disso, também é claro o
envolvimento da inflamagao nos mecanismos responsaveis pela desestabilizacdo e ruptura
das placas, que podem culminar, por exemplo, em infarto agudo do miocardio ou acidente
vascular cerebral (6,7,96).

A ativacdo da resposta imunoldgica inata na aterogénese é um evento em que a
participacdo de macrdfagos é preponderante, sendo essas células as mais abundantes na
lesdo (23). Os macréfagos presentes na intima arterial expressam uma variedade de
receptores de reconhecimento padrdo (PRRs), dentre eles os receptores do tipo NOD
(NLRs) (8,31). Proteinas NLRs sdo sensores citoplasmaticos e estdo envolvidos na ativagdo
do fator de transcricdo NF-kB, morte celular por piroptose, regulacdo da sinalizacdo de
vias inflamatdrias, transcricdo do complexo maior de histocompatibilidade (MHC) e
processamento de caspase-1 com consequente liberacdo de potentes citocinas
inflamatdrias como IL-1f3 e IL-18 através da formagdo de inflamassomas (42,43,60).

Os inflamassomas estdo relacionados ao desenvolvimento de diversas doencgas de
carater inflamatdrio, como doenca inflamatdria intestinal, vitiligo, gota e diabetes do tipo
1e2(119-122).

Em estudo anterior, observamos a presenca de macréfagos positivos para IL-18 ao
redor de cristais de colesterol em amostra de lesdo aterosclerdtica proveniente de
endarterectomia carotidea (95). Tendo em vista estudos recentes que apontam o papel
crucial da ativacdo de receptores do tipo NOD para promover a clivagem e liberacdo da

forma biologicamente ativa da IL-18 (assim como IL-1B) (60,62,77), nosso achado
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representou um indicativo da presenca dessa plataforma multiproteica nas lesdes de
ateroma. A fim de aprofundar a investigacdo, nesse trabalho avaliamos a expressdo de
RNAm e proteina de alguns NLRs formadores de inflamassomas em amostras de lesdes
humanas. As proteinas estudadas foram NLRP1, NLRP3, NLRC4 e NAIP. AIM2, membro da
familia HIN200 de proteinas que reconhecem DNA, também foi incluida nesse grupo ja
que é capaz de oligomerizar, formar inflamassoma e promover processamento de IL-1f3 e
IL-18 (65).

Nossos resultados de expressdo génica revelaram a presenca de NLRP1, P3, C4 e
NAIP, além de AIM2 nas lesGes de ateroma humano. Entretanto, pacientes assintomaticos
apresentaram maior expressdao relativa de NLRP1, NLRP3, NLRC4 e NAIP quando
comparados ao grupo sintomdtico. Esses achados contrastaram com as expectativas, uma
vez que expressdo elevada de NLRs tem sido associada a doencas inflamatdrias (123). As
diferengas observadas entre as amostras de pacientes sintomaticos e assintomaticos
podem estar associadas a polimorfismos nos genes codificadores de NLRs. Hermansson et.
al. (124) encontraram baixa expressdo do RNAm para NLRP3 em tecido cardiaco
isquémico em comparacdo ao tecido controle associando tal achado a presenca de
polimorfismos no gene para NLRP3, que poderia contribuir para o aumento da resposta
inflamatdria nesse tecido.

Ao avaliar a presenca da proteina, observamos grande quantidade de marcacdes
positivas para NLRP1, NLRP3 e AIM2 em macrdfagos células gigantes e células espumosas.
Ndo encontramos diferencas na area total de marcacdo com NLRP3 e AIM2, mas a

presenca desses receptores indica seu possivel envolvimento no processo de ativacao de
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macréfagos a antigenos presentes no microambiente das lesdes. A Unica excecdo foi
maior area marcada por NLRP3 em pacientes tabagistas, sugerindo acdo nociva do tabaco.

Uma caracteristica em comum dos inflamassomas é a necessidade da proteina
adaptadora ASC, que tem a funcdo de recrutar caspase-1 (109). Trabalhos experimentais
mostram que camundongos C57BL/6 ASC” apresentam menor desenvolvimento de lesdes
na intima vascular apds injuria, com diminuicdo da expressao de IL-1B e IL-18, resultando
em diminuicdo da inflamagdo vascular (102). A analise dos dados de expressdo génica
mostraram que lesdes de ateroma humano expressam RNAm para ASC, sendo ela maior
em amostras provenientes de pacientes assintomaticos. Esse dado estd em acordo com
os achados anteriores e, de forma geral, indicam a presenca e ativacdo de inflamassomas
em lesdo de ateroma.

A ativacdo de inflamassomas pode promover o recrutamento e ativacdo da
caspase-1 (125). A caspase-1 estd presente no citoplasma de células fagociticas como um
zimégeno inativo e, apds estimulacdo por sinais microbianos ou enddgenos, sofre
autoativacdo proteolitica tornando-se um heterodimero enzimaticamente ativo (63). Essa
protease é essencial para a clivagem da pré-IL-1B e pré-IL-18 nas suas formas
biologicamente ativas (58). Nossos dados mostraram a presenca do RNAm de caspase-1 e
IL-1B em todas as lesdes analisadas, embora ndo tenha sido observado diferengas na
expressdo entre pacientes sintomaticos e assintomaticos. Também foi detectada grande
qguantidade de caspase-1 em macrdofagos e células gigantes presentes em lesGes
aterosclerdticas por imuno-histoquimica. Em alguns casos foram observadas células

gigantes positivas para caspase-1 envolvendo cristais de colesterol sugerindo um possivel
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mecanismo de ativacdo e producdo desta protease por macréfagos. As amostras de lesdes
de pacientes sintomaticos apresentaram maior drea marcada para caspase-1, quando
comparado as placas de pacientes assintomdticos. Embora ndo tenham sido observadas
diferencas quanto a expressao génica, a deteccdo de maiores quantidades da proteina em
pacientes sintomaticos poderia estar relacionada a maior gravidade do quadro clinico,
tendo em vista o papel crucial da caspase-1 na geragdo de IL-1B e IL-18 e consequente
aumento da resposta inflamatoéria.

NLRC1 e NLRC2 foram os primeiros membros da familia dos NLRs a serem
identificados e estudados, sendo esses receptores capazes de detectar fragmentos da
parede bacteriana (53-55,57,89). Antes mesmo da hipétese do envolvimento dos lipideos,
patologistas acreditavam que a aterosclerose podia ter origem infecciosa baseado nas
caracteristicas micro e macroscépicos das lesdes. Entre os agentes que promovem
aterosclerose em modelos animais e tém associacdo com a patologia em humanos estao:
C. pneumoniae, P. gingivalis, T. denticola, A. actinomycetemcomitans, H. pylori e
citomegalovirus (126). Diversos autores mostraram a presenga de agentes infecciosos nas
lesbes e sugerem que isso possa levar a formacdo e agravamento de lesdes
aterosclerdticas por disfuncdo endotelial e ativacdo de cascatas de sinalizacao
inflamatdrias. Por exemplo, Chlamydophila pneumoniae foi detectada em estrias
gordurosas e placas ateroscleréticas (127) e Opitz et. al. (2005) (89) mostraram que
células endoteliais humanas reconhecem essa bactéria via NLRC1 e passam a produzir

CXCL8. Outros estudos mostram que periodontite aumenta de forma significativa o risco
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de aterosclerose (128), sendo Treponema denticola associada a doenca periodontal e
injuria cardiovascular gracgas a indu¢do da expressdo de HSP70 e hemoxigenase 1 (129).

Nossos dados mostram a expressao do RNAm para NLRC1 e NLRC2 em todas as
amostras avaliadas, com maior expressao relativa do NLRC2 em amostras de pacientes
assintomdticos em relacdo as amostras de sintomdaticos. A presenca desses dois
receptores indica que macrofagos de lesdo de ateroma estdo mais suscetiveis a ativacao
por antigenos microbianos provenientes de infec¢des adquiridas durante o processo de
aterogénese. A pesquisa do NLRC2 por imuno-histoquimica mostrou grande expressao
dessa proteina em macréfagos presentes nas lesdes, dado em acordo com trabalho
publicado por Mokhtari et al (2007). Além disso, a presenca do polimorfismo
Leu1007fsinsC no NLRC2 esta associada com aumento do risco de desestabilizacdo das
lesGes em pacientes com doenca aterosclerdtica (130). Dessa forma, seria interessante
investigar se lesdes com maior quantidade de marcacdo positiva sdo provenientes de
pacientes com altos titulos de anticorpos para doengas infecciosas, como citomegalovirus
e clamidia o que iria corroborar nossos achados de expressao de NLRC1 e C2 em lesdes de
ateroma.

Identificamos também a expressdo do RNAm para NLRC3, NLRC5 e NLRP2 que
podem ter fungdes imunorreguladoras (44,62,109). A analise desses dados mostrou que
as amostras de ateroma apresentam expressao do RNAm de NLRC3, NLRC5 e NLRP2, mas,
novamente, observamos maior expressao em pacientes assintomaticos. Além disso,
detectamos intensa marcagao para NLRC3 em macrdéfagos e células espumosas, mas baixa

guantidade de marcacdo para NLRC5 em lesGes de ateroma. Este é o primeiro relato da
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presenca desse grupo de NLRs em lesGes de ateroma humano. Schneider et. al. (131)
mostraram experimentalmente que NLRC3 inibe a sinalizacdo de TLR6 pela modificacdo da
proteina sinalizadora TRAF6. NLRC5 parece ser importante regulador da resposta inata
antiviral e também pode atuar como um regulador negativo da resposta inflamatdria ao
impedir a ativacdo do fator de transcricdo NF-kB (49,132). NLRP2, também foi encontrado
com maior expressdo relativa em pacientes assintomaticos comparado aos sintomaticos
NLRP2. Inicialmente associado a inibicdo da via de sinalizacdo de NF-kB (133), também foi
encontrado sendo expresso durante a diferenciacdao de progenitores hematopoiéticos e
células-tronco (134). Entretanto, trabalho recente associou a presenca de NLRP2 em
astrocitos humanos a inflamagdo e danos no sistema nervoso central (135). Esses achados
contraditdrios evidenciam a necessidade de mais estudos envolvendo envolvam NLRP2.

Pouco é conhecido sobre a atividade desses receptores na ativacdo e controle da
resposta imunoldgica inata, especialmente no contexto da aterosclerose, mas a expressao
aumentada de NLRC3, NLRC5 e, parcialmente, NLRP2 em lesdes de ateroma de pacientes
assintomaticos pode estar associada a algum mecanismo de feedback negativo acionado
para conter a ativacdo excessiva do fator de transcricio NF-kB, reduzindo a resposta
inflamatdria no ambiente aterosclerético e, consequente, promovendo estabilidade das
lesdes.

A expressdo relativa de NLRP3, NLRC4, NLRC2, NLRC3 e caspase-1 foi maior em
amostras de lesdo na comparacdo com amostras controle, mas esses resultados devem
ser analisados com cautela, tendo em vista o pequeno numero de amostras controle

(n=3). O agrupamento dos pacientes segundo fatores de risco (hipertensdo arterial,
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consumo de tabaco e género) também ndo revelou diferenca estatistica na expressdo de
nenhum RNAm analisado, mostrando ndo haver uma correlacao direta entre eles.

A participagao de macréfagos na ativagdo da resposta inata na aterogénese é
preponderante, sendo essas células responsdveis pelo reconhecimento de antigenos
como a LDLox e a HSP60 presentes na intima arterial (6,7). Em trabalho anterior
mostramos que a LDLox estimula a producdo de grande quantidade de CCL2 por CMSPs de
pacientes com doenca aterosclerética documentada (angina estdvel e instavel). Essa
quimiocina recruta mondcitos e, provavelmente, esta envolvida no aumento da
quantidade de macrdéfagos nas lesdes. Conforme jd comentado, um achado interessante
de nosso grupo foi a presenga de macrofagos positivos para IL-18 ao redor de cristais de
colesterol (95), aos quais tem sido atribuido importante papel na aterosclerose (31,109-
111). Partindo deste achado, foram realizados experimentos para identificar o potencial
de cristais de colesterol em induzir a produgdo de IL-13 por mondcitos humanos e por
subpopulac¢des de macrofagos. Diferenciamos macréfagos humanos in vitro nos subtipos
M1 ou M2, e também utilizamos células da linhagem THP-1, as quais foram diferenciadas
em quatro populagdes de macréfagos - THP/Md, M1, M2a e M2c. O estimulo de
mondcitos humanos, macréfagos M1 ou M2 e células derivadas da linhagem THP-1
apenas com cristais de colesterol ndo levou a produgdo aumentada de IL-13. Entretanto, a
associacdo de LPS e cristais de colesterol induziu grande produc¢do da citocina em todos os
tipos celulares investigados. Esses resultados estdo de acordo com dados recentes da
literatura que indicam um papel importante dos cristais de colesterol na inducdo da

produgao de IL-1 por macrofagos [20, 38].
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Apds estimulacdo com LPS, os macréfagos anti-inflamatdrios (subtipo M2 humano
e M2c derivado da linhagem THP-1) apresentaram grande capacidade produtora de
citocinas inflamatdrias, como TNF-a e IL-13. Diversos trabalhos tém mostrado que as
populacdes de macrofagos apresentam plasticidade fenotipica, moldando-se ao
microambiente em que estdo presente [39, 40]. Nesse contexto, uma célula altamente
inflamatdéria (M1), necessaria para os estagios iniciais da resposta imunolégica a
patégenos, pode tornar-se uma célula anti-inflamatdria apds a eliminacdo do estimulo
inflamatdrio e a necessidade de processos de reparo tecidual. O inverso também pode
ocorrer e nossos resultados sugerem que, apds estimulo com LPS os macréfagos M2
podem ter se tornado células inflamatdrias, do subtipo M1, passando a promover
resposta inflamatdria intensa.

A producdo diferencial de IL-1 e TNF-a no sobrenadante das culturas de
mondcitos e macrofagos evidenciou a independéncia das vias de ativacdo dessas citocinas.
A producdo de TNF-a foi estimulada pelo reconhecimento do LPS por TLR4 e consequente
ativagao de NF-kB (31,46). Por outro lado, a liberagdo de IL-1P ativa necessita, além desse
primeiro estimulo, de um antigeno particulado (no caso, cristal de colesterol) que ird
disparar a formacdo do inflamassoma NLRP3 (110,111,113).

O estudo da participacdo dos inflamassomas no processo aterosclerético ainda é
muito incipiente, com resultados mostrando apenas a participacdo e ativacdo do NLRP3.
Em trabalho pioneiro Duewell et a/ (2010) (110) mostraram que a presenca de cristais de
colesterol nas lesGes aterosclerdticas coincide com a migracdo das primeiras células

inflamatdrias em camundongos submetidos a dieta hipercolesterolémica. Além disso,
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utilizando um modelo de transplante de células de medula éssea em camundongos
propensos a desenvolver aterosclerose (LDLR'/'), os autores mostraram que a deficiéncia
de NLRP3 ou ASC promove diminui¢do da formagao precoce de ateromas nesses animais.
Também foi demonstrado que o estimulo com cristais de colesterol induz a producdo de
IL-18 em macréfagos humanos dependente do inflamassoma formado pelo NLRP3 (113).
Por outro lado, trabalho no qual se utilizou camundongos ApoE'/' e NLRP3 deficientes nao
foi observada reducdo na formacdo da lesdo (136). Embora os resultados relacionados a
progressdo do ateroma em modelos experimentais sejam contraditérios, ndo ha duvida de
os cristais de colesterol presentes nas lesGes funcionam como um sinal de perigo,
ativando macrdfagos via NLRP3. Além disso, propde-se que esse inflamassoma possa ser
ativado por mecanismos que envolvem aumento do efluxo de potdssio, producdo de
reativos intermedidrios do oxigénio (geradas na mitocondria e por NADPH oxidases
residentes nos fagdcitos) e liberacdo de catepsina B como consequéncia da ruptura de
lisossomos apds fagocitose de material particulado (76-80).

Alguns experimentos foram realizados na tentativa de identificar a via de ativagdo
do NLRP3, responsdvel pela producdo de IL-1B em células THP-1/M¢ estimuladas com
cristais de colesterol. Nesses experimentos utilizamos diferentes classes de inibidores,
testando dois mecanismos atualmente propostos para ativacdo indireta de NLRP3:
producdo de ROS e liberacdo de catepsina B. CA074, inibidor de catepsina B, foi capaz de
inibir a producdo de IL1-B. Isso pode ser indicativo que sua presenga é importante para a
montagem do inflamassoma e liberagao de IL1-f. Citocalasina D, um potente inibidor da

polimerizacdo de actina e Bafilomicina, inibidor de acidificacdo de fagossoma, também
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foram capazes de inibir a producao da citocina em questdo. Esses achados estdo em
acordo com a literatura, pois ja estd bem estabelecido que a fagocitose de antigenos
particulados promove ruptura de fagosoma, com consequente liberacdo de catepsina B
(79).

Também avaliamos o papel da inibicdo direta de NLRP3 e do produto da sua
ativacdo, a caspase-1. A utilizacdo de Partenolida, Bay-11-7082 e inibidor de caspase-1
foram capazes de impedir a producdo de IL-1B. Entretanto, os inibidores de NLRP3
utilizados também interferem com a via de sinalizacdo do NF-kB, de forma que nado
podemos afirmar que os cristais de colesterol estdo ativando de maneira direta o NLRP3.
Por outro lado, a inibicdo da caspase-1 fornece um dado concreto da ativacdo do NLRP3
por inibir justamente a principal via de sinalizacdo deste receptor.

Para finalizar, testamos outra via de ativacdo do NLRP3, a producdo de reativos
intermediarios do oxigénio. Para nossa surpresa, o tratamento com N-acetil-L-cisteina,
agente antioxidante que impede a producdo de reativos intermediarios do oxigénio (ROS),
nao foi capaz de reduzir a liberacdo da citocina. Em conjunto, esses achados indicam a
importancia da fagocitose e liberacdo de catepsina B para ativacdo de NLRP3 e
consequente produgdo de IL-1[3 frente ao estimulo com cristais de colesterol.

A aterosclerose é fortemente influenciada em todas as fases por mediadores
inflamatdrios produzidos pelas células do microambiente da lesdo e, certamente, a IL-13
ativa produzida por macréfagos pode ser destacada como um importante ativador de

outros tipos celulares presentes no ateroma (6,58,96). Sob interferéncia dessa citocina,
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células endoteliais e musculares lisas adquirem um carater inflamatdrio e passam a
produzir mediadores da inflamacdo, como proteases e quimiocinas (6,58,96).

Enzimas proteoliticas como metaloproteinases de matriz (MMPs) e catepsinas
podem degradar matriz extra-celular e contribuir para a desestabilizacdo da placa
(137,138). Varios trabalhos mostram a presenca de catepsinas em modelos experimentais
e ateroma humano, sendo as diversas classes (S, K, L e V) detectadas em células
musculares lisas, células endotelias e macrofagos (138,139). Além disso, MMPs ja foram
extensivamente estudadas na aterosclerose com camundongos knockout, modelos de
superexpressdao ou analises genéticas relacionando polimorfismos a tendéncia de
desestabilizacdo de placas (137,140-143).

Nosso trabalho enfatizou a investigacdo in vitro da influéncia da IL-1 sobre a
producdo de catepsinas e metaloproteinas por células musculares lisas (HVSMCs). Nossos
achados mostraram que as células adquiriram carater inflamatdrio apés estimulacao, ja
gue detectamos niveis elevados de catepsina L, S, MMP1 e MMP3 no sobrenadante. A
acao colagenolitica e elastinolitica dessas proteinas com certeza tem papel preponderante
na desestabilizacdo da placa.

A presenga de quimiocinas no microambiente da lesdao representa constante
recrutamento de mondcitos, linfécitos e perpetuacdo de todo o processo inflamatdrio
corrente na lesdo (144). Diversas classes de quimiocinas sdo expressas em modelos
murinos e placas ateroscleréticas humanas, sendo a maior expressdo de quimiocinas pro-
inflamatdrias e seus receptores correlacionada com a progressdo das lesGes em

camundongos hiperlipidémicos (144). Estudos com camundongos ApoE'/' ou LDLr”
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deficientes para quimiocinas ou receptores de quimiocinas elucidaram o papel de varias
desses mediadores no recrutamento de leucdcitos para as lesdes. Por exemplo,
camundongos propensos a desenvolver aterosclerose e que também sdo deficientes em
CCL2 ou CCR2 revelaram redugao na formagao da lesao. Em alguns desses modelos a
atenuacdo da lesdo também foi acompanhada de reducdo do niumero de macrdéfagos no
arco aortico (145-147).

Ao estimular células endotelias e células musculares com IL-1B observamos
incremento na producdo de quimiocinas importantes no recrutamento tanto de
mondcitos quanto de linfécitos. As HVSMCs produziram apenas CCL2, CXCL8 e CCL5, mas
as HUVECs, além dessas quimiocinas, produziram também CXCL10, CX3CL1 e CXCL16. Essa
diferenca pode representar uma maior importancia das células endoteliais no
recrutamento dos leucdcitos ou mesmo maior sensibilidade a citocina IL-1B3. De qualquer
forma, o recrutamento controlado de leucécitos é crucial para a geracdo da resposta
imune, mas o trafego inapropriado pode levar ao desenvolvimento de doencas
inflamatdrias crénicas, como a prépria aterosclerose.

Em conjunto, nossos resultados mostraram que as lesdes aterosclerdticas humanas
expressam NLRs associados a diversas funcoes bioldgicas, entre eles o NLRC3, associados a
modulacdo da resposta inflamatdria, cuja presenca foi relatada na aterosclerose até o
momento. Além disso, ficou claro o papel-chave dos cristais de colesterol na ativacdo de
mondcitos e macréfagos, que passaram a produzir grandes quantidades da citocina
inflamatodria IL-1P. Essa produgdo provavelmente se da pela ativacdo de NLRP3, detectado

em grande quantidade nas lesGes aterosclerdticas analisadas. Os experimentos de
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estimulacdo das células musculares lisas e endoteliais ressaltaram a importancia da IL-1f3
como agente inflamatdrio e desestabilizador das lesGes.

Os avancgos no entendimento da patogénese inflamatdria da aterosclerose ainda
sdo pouco traduzidos para a pratica clinica. Abordagens terapéuticas que visam inibir a
resposta inflamatdria ainda ndo mostraram, de forma efetiva, um efeito na diminuicdo de
eventos cardiovasculares. Nesse contexto, um estudo clinico em andamento esta
avaliando se a inibi¢cdo da IL-1 comparada com placebo pode reduzir as taxas de infarto
do miocardio recorrente, AVC e morte em pacientes com diabetes tipo 2, com alto risco
vascular. Resultados parciais mostram diminuicdo de biomarcadores de inflamag¢do como

PCR, IL-6 e fibrinogénio (148).
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6. Conclusao
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Nosso trabalho mostrou a presenca de RNAm e proteina de diversos NLRs em
placas de ateroma humano, incluindo o NLRC3, relacionado a regulacdo resposta
inflamatdria, cuja presenca foi descrita de forma inédita. Além disso, mostramos o papel
dos cristais de colesterol na ativagao de mondcitos e macréfagos produtores de IL-
1B, provavelmente via NLRP3, expresso em grande quantidade nas placas analisadas.
Finalmente, os experimentos de estimulacdo de células musculares lisas e endoteliais
ressaltaram a importancia da IL-1 como agente inflamatério e desestabilizador das
lesdes, confirmando seu potencial como alvo terapéutico visando a contencdo do

processo inflamatdrio que caracteriza a aterosclerose.
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