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RESUMO 

A presença de IL-1 e IL-18 em lesões ateroscleróticas e o importante papel dessas 

citocinas na ativação endotelial, recrutamento celular e na polarização para a resposta TH1 

constitui indício indireto do envolvimento dos NLRs na patogênese da aterosclerose. 

Nesse trabalho investigamos a presença do RNAm e proteína de diversos NLRs, AIM2, 

caspase-1, proteína adaptadora ASC e IL-1 em placas ateroscleróticas humanas. 

Observamos que amostras de ateroma de pacientes assintomáticos apresentaram maior 

expressão relativa do RNAm de NLRP1, 2 e 3, NLRC2, 3, 4 e 5, NAIP e ASC.  A presença de 

fatores de risco não promoveu diferenças na expressão gênica do RNAm para nenhum 

deles. A marcação por imuno-histoquímica revelou a presença de NLRP1, 3, AIM-2, NLRC2, 

3 e 5 e caspase-1, especialmente em macrófagos, células gigantes e células espumosas.  

Em culturas de monócitos do sangue periférico, macrófagos humanos derivados de 

monócitos e células da linhagem monocítica THP-1 estimuladas com LPS, a presença de 

cristais de colesterol teve efeito aditivo na produção de IL-1. Por outro lado, os inibidores 

farmacológicos inibiram a produção dessa citocina em células THP-1 após o estímulo com 

cristais de colesterol. A atividade da citocina IL-1 também foi avaliada pela capacidade de 

induzir a produção de mediadores inflamatórios por células musculares lisas e células 

endoteliais. Catepsina S, MMP3, CXCL10, CXCL16 e CX3CL1 foram produzidas apenas por 

células musculares após o estímulo, mas CCL2, CXCL8 e CCL5 foram produzidos tanto por 

células musculares quanto por células endoteliais estimuladas. Em conclusão, nosso 

trabalho mostrou a presença de RNAm e proteína de diversos NLRs em placas de ateroma 

humano. Além disso, mostramos o papel dos cristais de colesterol na ativação de 
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monócitos e macrófagos produtores de IL-1 provavelmente via NLRP3, expresso em 

grande quantidade nas placas analisadas. Finalmente, os experimentos de estimulação de 

células musculares lisas e endoteliais ressaltaram a importância da IL-1 como agente 

inflamatório e desestabilizador das lesões, confirmando seu potencial como alvo 

terapêutico visando a contenção do processo inflamatório 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 Th1 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-1 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 

production. On the other hand, pharmacological inhibitors inhibited this cytokine 

production by THP-1 cells stimulated with cholesterol crystals. The ability of IL-1to 

induce inflammatory mediators production by smooth muscle cells and endothelial cells 

was also evaluated. Cathepsin S, MMP3, CXCL10, CXCL16 and CX3CL1 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-1 

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-1 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 proteção contra vírus, bactérias 

e parasitas helmintos. Por reconhecer e responder a uma infinidade de estímulos 

ambientais e endógenos, atualmente sabe-se que parte, senão a totalidade das doenças 

atualmente estudadas tem alguma associação com a resposta imune.  Dentro desse 

contexto as doenças cardiovasculares não são exceção (1,2) 

  São inegáveis os avanços em saúde pública, tratamentos cardiológicos e 

descobertas científicas, mas as doenças cardiovasculares ainda representam a maior causa 

de morte no mundo (aproximadamente 30%), ultrapassando patologias como o câncer. 

Diante disso, é óbvio assumir que também representam um enorme custo à economia 

global e estimativas de gastos para o ano de 2030 ultrapassam o primeiro trilhão de 

dólares (3-5). 

À parte das necessidades médicas e políticas de saúde pública, cada vez mais se faz 

necessário o conhecimento concreto e profundo dos processos biológicos que compõem, 

por exemplo, a doença arterial coronariana (DAC) e a doença cerebrovascular, que 

apresentam em comum um processo inflamatório anterior, conhecido como aterosclerose 

(6). 

Por muitos anos pensou-se que a aterosclerose tratava-se apenas de um depósito 

passivo de lipídeos na parede de vasos sanguíneos. Contudo, pesquisas conduzidas nas 

últimas décadas mostram que a aterosclerose é uma doença inflamatória crônica, 

mediada por lipídeos, especialmente as lipoproteínas de baixa densidade (LDLs), e 

leucócitos (7-9). Também é um erro pensar que aterosclerose envolve apenas desbalanço 

lipídico. Estilo de vida, idade, fatores hereditários e comorbidades fazem parte de uma 
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complexa rede de fatores capazes de alterar diversos sistemas do organismo, gerando 

inflamação, hipercolesterolemia e hipertensão. Com isso, a aterosclerose desenvolve-se e 

pode causar infarto do miocárdio ou acidente vascular cerebral, quando há oclusão de 

vasos que oxigenam o coração ou cérebro, respectivamente (1,7,10). 

O processo-chave iniciador da aterogênese é a retenção e acúmulo de partículas 

de LDL na íntima arterial, principalmente em locais de estresse hemodinâmico. Nesses 

sítios, a apolipoproteína B100 (ApoB100, porção protéica da partícula de LDL)  associa-se 

aos proteoglicanos da matriz extracelular através de ligações iônicas e sofre modificações 

oxidativas causadas por enzimas, como mieloperoxidases e lipoxigenases, ou por reativos 

intermediários do oxigênio (11). É importante salientar que esse LDL oxidado não compõe 

apenas um tipo definido de molécula, mas todo um espectro de partículas de LDL que 

sofreram modificações físico-químicas diversas e são imunogênicas (12,13). 

Essa deposição lipídica e possivelmente o próprio fluxo sanguíneo mais turbulento 

em áreas de ramificação dos vasos levam à injúria, ativação e disfunção do endotélio (14). 

Dessa forma, moléculas de adesão como E-selectina e, principalmente, a molécula-1 de 

adesão celular à vasculatura (VCAM-1) passam a ser expressas na superfície das células 

endoteliais (15,16). Concomitantemente, ocorre a liberação de quimiocinas e o 

consequente recrutamento de células da resposta imunológica para o interior da íntima  

arterial (17,18). 

No ateroma em desenvolvimento as quimiocinas CCL2, CX3CL1 e CCL8 são 

importantes no recrutamento de monócitos para as lesões (19), sendo que a neutralização 

da ligação dessas quimiocinas a seus receptores quase elimina a aterosclerose em 
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modelos experimentais (20,21). Monócitos recém-infiltrados na íntima arterial sofrem 

ação do fator estimulador de colônias de macrófagos (M-CSF) produzido por células 

endoteliais ativadas e células musculares lisas (7,22) e se diferenciam em macrófagos, as 

células mais abundantes em lesões humanas (23). 

Diversos trabalhos demonstram que os monócitos circulantes apresentam 

expressão diferencial da molécula CD16 (24). Dessa forma, os monócitos apresentam 

grande plasticidade, e dependendo do local e estímulos sob os quais se diferenciam 

podem originar populações com características e funções distintas (24). Estudos recentes 

têm demonstrado a existência de pelo menos duas subpopulações distintas de 

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

Macrófagos M1 são induzidos pela presença de IFN- ou em conjunto com 

estímulos microbianos (LPS) ou fatores de crescimento como o GM-CSF e têm sua 

diferenciação inibida pela presença de IL-4 e IL-13 (25-27). São também caracterizados 

pela alta expressão de CD11c, TLR2, TLR4, CCR7, MHC de classe II, CD80 e CD86, além de 

produzirem grandes quantidades de citocinas e quimiocinas como a IL-12, IL-23, CCL2, 

CCL5, CXCL8 e baixa produção de IL-10. Além disso, são eficientes produtores de IL-1 , 

TNF- e IL-6, induzem a diferenciação de células Th1 e participam de processos 

relacionados à resistência contra patógenos intracelulares e resposta a tumores 

(25,26,28). 

As células M2, por sua vez, são induzidas sob estímulo de M-CSF ou na presença de 

citocinas como a IL-4, IL-10, IL-13, glucocorticóides e vitamina D3. Macrófagos M2 podem 

ser subdivididos de acordo com a citocina presente em sua diferenciação: M2a, induzidos 
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por IL-4 ou IL-13; M2b, induzidos por complexos imunes, agonistas de TLRs e M2c, 

induzidos na presença de IL-10 e hormônios glicocorticóides. Fenotipicamente, os 

macrófagos M2 apresentam em sua superfície as moléculas CD206 (receptor para 

manose), CD301, CD163 e baixa expressão de MHC de classe II, CD80 e CD86. Esses 

macrófagos produzem pouca IL-12 e IL-23, mas apresentam alta produção de IL-10 e 

arginase-1. São capazes de promover a resposta Th2 e induzir resposta contra parasitas. 

As células M2 estão presentes em tumores estabelecidos e auxiliam na sua progressão 

sendo por isso a elas atribuída funções regulatórias (25,26,28). 

O desequilíbrio entre as diferentes populações de macrófagos pode ser associado a 

várias patologias, inclusive a aterosclerose. Em camundongos ApoE -/-  foi observado maior 

número de células M2 nas lesões recentes, enquanto que no infiltrado de animais mais 

velhos predominava a população M1 (29). Na aterosclerose coronariana foi observada 

abundância de macrófagos M1 e número reduzido de células M2 no tecido adiposo do 

epicárdio (30). Ambos os estudos sugerem a associação entre a progressão da lesão e a 

predominância do perfil M1 sobre o M2.  

Uma vez na íntima arterial, os monócitos diferenciados em macrófagos passam a 

expressar uma variedade de receptores de reconhecimento padrão (PRRs) – receptores 

scavenger, receptores do tipo Toll (TLRs) e receptores Nucleotide-biding Domain and 

Leucine-rich Repeat Containing (receptors) (NLRs) – importantes para o início 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 epítopos oxidados específicos da LDLox e medeiam a captura e internalização 

dessas moléculas (8,31). O reconhecimento por esses receptores não gera inflamação 

diretamente, mas pode desencadear apresentação antigênica via MHC classe II (6), 

acúmulo de partículas de LDL colesterol no citoplasma e promover o desenvolvimento do 

principal grupo celular presente em lesões de ateroma, a célula espumosa (23). Em outros 

casos, esse acúmulo lipídico leva a apoptose, contribuindo para a formação do core 

necrótico (6,7). Entretanto, a importância desses sensores no desenvolvimento da lesão 

aterosclerótica ainda não está bem estabelecida, uma vez que a ausência de SR-A e CD36, 

em modelo experimental de ateroma, reduz a complexidade das lesões formadas sem 

afetar a formação de células espumosas (32). 

Os TLRs são PRRs transmembrânicos que, após ligação ao agonista, geram resposta 

inflamatória diretamente por ativação do fator de transcrição nuclear B (NF-B) e vias de 

sinalização das proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPKs) (31,33,34). Como 

consequência ocorre expressão de diversos genes codificadores de moléculas pró-

inflamatórias, incluindo citocinas (IL-1, TNF-, IL-12, IL-6), quimiocinas (CCL2, CCL5 e 

CXCL10), eicosanoides (LTB4), proteases (colagenases, catepsinas, elastases), oxidases e 

moléculas coestimulatórias (CD80, CD86, CD40) (31,33). TLR2 e TLR4 parecem ter maior 

importância na aterogênese e são expressos em macrófagos, células endotel iais e células 

musculares (33,35). Trabalhos experimentais mostram que camundongos ApoE-/- 

apresentam aumento da expressão de TLR4 na lesão (36) e de TLR2 em locais de stress 

hemodinâmico (37). Os TLRs também podem reconhecer os chamados padrões 

moleculares associados à injúria (DAMPs) como, por exemplo, produtos de stress tecidual, 
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degradação de matriz extracelular ou células mortas, encontrados em locais de inflamação 

(31). A proteína de choque térmico 60 (HSP60), liberada por células necróticas, é um 

DAMP encontrado em placas ateroscleróticas capaz de ativar TLR2 e TLR4 (38). 

Entretanto, o ligante endógeno com papel preponderante na aterogênese é a partícula de 

LDL modificada (39) cujo reconhecimento é mediado por TLR4 (40). Em trabalho anterior, 

nosso grupo mostrou que essa molécula promove ativação de células mononucleares do 

sangue periférico (CMSPs) e consequente liberação de mediadores inflamatórios como 

IFN-, CCL2 e CCL8 (41). 

Proteínas NLRs são citosólicas e estão envolvidas na ativação de NF-kB, 

processamento de caspase-1 e liberação das citocinas IL-1 e IL-18, morte celular por 

piroptose e regulação da sinalização de vias inflamatórias e transcrição do complexo 

maior de histocompatibilidade (MHC) (42-44). Até o momento foram descritos 22 NLRs 

em humanos, divididos em quatro subfamílias com base na porção N-terminal, requerida 

para a transdução de sinal: NLRP, com domínio pirina; NLRC, com domínio recrutador e 

ativador de caspase (CARD); NLRB, com domínio de baculovírus inibidor de apoptose (BIR) 

e NLRA, com domínio ácido de transativação (45) 

Os membros dessa família de receptores compartilham um domínio central 

(NACHT) envolvido na oligomerização (42,43,45). Proteínas NLR pertencem à família de 

ATPases transdutoras de sinal com múltiplos domínios (STAND) e NACHT representa o 

domínio ATPase. A presença do ADP indica o estado inativo da molécula, que após 

reconhecimento do ligante sofre uma mudança conformacional que permite a troca do 
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ADP por um ATP. Como consequência, a proteína se oligomeriza, forma homodímeros (na 

maioria dos casos) e é capaz de recrutar outras proteínas, como RIP2 ou ASC (42,43,45). 

O domínio C-terminal rico em leucina (LRR), importante na ativação do receptor, 

também é comum a todos os NLRs (NLRP10 é a única exceção e não possui LRR) 

(42,43,45). Até recentemente não existiam estudos comprovando a interação 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 domínio LRR de NLRX1 liga-se diretamente a ssRNA e dsRNA (47). Análises 

bioquímicas e de cristalização de proteína também têm mostrado que flagelina e 

componentes do sistema de secreção III de bactérias (T3SSs) também são reconhecidos 

diretamente por NAIP (48-50). Além disso, existem fortes indícios da ligação direta de 

NLRC1 e NLRC2 com seus agonistas, mas algumas outras investigações ainda devem ser 

feitas (51,52). 

Os primeiros membros da família dos NLRs identificados e caracterizados foram 

NLRC1 (NOD1) e NLRC2 (NOD2). Esses receptores ativam respostas inflamatórias via NF-kB 

e MAPKS após o reconhecimento de fragmentos de peptideoglicano da parede de 

bactérias (53). Fragmentos de peptideoglicanos contendo ácido 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 

muramildipeptídeo (MDP) encontrado em bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e 

micobactérias (57). 
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Alguns membros da família dos NLRs estão envolvidos na formação de um 

complexo multiprotéico denominado inflamassoma. Ativado na presença de diversos tipos 

de ligantes, desde PAMPs até produtos endógenos e partículas cristalizadas, o 

inflamassoma é capaz de recrutar caspase-1, que cliva pró-IL-1 e pró-IL-18 nas formas 

biologicamente ativas (58-63). Os NLRs atualmente associados com a formação do 

inflamassoma são NLRP1, 3, 6, 12, NLRC4 e NAIP, sendo esses dois últimos constituintes 

de um único inflamassoma (58-61). AIM2 (proteína AIM2 induzida pelo interferon) não 

compõe a família NLR, mas também forma inflamassoma e recruta caspase-1. Sabe-se que 

o AIM2 está 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 estímulos podem ativá-lo, tais como: componentes microbianos 

(LPS, MDP, RNA bacteriano, RNA de dupla hélice análogo ao poli  (I:C), sinais de perigo 

endógeno (ATP e hialurona), materiais cristalizados (cristais de urato monosódio e cristais 

de pirofosfato de sódio, alguns poluentes ambientais (asbestos e partículas de sílica) e 

peptídeos (amilóide- (66-75). A ativação do NLRP3 ainda é controversa, contudo, são 

propostos três mecanismos para explicá-la: 1) geração de reativos intermediários de 

oxigênio (ROS) na célula; 2)  formação de canais de potássio e efluxo desse íon e 3) 

desestabilização do fagolisossomo e liberação de mediadores endógenos, como a 

catepsina B (76-80). 

Algumas evidências da literatura sugerem que a presença de NLRs, formação do 

inflamassoma e, por conseguinte maturação de IL-1e IL-18 podem ter um papel na 
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patogênese da aterosclerose. Trabalhos experimentais mostraram que camundongos 

ApoE-/-IL-1 -/- apresentam lesões ateroscleróticas menores quando comparados ao grupo 

controle e que animais ApoE-/-  IL1Ra-/- (deficiente no antagonista do receptor de IL-1) têm 

maior área de lesão e deposição lipídica (81,82). Lesões mais graves e com 

desenvolvimento acelerado também já foram detectadas em camundongos ApoE -/- com 

expressão aumentada de IL-18 ou tratados com IL-18 recombinante (83,84).  

Estudos em lesões humanas também são abundantes. Dados de nosso e de outros 

grupos detectaram RNAm e proteína da IL-1(41,85) e alguns polimorfismos do gene para 

o IL-1Ra estão fundamentalmente associados com doença coronariana (86). Além disso, 

IL-18 e IL-18R foram detectados em células endoteliais, células musculares lisas e 

macrófagos de lesões ateroscleróticas humanas (87), sendo que a concentração sérica de 

IL-18 mostrou ser um fator preditivo de morte em pacientes com doença coronariana 

(88). 

  Ainda que muito já tenha sido investigado, evidências diretas do envolvimento dos 

diferentes NLRs na aterosclerose são menos numerosas. Opitz et. al. (89) mostraram que 

células endoteliais humanas produzem CXCL8 após reconhecimento da bactéria 

Chlamydophila pneumoniae via NLRC1. A presença da proteína de NLRC2 em células 

inflamatórias infiltradas e grande quantidade de catepsina B em segmentos instáveis do 

ateroma também já foram documentadas (90,91).  

Os mecanismos da imunidade inata, dentre eles os controlados pela ativação dos 

NLRs, são importantes para o desenvolvimento da resposta imune adaptativa. Na 

aterosclerose o recrutamento de diferentes subtipos de linfócitos TCD4+ ocorre 
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paralelamente aos monócitos e é regulado pela produção de CXCL9, CXCL10, CXC3CL1 e 

CCL11 (17,92). Trabalhos de nosso grupo e de outros mostraram a presença de linfócitos 

TH2, TH17, T-regulatórios e o subtipo mais relacionado às complicações do ateroma, as 

células TH1 (41,92-95). 

Células musculares lisas também participam do processo de desenvolvimento e 

ruptura da placa aterosclerótica. A migração dessas células promove a formação da capa 

fibrosa de espessura variável. A constante produção de citocinas, proteases, moléculas 

pró-trombóticas e substâncias vasoativas provocam, dentre outros efeitos deletérios, 

destruição da matriz existente, menor produção de colágeno por células musculares lisas 

e inibição da sua proliferação (1,96,97). A apoptose de células musculares lisas promove a 

desestabilização das lesões, expondo o material necrótico e pró-coagulantes que causam 

agregação plaquetária e trombose. Finalmente, o trombo formado pode ocluir o lúmem 

da artéria causando isquemia (1,96,97). É interessante comentar, que a literatura recente 

mostra que a placa aterosclerótica cresce em “saltos”, com sucessivas rupturas e 

formação de trombos, até atingir a estenose crítica. Sendo assim, inflamação e trombose 

são os responsáveis pelos sintomas observados (96,97).  

Vários trabalhos procuram identificar novas drogas que possam prevenir o 

processo inflamatório nos estágios mais precoces de desenvolvimento da lesão. Estudo de 

nosso grupo mostrou que a inclusão da droga pentoxifilina no protocolo de tratamento de 

pacientes com eventos coronarianos elevou a concentração sérica da citocina anti -

inflamatória TGF-  e reduziu a mortalidade por eventos cardiovasculares (98). Outros 

trabalhos mostraram que inibidores do NF-B também têm um papel na redução da 
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atividade inflamatória no ateroma. Entre eles, a Partenolida, sesquiterpeno lactona 

isolado de extratos vegetais de Tanacetum parthenum, promove a redução de lesões em 

camundongos ApoE-/- pela diminuição da ativação do fator NF-B,  da produção da 

quimiocina CCL2 e consequente diminuição da quantidade de macrófagos infiltrantes (99). 

Outro inibidor de NF-B, Bay 11-7082, inibe a produção de ciclooxigenase 2 (COX-2) e 

metaloproteinase-9 em células THP-1 estimuladas com citocinas inflamatórias (100). 

Recentemente, Juliana et al (101) mostraram que Partenolida e Bay 11-7082 promovem a 

inibição de múltiplos inflamassomas e do NLRP3, respectivamente.  

A presença de IL-1  e IL-18 em lesões ateroscleróticas (41,81,82,84-88) e o 

importante papel dessas citocinas na ativação endotelial e na polarização para a resposta 

TH1(1,7,96), constitui indício indireto do envolvimento dos NLRs na patogênese da doença. 

Além disso, alguns trabalhos mostraram o envolvimento direto de algumas proteínas 

relacionadas com os NLRs, como a proteína adaptadora ASC, a catepsina B e o próprio 

NLRC1 (89-91,102) na patogênese da aterosclerose. Entretanto, ainda é necessária uma 

investigação mais aprofundada do papel dos NLRs na aterosclerose. Certamente, a melhor 

compreensão do processo inflamatório que envolve os NLRs pode auxiliar na identificação 

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

Investigar a presença de NLRs e moléculas relacionadas a esses receptores 

em placas ateroscleróticas humanas e o papel dos cristais de colesterol na ativação do 

inflamassoma NLRP3 e consequente produção de IL-1por monócitos e macrófagos. Além 

disso, investigar o papel da IL-1sobre a produção de mediadores inflamatórios por 

células que compõem a lesão aterosclerótica. 

 

2.2. Objetivos específicos 

Avaliar a expressão do RNAm e da proteína NLRC1, NLRC2, NLRC3, NLRC4 e NLRC5, 

NLRP1 e NLRP3, NAIP, AIM2, caspase-1, proteína adaptadora ASC e IL-1 em lesões 

ateroscleróticas humanas provenientes de indivíduos submetidos à endarterectomia.  

Avaliar o papel de cristais de colesterol na ativação dos inflamassomas formados 

por NLRP3 em monócitos do sangue periférico, macrófagos humanos derivados de 

monócitos do sangue periférico e em células da linhagem monocítica THP-1.  

Verificar o papel dos inibidores farmacológicos na inibição da produção de IL-

1(ativação do inflamassoma NLRP3) em células THP-1 após o estímulo com cristais de 

colesterol.  

Avaliar a atividade da IL-1 na produção de mediadores inflamatórios e proteases 

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

Para a realização dos ensaios de qRT-PCR e imuno-histoquímica (IHQ), foram 

utilizadas placas ateroscleróticas de pacientes com diagnóstico de estenose crítica de 

carótida (> de 70%), atendidos no ambulatório de Cirurgia Vascular do Hospital de Clinicas 

da UNICAMP e submetidos à cirurgia de endarterectomia. Lesões de ateroma 

remanescentes de estudo anterior (41) e outras coletadas posteriormente, ao longo dos 

últimos dois anos, foram incluídas no estudo, totalizando 64 amostras. Dessas, 17 foram 

utilizadas tanto para estudo da expressão gênica quanto para a pesquisa da proteína 

(IHQ). 33 amostras foram usadas apenas para análise do RNAm (n=50) e outras 13 

empregadas apenas na IHQ (n=30). Além disso, 3 amostras obtidas de doadores de órgãos 

foram utilizadas como controle. 

Para a análise dos resultados, os pacientes foram classificados e divididos em 

sintomáticos e assintomáticos, de acordo com a presença ou não de sintomas 

cerebrovasculares como ocorrência de AVC, episódio isquêmico transitório ou amaurose 

fugaz ipsilateral (5), no período de seis meses anteriormente à cirurgia. Além disso, os 

pacientes foram agrupados considerando a presença/ausência de fatores de risco para 

desenvolvimento de doença aterosclerótica, como gênero, tabagismo e hipertensão. 

Como controle foram analisados fragmentos de artéria carótida proveniente de três 

doadores de órgãos. 

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Ciências 

Médicas da UNICAMP (Parecer CEP No 1028/2010) e todos os pacientes incluídos 

assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.  
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3. 2. Obtenção e estocagem das lesões ateroscleróticas 

Os pacientes foram submetidos à avaliação pré-operatória das placas com 

ultrassom duplex e coleta de sangue periférico. No Centro Cirúrgico foram submetidos à 

anestesia e cirurgia conforme técnica padronizada, resumidamente descrita como 

cervicotomia longitudinal, dissecção e reparo das artérias, heparinização sistêmica, 

descolamento da placa aterosclerótica (endarterectomia carotídea), ráfia da artéria e 

síntese dos planos cirúrgicos (103). 

Lesões ateroscleróticas designadas para estudo da expressão de genes (RT-PCR em 

tempo real) relacionados à ativação e função dos NLRs, foram acondicionadas em tubo 

cônico tipo Falcon contendo 4mL de solução RNAlater (Ambion, Life Technolog ies), 

incubadas overnight a 4 °C (para absorção do reagente) e acondicionadas a -80 °C até o 

momento do processamento. Placas ateroscleróticas designadas para pesquisa de 

proteínas pelo método de imuno-histoquímica foram acondicionadas em tubo cônico tipo 

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

 

3. 3. Avaliação da expressão de genes relacionados aos NLRs por qRT-PCR e 

validação dos resultados 

Extração do RNA total  

As amostras de lesão 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 

L de clorofórmio. Após incubação em gelo por 10 minutos, as amostras foram 

centrifugadas e a fase aquosa transferida para outros tubos, aos quais foi adicionado igual 

volume de álcool isopropílico gelado e 2,4 µL de Poliacrilamida Linear (LPA, 20 g/L) 

(Ambion, Life Technologies), seguindo incubação de 50 minutos a -20 °C. Posteriormente, 

após centrifugação, o pellet contendo o RNA foi lavado (12000 rpm, 10 minutos, 

temperatura ambiente) com 800 µL de etanol 75% gelado e depois ressuspendido em 35 

µL de tampão TE. A concentração do RNA foi estimada por meio da leitura das amostras 

em espectrofotômetro (Nanodrop 1000, Thermo Scientific). A pureza do ácido nucleico 

obtido foi inferida pela razão entre as absorbâncias obtidas a 260 nm e 280 nm, que 

deveria estar próxima de 2. As amostras foram armazenadas a -80 °C até o momento do 

uso. 

 

Síntese de cDNA 

Inicialmente as amostras de RNA foram tratadas para remoção de possíveis cadeias 

de DNA genômico contaminante. Para tanto, 1 µg de RNA total foi diluído em água DEPC 

em um volume final de 25,7 µL e acrescentados 3,97 µL de um mix contendo tampão 10x 

concentrado e 1 unidade de DNAse (Ambion, Life Technologies). As amostras foram 

incubadas a 37 °C durante 30 minutos para ativação da enzima e remoção das cadeias 

contaminantes de DNA. Depois foram adicionados 0,3 µL de EDTA (0,5M pH 8.0) a cada 

tubo, seguido de nova incubação a 75 °C por 10 minutos, para interrupção da atividade 

enzimática da DNAse.  
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Para a síntese do cDNA, a cada RNA tratado foi  adicionado 2 L de um 

oligonucleotídeo iniciador contendo oligo dT16 [0,75 g] + primers randômicos [3 g/L] 

(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 µL de um 

mix composto por tampão de síntese 5x, 10mM de dNTP, 0,1M de DTT e 200U/µL 

Superscript R/T II (Invitrogen, Life Technologies). As amostras foram incubadas à 

temperatura ambiente por 10 minutos e, a seguir, a 40 °C por 50 minutos. A atividade 

enzimática foi interrompida pela incubação a 90 °C por 5 minutos, seguido por incubação 

a 4 °C por 5 minutos.  A quantidade de cDNA foi estimada por meio da leitura das 

amostras em espectrofotômetro (Nanodrop 1000, Thermo Scientific) e armazenadas a –80 

°C até o momento do uso. 

  

Protocolo de qRT-PCR   

A reação de qRT-PCR foi realizado em equipamento de análise em tempo real 

StepOne (Applied Biosystems, Life Technologies) utilizando metodologia com corante 

intercalante SybrGreen® (Applied Biosystems, Life Technologies) de acordo com as 

instruções do fabricante. Os primers foram desenhados com auxílio do programa 

PrimerExpress (Applied Biosystems, Life Technologies). Resumidamente, em cavidades de 

placas de 48 poços foram adicionados 3 μL de cDNA (100 ng/μL) ou de água tratada com 

DEPC (controle negativo), 1 μL do primer sense e 1 μL do primer anti-sense previamente 

diluídos na concentração de 80 pM/reação (Tabela I) e 5 μL do reagente master mix 

(Absolute SYBRGreen RT-PCR mix, Applied Biosystems, Life Technologies). A placa 
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Tabela I: Sequência dos primers utilizados na reação de qRT-PCR. 

 

 

Avaliação da integridade do RNA total obtido após extração 

O RNA total extraído de algumas amostras de lesão aterosclerótica, conforme 

descrito acima, foram submetidas à eletroforese em gel de agarose 1% e coradas com 

brometo de etídio para a avaliação das bandas 25S e 18S. A análise do gel permitiu 

constatar que a técnica resulta na recuperação de RNA de boa qualidade, uma vez que o 

padrão de bandas obtido foi o esperado (figura 1).  

GENE SEQUÊNCIA SENSE  5’   3’ SEQUÊNCIA 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-1 CACGATGCACCTGTACGATCA AGACATCACCAAGCTTTTTTGCT 
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Figura 1. Bandas específicas de RNA em gel de agarose. 

 

 

Avaliação da especificidade de amplificação dos primers 

A avaliação da especificidade de cada primer utilizado é feita pela análise da curva 

de Melting, na qual é possível detectar a temperatura de dissociação da dupla fita de DNA 

dos produtos amplificados. A temperatura de Melting depende do tamanho e composição 

das bases nitrogenadas de cada produto, então, para cada gene analisado, deve existir 

apenas um pico, que representa a formação de apenas um produto de amplificação 

(Figura 2) 

25S 

 

18S 
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Figura 2. Curvas de Melting representativas da amplificação do cDNA.  Curvas de Melting para 

YWHAZ (a), NLRP3 (b) e Caspase-1 (c). As reações utilizando os primers na concentração ideal são 

consideradas específicas, uma vez que todas as amostras testadas apresentam temperatura de 

melting (picos dos gráficos) muito semelhantes. 

 

Avaliação da eficiência dos primers 

A eficiência da reação de amplificação também foi determinada para cada gene 

analisado. Os testes foram realizados em triplicata utilizando amostras de cDNA na 

concentração inicial de 300ng/reação e diluídas de forma seriada na proporção 1:2, 

totalizando 5 pontos. Uma curva padrão pôde, então, ser elaborada e por meio dela 

calculou-se a eficiência (E) e a correlação entre os pontos da curva (R2). Na figura 3 estão 

representadas as curvas de amplificação das amostras diluídas seriadamente (painéis à 

esquerda) e a curva padrão obtida (painéis à direita), com os respectivos valores de E e R 2 

dos genes YWHAZ, NLRP3 e Caspase-1.  
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Figura 3. Amplificação e curva padrão de genes representativos, obtidas nos testes de 

padronização dos primers. Os painéis à esquerda representam curvas de amplificação dos genes 

YWHAZ (a), NLRP3 (c) e Caspase-1 (e) de acordo com a diluição das amostras. As diluições seriadas 

foram feitas na proporção 1:2, partindo de 300ng/reação e totalizando 5 pontos.  As curvas 

padrão respectivas (painéis à direita- YWHAZ [b], NLRP3 [d] e Caspase-1 [f]) foram geradas 

segundo a expressão das médias dos Cts em função da diluição da amostra. Os valores de E e R2 da 

reação estão destacados em cada gráfico. 
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A eficiência da reação indica a capacidade de amplificação dos reagentes utilizados 

(primers e enzima) a cada ciclo. Uma eficiência de 100% indica que a cada ciclo a 

quantidade de produto em cada reação dobra e são consideradas satisfatórias reações 

com eficiência entre 90 e 110%. Os valores de R2 indicam a reprodutibilidade da 

pipetagem dos reagentes, sendo satisfatórios valores de R2 de, no mínimo, 0.990. Sendo 

assim, todas as reações resultaram em valores dentro das faixas consideradas 

satisfatórias. 

 

3.4. Avaliação da expressão de proteínas em fragmentos de lesões 

ateroscleróticas por imuno-histoquímica  

Após inclusão em parafina e montagem das lâminas com cortes seriados de 4 µm, 

as amostras foram desparafinizadas em xilol, reidratadas em série crescente de alcoóis e 

submetidas à recuperação antigênica com tampão específico 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 endógena foi bloqueada com H2O2 10 volumes, seguido de incubação com 

reagente de bloqueio para proteínas. Após lavagem, as lâminas foram incubadas overnight 

com anticorpos primários específicos para AIM2, NLRP1, NLRC2, caspase-1, (Santa Cruz 

Biotechnology), NLRC3, NLRC5 e NLRP3 (LifeSpan BioSciences). Os anticorpos foram 

titulados a fim de otimizar a marcação e evitar ligações inespecíficas (dados não 

mostrados). Após o tempo de incubação, os cortes foram lavados e a revelação realizada 

com o kit MACH4 (Biocare Medical) conforme instruções do fabricante. Nesse processo os 

cortes foram incubados com o reagente pós-primário, lavados e incubados com o 
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anticorpo secundário conjugado a um polímero. As marcações foram reveladas com a 

utilização do substrato cromógeno 3,3’- diaminobenzidina (DAB) (Sigma-Aldrich). Ao final 

da marcação, as lâminas foram contra-coradas com hematoxilina de Harris, desidratadas e 

montadas com Entellan (Sigma-Aldrich). Marcações positivas foram identificadas pela 

presença de coloração marrom e a análise quantitativa realizada com o programa GSA 

Image Analyser (GSA Software Development and Analytics) 

 

3.5. Cultura e estimulação de monócitos e macrófagos para determinação da 

produção de IL-1 

Obtenção de células mononucleares do sangue periférico (CMSPs) 

Amostras de sangue periférico (100mL) de doadores saudáveis (idade entre 20 – 40 

anos, sem fatores de risco para desenvolvimento de doença aterosclerótica) foram 

coletadas em tubos heparinizados e transferidas para tubos cônicos de 15 mL contendo 4 

mL de Ficoll-Hypaque (GE HealthCare). Após centrifugação (400 g, 30 minutos, 

temperatura ambiente) o anel de CMSPs foi coletado, as células transferidas para tubos 

cônicos 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 g/mL]) e o número e viabilidade 

determinados com auxílio de Câmara de Neubauer e Azul de Tripan. As CMSPs obtidas 

foram utilizadas para experimentos de estimulação em cultura e para diferenciação de 

macrófagos humanos. 
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Separação de monócitos por seleção imunomagnética positiva 

A purificação dos monócitos a partir de CMSPs foi feita com o kit de seleção 

imunomagnética positiva Monocyte Isolation Kit II (Miltenyi Biotec) de acordo com as 

especificações do fabricante. Brevemente, CMSPs foram ressuspendidas a uma 

concentração de 1x107 células/mL em tampão de separação PBS-B-E (PBS-BSA-EDTA) e 

incubadas (10 minutos a 4 °C) com uma mistura de anticorpos biotinilados anti-CD3 

(linfócitos T), anti-CD7 (linfócitos T), anti-CD16 (neutrófilos e células NK), anti-CD19 

(linfócitos B), anti-CD56 (células NK), anti-CD123 (células dendríticas e basófilos) e anti-

CD235a (Glicoforina A, eritrócitos).  Dessa forma, todas as células do sangue periférico 

foram marcadas, exceto os monócitos (CD14+). Adicionou-se, então, anticorpo anti-biotina 

acoplado a esferas magnéticas, seguido de incubação por 15 minutos a 4 °C. Após lavagem 

com PBS-B-E (300 g, 10 minutos, 4 °C), as células foram ressuspendidas no mesmo tampão 

e passadas em colunas de separação magnética LD (Miltenyi Biotec). A fração não retida 

pela coluna, correspondente aos monócitos, foi coletada, centrifugada, ressuspendida em 

meio RPMI 1640 suplementado e utilizadas em ensaios de estimulação antigênica e 

diferenciação em macrófagos. O resultado da separação foi avaliado por meio de 

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

 

Diferenciação e caracterização de macrófagos a partir de monócitos do sangue periférico 

Células CD14+ (monócitos) foram cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado em 

placas de cultura de 24 poços (0,5x106 células/mL) e incubadas em estufa (37 °C, 5% de 

CO2) por 5 dias na presença de 50 ng/mL de GM-CSF (Peprotec) ou 100 ng/mL de M-CSF 
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(Peprotec) para diferenciação em macrófagos M1 ou M2, respectivamente. As citocinas 

foram adicionadas no primeiro dia de cultura, com suplementação adicional nas mesmas 

concentrações, no terceiro dia. Após a diferenciação, os macrófagos obtidos foram 

caracterizados por citometria de fluxo e utilizados em experimentos de estimulação para 

avaliação da produção de IL-1 .  

 

Diferenciação de subpopulações de macrófagos a partir de células da linhagem 

monocítica THP-1 

Células da linhagem monocítica THP-1 foram cultivadas em meio RPMI 1640 

suplementado (10% de soro bovino fetal + L-glutamina [2mM] + penicilina/estreptomicina 

[5 g/mL]) em placas de cultura de 24 poços (0,25x106 células/mL), na presença de PMA. 

No dia seguinte, as células foram lavadas duas vezes com meio RPMI 1640 e diferenciadas 

em quatro populações diferentes de macrófagos denominadas THP/Mɸ, M1, M2a e M2c. 

Para tal, as células foram incubadas por 48 horas (37 oC, 5% CO2)  na ausência de 

estímulos (THP/Mɸ) ou na presença de 20ng/mL LPS + 20 ng/mL IFN- (M1) ou 20 ng/mL 

IL-4 (M2a) ou 20 ng/mL IL-10 (M2c). As populações celulares obtidas foram caracterizadas 

quanto à produção de citocinas e utilizadas para experimentos de estimulação e avaliação 

da produção de IL-1 
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Estimulação de monócitos, macrófagos M1 e M2 derivados de monócitos e macrófagos 

THP/Mɸ, M1, M2a e M2c derivados de células THP-1 

Para avaliar a produção diferencial de IL-1 pelos diversos tipos celulares obtidos, 

monócitos do sangue periférico (1x106 células/mL), macrófagos derivados de monócitos 

(0,5x106 cél/mL) e macrófagos derivados de células THP-1 (0,25x106 cél/mL) foram 

cultivadas em meio RPMI suplementado em placas de 24 cavidades. As células foram 

estimuladas por 8 horas na presença de LPS (20 ng/mL), cristais de colesterol (2 mg/mL), 

LPS + cristais de colesterol ou apenas meio de cultura (controle) em estufa (37 oC, 5% 

CO2). Após o tempo de incubação o sobrenadante de cultura foi coletado e armazenado a 

-80 °C até o momento do uso.  

 

Preparação 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. Após filtração a vácuo procedeu-se incubação 

overnight, à temperatura ambiente, para a cristalização do colesterol. Os cristais formados 

foram coletados e após recristalização, foram submetidos à secagem de 15 horas. O 

material obtido foi pesado, autoclavado, pulverizado com auxílio de cadinho e 

armazenado a -20 °C até o momento do uso. Para utilização em cultura, os cristais foram 

ressuspendidos em meio RPMI 1640 (Gibco, Life Technologies) na concentração de 2 

mg/mL. A presença de endotoxina foi verificada com o kit Limulus Amebocyte Lysate (Cap 

Code) 
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Efeito de inibidores das vias de ativação do NLRP3 na estimulação de macrófagos 

provenientes de células THP-1 por cristais de colesterol 

Macrófagos provenientes de células THP-1 (THP/Mɸ - 0,25x106 células/mL), 

obtidos conforme descrito no item 3.5.5, foram submetidos à estimulação em cultura com 

LPS (20 ng/mL) ou LPS (20 ng/mL) e cristais de colesterol (2 mg/mL) na presença ou 

ausência de  citocalasina D (2µM), CA074 (20 µM), Bay-11-7082 (24 µM), Partenolida (20 

µM), Bafilomicina A1 (20 µM), N-acetil-L-cisteína (20 µM) (Sigma-Aldrich) e Z-WEHD-FMK 

(inibidor de caspase-1; 10M; R&D Systems). Além dos controles positivos, nos quais não 

se adicionou nenhum inibidor, também foi feito um controle apenas com a adição de 

DMSO (solvente dos inibidores) à cultura. As células foram incubadas (37 °C e 5% CO2) 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 estimulação de células musculares lisas de aorta humana (HVSMCs) 

e células endoteliais de cordão umbilical humano (HUVECs)  

Cultura de HVSMCs e HUVECs 

Células musculares lisas de aorta humana (HVSMC - C-007-5C) e células endoteliais 

de cordão umbilical humano (HUVEC - C-003-5C) foram obtidas comercialmente 

(Invitrogen, Life Technologies) e cultivadas de acordo com as instruções do fabricante. Em 

resumo, as células foram expandidas em garrafa de cultura de 75cm2 e meio específico 

(meio 231 para HVSMC e meio 200 para HUVEC, ambos Invitrogen, Life Technologies). 

Após confluência, 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 estimulação. 

 

Estimulação de HVSMCs e HUVECs com IL-1  

HVSMCs e HUVECs foram semeadas em placas de cultura de 6 cavidades (3x104 

células/mL) e, após atingirem 80% de confluência, foram lavadas e incubadas na presença 

ou ausência de 1ng/mL de IL-1 recombinante (Peprotec) ou apenas meio específico. Após 

24 horas de incubação (37°C, 5%CO2) 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, CXCL8, 

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

 

3.7. ELISA 

Detecção de citocinas, quimiocinas e proteases  

As amostras de sobrenadante de cultura obtidas foram testadas com o ensaio 

imunoenzimático do tipo sanduíche (kit Duo Set, R&D Systems), de acordo com as 

instruções do fabricante. Em resumo, placas de 96 cavidades foram sensibilizadas com o 

anticorpo de captura, diluído em tampão PBS (pH 7,2 – 7,4) durante uma noite à 

temperatura ambiente. As placas foram lavadas com PBS – Tween 20 0,05% e seguiu-se a 

adição de tampão de bloqueio PBS-BSA (PBS - BSA 1%) com incubação de 1 hora à 

temperatura ambiente. O procedimento de lavagem foi repetido e adicionaram-se as 
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amostras referentes à curva padrão (sete pontos) e as amostras -teste. Após incubação (2 

horas à temperatura ambiente) as placas foram novamente lavadas e o anticorpo de 

detecção biotinilado foi adicionado com incubação por 2 horas, seguida de nova lavagem 

e adição do complexo estreptoavidina-peroxidase, seguindo de incubação (20 minutos à 

temperatura ambiente). As placas foram novamente lavadas e, adicionou-se o 

substrato/cromógeno (TMB [200 g/mL] + H2O2 [0,03%]), diluído em tampão acetato de 

sódio/ácido acético 0,1M [pH 5,5]) e, finalmente, procedeu-se a última incubação (30 

minutos, temperatura ambiente, abrigo da luz). A reação foi interrompida com a adição de 

H2SO4 2N e as absorbâncias foram determinadas em leitor de ELISA (Labsystems 

Multiskan) a 450 nm.  

 

3.8. Imunofluorescência e Citometria de fluxo 

Monócitos obtidos após separação imunomagnética e macrófagos humanos 

derivados de monócitos foram submetidos à imunofluorescência. Para tal, 20L da 

suspensão de células (aproximadamente 2x105 células) foram transferidos para placas de 

microtitulação (96 cavidades). Cada tipo celular foi caracterizado com um conjunto de 

anticorpos para marcação de superfície: 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 diluídos em 20 L de PBS-BSA (0,1%)-

Azida sódica (0,2mM) (PBS-BSA-A), incubando-se por 20 minutos a 4 °C ao abrigo da luz. 

Após este período foram adicionados 150 L de PBS-B-A, seguido de centrifugação (10 

minutos, 1200 RPM, 4 °C). O sobrenadante foi desprezado e as células foram 
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ressuspendidas em vórtex, com posterior adição de 200 L de tampão PBS-B-A e nova 

centrifugação (10 minutos, 1200 RPM, 4 °C). Então, as células foram novamente 

ressuspendidas, sendo adicionados 200 L de formaldeído 2%, seguindo incubação à 

temperatura ambiente por 20 minutos. Após transferência das células fixadas, procedeu-

se leitura em citômetro de fluxo (FACScanto/Becton & Dickson). A análise dos resultados 

foi feita em programa específico (DIVA/ Becton & Dickson), sendo analisada a 

porcentagem de células positivas e/ou a intensidade média de fluorescência (IMF) de cada 

marcador.  

 

3. 9. Análise estatística  

As diferenças entre dois grupos (controle vs. ateroma, sintomático vs. 

assintomático, hipertenso vs. normotenso, tabagista vs. não tabagista e homem vs. 

mulher) quanto aos parâmetros analisados foram avaliadas pelo teste não-paramétrico de 

Mann-Whitney. Para comparar duas variáveis contínuas (estímulos) em culturas de 

mesmo tipo celular, o teste t pareado foi aplicado. Para essa comparação em culturas de 

células diferentes, foi usado o teste t. Finalmente, a análise de três ou mais variáveis foi 

feita com o teste ANOVA e pós-teste de Bonferroni. Foram consideradas significantes 

diferenças com valor de p ≤ 0,05. 
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4. Resultados 
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4.1.  Identificação de NLRs em amostras de lesões ateroscleróticas 

humana 

 

Parâmetros clínicos dos pacientes submetidos à endarterectomia carotídea 

Na tabela II estão relacionados os parâmetros clínicos e medicamentos usados 

pelos pacientes incluídos neste estudo. Foram coletadas amostras de 64 indivíduos, 49 

homens e 15 mulheres, cuja média de idade foi de 68,2 anos. Dentre os fatores de risco 

para o desenvolvimento da doença aterosclerótica, observou-se grande incidência de 

hipertensão arterial (77,8% do total de pacientes) seguido por dislipidemia (50,8%), 

Diabetes Mellitus (39,8%) e tabagismo (33,3%). Pacientes obesos (Índice de Massa 

Corpórea > 30 kg/m2) constituíam um grupo de apenas 6,4% de pacientes. As doenças 

prévias mais frequentes no grupo estudado foram acidente vascular cerebral e doença 

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 cálcio e insulina.  
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Tabela II: Parâmetros clínicos e medicamentos usados pelos pacientes incluídos no estudo 

(n=64)  

 

Parâmetro  % 

Sintomatologia Presente 53.1 

 Ausente 46,9 

 

Gênero Masculino 76,6 

 Feminino 23,4 

 

Fatores de risco Hipertensão arterial 77,8 

 Dislipidemia 50,8 

 Tabagismo 33,3 

 Diabetes 33,8 

 Obesidade 6,4 

 

Patologias prévias AVC 67,8 

 Doença arterial periférica 30,6 

 ICC 11,1 

 AE 13,2 

 AI 1,9 

 Angioplastia 9,4 

 Revascularização prévia 7,4 

 IAM 16,3 

 

Medicamentos  Estatina 83,6 

 Aspirina 78,7 

 IECA 64 

 -bloqueador 39 

 Diurético 39,3 

 Antagonista de cálcio 28,3 

 Insulina 11,7 

AVC, acidente vascular cerebral; ICC, insuficiência cardíaca congestiva; AE, angina estável; AI, angina 

instável; IAM, infarto agudo do miocárdio; IECA, inibidor da enzima conversora de angiotensina II ; 

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

A análise da expressão gênica foi realizada em 50 fragmentos de ateroma e 3 

amostras controle, conforme já mencionado  na casuística (item 3.1). 

Inicialmente detectamos a presença 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 lesões ateroscleróticas analisadas. Ao comparar os 

resultados obtidos com amostras de artéria controle, observamos maior expressão 

relativa do RNAm para NLRP3 e NLRC4 em amostras de ateroma (figura 4A). Ao dividir o 

grupo de pacientes de acordo com a presença ou ausência de sintomatologia, notamos 

maior expressão relativa do RNAm para NLRP1, NLRP3, NLRC4 e NAIP nas amostras 

provenientes de pacientes assintomáticos, quando comparados ao grupo sintomático 

(figura 4B).  

Trabalhos recentes associam a presença de fatores de risco para o 

desenvolvimento de lesões ateroscleróticas com a modulação da expressão de 

marcadores inflamatórios presentes nas lesões (106-108). Em nosso estudo a presença de 

fatores de risco como hipertensão arterial, consumo de tabaco e gênero não foi associada 

com aumento ou diminuição da expressão do RNAm dos NLRs formadores de 

inflamassoma (figura. 5).   
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Figura 4. Expressão relativa do RNAm para NLRP1, NLRP3, NLRC4,  NAIP e AIM2 em fragmentos 

de ateroma humano. (A) Lesões ateroscleróticas (n=50) versus amostras controle (n=3). (B) Lesões 

provenientes de pacientes sintomáticos (n=27) versus lesões de pacientes assintomáticos (n=23). 

Os pacientes foram agrupados de acordo com a presença de sintomas cerebrovasculares como 

ocorrência de AVC, episódio isquêmico transitório ou amaurose fugaz ipsilateral, no período de 6 

meses anterior à cirurgia. * p ≤ 0,05. Mann Whitney. 
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Figura 5. Expressão relativa do RNAm para NLRP1, NLRP3, NLRC4,  NAIP e AIM2 em fragmentos de 

ateroma humano organizados segundo a presença de fatores de risco. (A) hipertenso (n=39) versus  

normotenso (n=11); (B) tabagista (n=15) versus não-tabagista (n=35) e (C) sexo masculino (n=38) versus sexo 

feminino (n=12). Mann Whitney. 
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A ativação dos inflamassomas promove recrutamento da proteína adaptadora ASC 

e consequente ligação e ativação da caspase-1 ao inflamassoma (60,77). O recrutamento e 

ativação da caspase-1 é suficiente para promover a clivagem da pró-IL1  e liberação de IL-

1 ativa no microambiente (60,77). Nossos dados mostram que as lesões ateroscleróticas 

expressam RNAm para ASC, caspase-1 e IL-1  (figura 6), sendo que a caspase-1 tem  maior 

expressão relativa em amostras de ateroma e ASC em amostras de indivíduos 

assintomáticos, quando comparadas com artérias controles e lesões provenientes de 

pacientes sintomáticos, respectivamente (figura 6A e B). 

 

 

 

Figura 6. Expressão relativa do RNAm para ASC, Caspase-1 e IL-1em fragmentos de ateroma 

humano. (A) Lesões ateroscleróticas (n=50) versus amostras controle (n=3). (B) Lesões de 

pacientes sintomáticos (n=27) versus lesões de pacientes assintomáticos (n=23). Os pacientes 

foram agrupados de acordo com a presença de sintomas cerebrovasculares como ocorrência de 

AVC, episódio isquêmico transitório ou amaurose fugaz ipsilateral, no período de 6 meses anterior 

à cirurgia. * p ≤ 0,05. Mann Whitney. 
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Os dados comparativos da expressão gênica do RNAm para ASC, caspase-1 e IL-1 

em pacientes agrupados por fatores de risco (tabagismo, presença de hipertensão arterial 

e diferenças de gênero) não mostrou diferenças significativas (dados não mostrados).  

A família dos NLRs é constituída também de receptores envolvidos no 

reconhecimento de patógenos e ativação de vias inflamatórias (NLRC1 e NLRC2) e que 

têm funções imunoreguladoras (NLRC3 e NLRC5, CIITA e NLRP2 e NLRP10) (43-45,62,109). 

Nesse trabalho investigamos NLRC1, 2, 3, 5 e NLRP2. A análise da expressão gênica 

revelou presença do RNAm para todos os NLRs pesquisados, sendo que amostras de lesão 

apresentaram expressão gênica significativamente maior para NLRC2, NLRC3 e NLRP2 

comparativamente ao grupo controle (figura 7A). Com relação à presença de 

sintomatologia, observamos que lesões ateroscleróticas de indivíduos assintomáticos 

apresentaram maior expressão do RNAm para todos os NLRs estudados, exceto NLRC1, 

quando comparado ao grupo sintomático (figura 7B). 

Os dados comparativos da expressão do RNAm para NLRC1, 2, 3, 5 e NLRP2 em 

pacientes agrupados por fatores de risco (tabagismo, presença de hipertensão arterial e 

diferenças de gênero) não mostrou diferenças significativas (dados não mostrados).  
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Figura 7. Expressão relativa do RNAm para NLRC1, NLRC2, NLRC3, NLRC5 e NLRP2 em 

fragmentos de ateroma humano. (A) Lesões ateroscleróticas (n=50) versus amostras controle 

(n=3). (B) Lesões de pacientes sintomáticos (n=27) versus lesões de pacientes assintomáticos 

(n=23). Os pacientes foram agrupados de acordo com a presença de sintomas cerebrovasculares 

como ocorrência de AVC, episódio isquêmico transitório ou amaurose fugaz ipsilateral, no período 

de 6 meses anterior à cirurgia. * p ≤ 0,05. Mann Whitney. 
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4.2. Expressão da proteína dos receptores do tipo NOD (NLRs)  

A análise da presença da proteína foi realizada em 27 fragmentos de ateroma. A 

maioria das amostras (54,7%) foi obtida de pacientes considerados clinicamente 

sintomáticos, segundo os critérios descritos na casuística (item 3.1). 

Em trabalho anterior mostramos marcações positivas para IL-1 e IL-18  em 

macrófagos, células espumosas e células gigantes presentes em lesões ateroscleróticas 

(41). Como a produção dessas citocinas está relacionada com a ativação dos NLRs 

formadores de inflamassomas, procedemos a detecção de NLRP1, NLRP3 e AIM2 em 

lesões de ateroma humano.  

 A técnica de imuno-histoquímica revelou a presença de macrófagos e células 

gigantes positivas para NLRP1 (figura 8). Além disso, pudemos observar grande 

quantidade de macrófagos e células gigantes positivas para NLRP3 (figura 9A e B) e AIM2 

(figura 10 A e B), independente da presença de sintomatologia. 
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Figura 8. Amostra de lesão aterosclerótica marcada com anti-NLRP1. Marcações positivas 

(marrom) para NLRP1, em macrófagos (seta vermelha) e células gigantes (seta preta). Imuno-

histoquímica, anticorpo anti-NLRP1, 400x. 
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Figura 9. Amostra de lesão aterosclerótica marcada com anti-NLRP3. (A) Amostra proveniente de 

paciente assintomático. Marcações positivas (marrom) em célula gigante (seta). (B) Amostra 

proveniente de paciente sintomático. Marcações positivas (marrom) em células espumosas (seta). 

Imuno-histoquímica, anticorpo anti-NLRP3, 400x. 
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Figura 10. Amostra de lesão aterosclerótica marcada com anti-AIM2. (A) Amostra proveniente de 

paciente assintomático e (B) sintomático. Marcações positivas (marrom) em células gigantes e 

macrófagos. Imuno-histoquímica, anticorpo anti-AIM2, 400x. 

A 

B 
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O tamanho da área 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 não tabagista apresentou diferença na área 

positivamente marcada com o anticorpo anti-NLRP3. Não encontramos nenhuma 

diferença significante na área marcada de amostras agrupadas por sintomatologia ou 

outros fatores de risco. 

 

 

Figura 11. Quantificação da área 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 presença de sintomatologia e fatores de risco (tabagismo, hipertensão e 

diferença de gênero) e tiveram sua área de marcação 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 degradação de peptidoglicano da parede bacterina (57). Em nosso estudo, 

como verificamos a presença de RNAm para NLRC2 em lesões de ateroma, procedemos a 

investigação com a detecção da proteína. A marcação para NLRC2 foi realizada em uma 

amostra de ateroma proveniente de paciente sintomático e conforme mostra a figura 

12A, macrófagos foram positivamente marcados. Interessante notar a ausência de 

marcação em uma célula gigante circundando um cristal de colesterol (figura 12B, seta). 
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Figura 12. Amostra de lesão aterosclerótica marcada com anti-NLRC2. Amostra proveniente de 

paciente sintomático. (A) Marcações positivas (marrom) em macrófagos (seta). (B) Ausência de 

marcação em célula gigante circundando um cristal de colesterol (seta). Imuno-histoquímica, 

anticorpo anti-NLRC2, 400x  
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Posteriormente, analisamos a presença da proteína para NLRC5 (figura 13) e 

NLRC3 (figura 14). Marcações positivas para NLRC5 foram encontradas em células 

espumosas enquanto que, marcações para NLRC3 foram encontradas em  macrófagos e 

células gigantes.  

A quantificação da área de marcação para NLRC3 (figura 15) revelou diferenças 

estatísticas apenas quando comparamos o grupos de pacientes tabagista versus não-

tabagista. Não verificamos diferenças entre amostras dos grupos sintomático versus 

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

 

Figura 13. Amostra de lesão aterosclerótica marcada com anti-NLRC5. Marcações positivas 

(marrom) para NLRC5 em região com grande quantidade de células espumosas (seta preta). 

(400x). Imuno-histoquímica, anticorpo anti-NLRC5, 400x 
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Figura 14. Amostra de lesão aterosclerótica marcada com anti-NLRC3. (A) Amostra de paciente 

assintomático. Marcações positivas (marrom) em macrófagos e células gigantes (seta). (B) 

Amostra de paciente sintomático. Marcações positivas em células gigantes (setas). Imuno-

histoquímica, anticorpo anti-NLRC3, 400x  
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Figura 15. Quantificação da área marcada com o anticorpo anti-NLRC3 em amostras agrupadas 

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

presença de sintomatologia e fatores de risco (tabagismo, hipertensão e diferença de gênero) e 

tiveram sua área de marcação positiva quantificada pelo software GSA Image Analyser®. * p ≤ 

0,05. Mann Whitney. 

 
 

Finalmente, analisamos a presença da protease caspase-1, recrutada após 

formação do inflamassoma (60,77). O padrão de marcação positiva de caspase-1 mostrou-

se muito semelhante àquele observado nos NLRs, sendo essa protease abundante em 

macrófagos e células gigantes (figura 16A). Na figura 16B destacamos a presença da 

caspase-1 em célula gigante em torno de um cristal de colesterol. 

  Observamos maior área positiva para caspase-1 em paciente sintomáticos, 

quando comparado ao grupo assintomático (figura 17). Entretanto, não encontramos 

diferenças estatísticas quando comparamos a presença de fatores de risco para o 

desenvolvimento de lesões ateroscleróticas (tabagista versus não-tabagista, hipertenso 

versus normotenso e homem versus mulher).   
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Figura 16. Amostra de lesão aterosclerótica marcada com anti-caspase-1. (A) Marcações positivas 

(marrom) em macrófagos e células espumosas (setas). (B) Marcações positivas em célula gigante em torno 

de um cristal de colesterol (seta). Imuno-histoquímica, anticorpo anti -caspase-1, 400x  
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Figura 17. Quantificação da área marcada com o anticorpo anti-caspase-1 em amostras 

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

segundo a presença de sintomatologia e fatores de risco (tabagismo, hipertensão e diferença de 

gênero) e tiveram sua área de marcação positiva quantificada pelo software GSA Image Analyser®. 

* p ≤ 0,05. Mann Whitney. 

 

Nossos dados mostram que lesões de ateroma provenientes de carótida 

apresentam a expressão do RNAm e proteína para NLRP3. Dados recentes da literatura 

mostram que antígenos particulados estão diretamente envolvidos com a ativação deste 

receptor (72-74,110).  No contexto da aterosclerose, o principal antígeno particulado 

presente são os cristais de colesterol (111-113), depositado em grande quantidade em 

lesões instáveis. Este segundo bloco de experimentos teve por objetivo avaliar a produção 

de IL-1  (marcador indireto da ativação do inflamassoma), por monócitos/macrófagos 

após a estimulação com cristais de colesterol. 

 

4.3. Produção de IL-1  por monócitos e macrófagos após estimulação com 

cristais de colesterol 

Nessa seção analisamos a produção tanto da citocina IL-1 quanto de TNF- por 

monócitos e macrófagos frente aos estímulos cristal de colesterol e/ou LPS. Nas figuras 
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que seguem estão representadas todas as diferenças estatísticas encontradas, mas 

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

 

Produção de IL-1  por monócitos de sangue periférico 

Inicialmente verificamos a produção de IL-1  pelos monócitos, precursores dos 

macrófagos teciduais e, certamente, uma das primeiras células a atingir a íntima arterial. 

Nossos resultados mostraram que monócitos obtidos do sangue periférico não 

estimulados ou estimulados apenas com cristais de colesterol produziram uma pequena 

quantidade de IL-1  (figura 18A) e TNF-(figura 18B), embora a estimulação com LPS 

tenha induzido grande produção de ambas as citocinas (figura 18A e B). Um achado 

interessante foi o efeito aditivo de LPS e cristais de colesterol sobre a produção de IL-1 

(figura 18A), mas não de TNF-(figura 18B), embora a diferença não tenha sido 

estatisticamente significante. 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Produção de IL-1 e TNF- por monócitos do sangue periférico estimulados. Monócitos isolados 

do sangue periférico foram cultivados (0,25x10
6 

células/mL) na presença de LPS (20ng/mL), cristal de 

colesterol (2mg/mL), ambos ou apenas meio de cultura (s/e). Os sobrenadantes de cultura foram coletados 

após 8 horas de estímulo e as citocinas IL-1 (A) e TNF- (B) foram avaliadas por ELISA. Resultados 

representativos de cinco experimentos independentes. Cada barra representa a média  ± SEM. * p ≤ 0,05 em 

relação a s/e. 
+
 p ≤ 0,05 em relação a LPS + cristal de colesterol . Teste t pareado. 
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Produção de IL-1  por macrófagos M1 e M2 diferenciados in vitro a partir de monócitos 

do sangue periférico 

Primeiramente, para verificar se as condições de cultura descritas em materiais e 

métodos (item 3.5.) foram adequadas para a diferenciação de macrófagos nas 

subpopulações M1 (macrófago com perfil inflamatório) e M2 (macrófago com perfil 

imunomodulador) foi feita a fenotipagem por citometria de fluxo.  

 A figura 19 mostra a diferenciação de macrófagos M1 e M2 confirmada pela 

expressão diferencial de marcadores de superfície (25-28). Primeiramente, verifica-se 

maior expressão do marcador CD68 pelas duas populações de macrófagos, quando 

comparadas aos monócitos. Macrófagos M1 apresentam menor expressão das moléculas 

CD14, CD206 e CD163, em comparação com os macrófagos M2. Por outro lado, a 

população M2 apresenta menor expressão de CD1a, MHC de classe II, CD80 e CD86 

quando comparada a macrófagos. 

Além das moléculas de superfície, esses macrófagos também são distintos quanto 

ao perfil de citocinas produzidas, sendo que os M1 produzem preferencialmente citocinas 

inflamatórias e os M2 citocinas anti-inflamatórias (25-28). A análise dos sobrenadantes de 

cultura das duas populações de macrófagos (figura 20) mostrou que o subtipo M1 

produziu quantidades maiores de TNF- em relação ao M2, que por sua vez apresentou 

produção aumentada de IL-10. As duas populações produziram níveis semelhantes da 

citocina IL-6 e não detectamos IL-1 no sobrenadante de cultura de nenhuma delas. 
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Figura 19. Citometria de fluxo de células CD14+ submetidas às condições de cultura para 

diferenciação de macrófagos em M1 e M2. A-C: “Dot-plots” representativos da análise por 

citometria de fluxo da distribuição por tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) de monócitos 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 marcação de superfície com anticorpos anti -CD14 (D), anti-

CD68 (E), anti-CD11b (F), anti-CD1a (G), anti-CD206 (H), anti-CD163 (I), anti-MHC de classe II (J), 

anti-CD80 (K) e anti-CD86 (L). Os histogramas foram gerados a partir dos gates destacados nos 

“dot-plots” (monócitos - verde; M1 - azul e M2 - vermelho). 
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Figura 20. Produção de IL-10, TNF- , IL-6 e IL-1 por macrófagos M1 e M2. Macrófagos derivados 

de monócitos do sangue periférico foram diferenciados nas subpopulações M1 e M2 após cinco 

dias de incubação na presença de GM-CSF (50 ng/mL) ou de M-CSF (100 ng/mL), respectivamente. 

Resultados representativos de três experimentos independentes. Cada barra representa a média ± 

SEM, com * p ≤ 0,05. Teste t. ND=não detectado. 

 

Estabelecidas as condições de diferenciação, os macrófagos M1 e M2 foram 

estimulados com LPS e/ou cristal de colesterol e o sobrenadante das culturas foi coletado 

para detecção das citocinas IL-1e TNF-. 

Os resultados mostrados na figura 21 (painel A) revelam que a estimulação apenas 

com os cristais de colesterol induziu uma pequena produção de IL-1 enquanto que a 

presença do LPS sozinho levou ao aumento na produção, ainda que em níveis 

intermediários.  Entretanto, da mesma forma como aconteceu na cultura de monócitos, a 

estimulação conjunta de LPS e cristais de colesterol teve efeito aditivo na produção de IL-

1 . Interessante notar que sob essas condições os macrófagos M2 apresentarem 

tendência de maior produção de IL-1  em comparação aos macrófagos M1.  
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Com relação à produção de TNF- (figura 21B) observamos que a estimulação com LPS 

induziu grande aumento na produção dessa citocina e que a presença concomitante de 

cristal de colesterol não representou efeito aditivo. Além disso, verificamos maior 

produção de TNF-por macrófagos M2. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Produção de IL-1 e TNF- por macrófagos M1 e M2 derivados de monócitos. Macrófagos 

derivados de monócitos foram diferenciados na presença de GM-CSF (50ng/mL) ou M-CSF (100ng/mL), 

respectivamente. Posteriormente foram cultivados (0,25x10
6 

células/mL) na presença de LPS (20ng/mL), 

cristal de colesterol (2mg/mL), ambos ou apenas meio de cultura (s/ est). Os sobrenadantes de cultura 

foram coletados após 8 horas de estímulo e as citocinas IL-1 (A) e TNF- (B) foram avaliadas por ELISA. 

Resultados representativos de quatro experimentos independentes. Cada barra representa a média ± SEM. * 

p ≤ 0,05 em relação a s/e; +
 p ≤ 0,05 em relação a LPS + cristal de colesterol. Símbolos de cor azul mostram 

comparações entre culturas de macrófagos M1; símbolos vermelhos comparam culturas de macrófagos M2 

(Teste t pareado).  # p ≤ 0,05, Teste t. ND = não detectado.  
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Produção de IL-1por macrófagos THP/Mɸ, M1a, M2a e M2c derivados de células THP-

1 

As células THP-1 são células de linhagem monocítica, frequentemente empregadas 

para investigações in vitro do papel de macrófagos humanos (114), já que após estímulo 

com PMA são capazes de se diferenciar. Além disso, conforme o tipo de citocina 

adicionada, macrófagos com perfis distintos podem ser gerados, a saber, M1 

(inflamatório), M2a e M2c (compõem um continuum de populações imunomoduladoras , 

além de outras funções).  

Após diferenciação in vitro, as subpopulações celulares foram estimuladas da 

mesma forma como aquela procedida com monócitos e macrófagos M1 e M2 derivados 

de monócitos. A estimulação apenas com cristal de colesterol ou LPS induziu produção de 

níveis relativamente baixos de IL-1em todas as populações avaliadas. Há que se 

observar, todavia, que M1, após estímulo com cristal de colesterol, produziu muito mais 

IL-1que os outros subtipos de macrófagos (figura 22A).  A presença de cristais de 

colesterol e LPS teve um efeito aditivo notável em todas as culturas, resultando em 

grande produção da citocina em questão (figura 22A), o mesmo observado no 

sobrenadante de cultura de monócitos (figura 18A) e macrófagos M1 e M2 (figura 21A).  

A produção de TNF-foi fortemente estimulada por LPS e a presença 

concomitante de cristal de colesterol não representou aumentou na produção dessa 

citocina por nenhuma das populações de macrófagos (figura 22B). Curiosamente, as 

células M1 foram as únicas produtoras de TNF-frente ao estímulo com cristal de 

colesterol ou mesmo na ausência de qualquer estímulo.  
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Figura 22. Produção de IL-1 e TNF- por macrófagos THP/Mɸ, M1, M2a e M2c derivados de células THP-

1. Células THP-1 foram diferenciadas em macrófagos na presença de PMA por 24 horas. Os subtipos de 

macrófagos THP/Mɸ, M1, M2a, e M2c foram obtidos após adição apenas de meio de cultura suplementado, 

LPS (20ng/mL) + IFN- (20ng/mL), IL-4 (20ng/mL) ou IL-10 (20ng/mL), respectivamente. Cada população foi 

cultivada (0,25x10
6 

células/mL) na presença de LPS (20ng/mL), cristal de colesterol (2mg/mL), ambos ou 

apenas meio de cultura (s/ est). Os sobrenadantes de cultura foram coletados após 8 horas de estímulo e as 

citocinas IL-1 (A) e TNF-(B) foram avaliadas por ELISA. Resultados representativos de cinco experimentos 

independentes. Cada barra representa a média ± SEM. * p ≤ 0,05 em relação a s/e; +
 p ≤ 0,05 em relação a 

LPS + cristal de colesterol. Símbolos em preto mostram comparações entre culturas de células THP/Mɸ; 

símbolos na cor azul comparam macrófagos M1; símbolos em vermelho comparam macrófagos M2a; 

símbolos verdes comparam macrófagos M2c (Teste t pareado).  # p ≤ 0,05, ANOVA com pós-teste de 

Bonferroni. ND = não detec tado. 
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Avaliação do efeito de inibidores específicos na produção de IL-1  por macrófagos 

derivados de células THP-1 

Para tentar identificar a via de sinalização envolvida na ativação do NLRP3 em 

nosso modelo celular, células THP/Mɸ foram geradas e estimuladas com LPS + cristais de 

colesterol na presença ou ausência de diversos inibidores: 1) citocalasina D, metabólito 

fúngico com potente capacidade de inibir a polimerização da actina, impedindo a 

fagocitose; 2) CA074, inibidor de catepsina B; 3) Bafilomicina, inibidor de H+-ATPase 

vacuolar, que atua impedindo a acidificação de fagossomo; 4) N-acetil-L-cisteína, agente 

antioxidante que inibe a produção de reativos intermediários de oxigênio. 

Além disso, tentamos inibir diretamente o NLRP3 usando Bay 11-7082 e 

Partenolida. Ainda que originalmente descritos como inibidores do fator de transcrição 

NF-kB [29], trabalho recente mostrou que Bay 11-7082 provoca inibição do NLRP3 e 

Partenolida pode promover a inibição de vários inflamassomas [29]. Finalmente, foi 

utilizado o composto Z-WEHD-FMK, que inibe as caspases inflamatórias de maneira 

específica, promovendo a inibição da produção de IL-1 . 

Após 8 horas de cultura na presença do inibidor o sobrenadante foi coletado para 

avaliação dos níveis de IL-1  e TNF-. A figura 23A mostra que, ainda que em diferentes 

níveis, a maioria dos inibidores testados foi capaz de inibir a produção da citocina IL-1 . A 

única exceção foi N-acetil-L-cisteína que aumentou a produção dessa citocina.  

Para averiguar a especificidade da interferência dos inibidores na produção de IL-

1 , medimos também os níveis de TNF- no sobrenadante, já que, após estimulação com 

LPS, a via de ativação necessária é a do NF-kB. Verificamos que os inibidores Citocalasina, 
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CA074, Bafilomicina e Z-WEHD-FMK atuaram de forma específica, já que a produção de 

TNF-nas culturas em que estavam presentes não foi significativamente diferente da 

produção 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-cisteína também foi capaz de inibir 

consideravelmente a produção de TNF- (figura 23B). 

Como os inibidores testados foram diluídos em DMSO, foi realizado experimento 

controle no qual estimulamos macrófagos derivados de células THP-1 com LPS+cristal na 

presença do solvente, com o objetivo de excluir a ocorrência de morte celular. Os 

resultados mostraram produção normal de IL-  confirmando a viabilidade celular (dados 

não mostrados). 

 

 



96 
 

 

 

 

Figura 23. Produção de IL-1e TNF- por células THP/Mɸ na presença de diversas classes de 

inibidores. Células THP-1/Mɸ foram cultivadas (0,25x106 células/mL) na presença 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 [2µM], CA074 [20 µM], Bafilomicina [20 

µM], N-acetil-L-cisteína [20 µM], Bay 11-7082 [24 µM], Partenolida [20 µM], Z-WEHD-FMK 

[10M]). Os sobrenadantes de cultura foram coletados após 8 horas de estímulo e as citocinas IL-

1 (A) e TNF- (B) foram avaliadas por ELISA. Resultados representativos de cinco experimentos 

independentes. Cada barra representa a média ± SEM, com * p ≤ 0,05 em relação a LPS + cristal. 

Teste t pareado. ND=não detectado 
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4.4. Avaliação da atividade da citocina IL-1  na produção de mediadores 

inflamatórios por células musculares lisas e células endoteliais 

Estudos experimentais mostraram menor desenvolvimento da placa 

aterosclerótica em camundongos deficientes em IL-1 e aumento da lesão em animais 

expostos ao excesso dessa citocina (82). Em humanos, IL-1 foi detectada em 

concentrações mais elevadas em artérias coronárias com lesão aterosclerótica quando 

compara a artérias normais (115-118). Macrófagos, após reconhecerem cristais de 

colesterol e outros estímulos aterogênicos, como a LDL oxidada, passam a produzir IL-1 

ativa (clivada). Essa citocina, além da ação autócrina, modifica o microambiente da lesão 

pela ativação de outros grupos celulares, como células endoteliais e células musculares 

lisas (7,96). 

Tendo em vista a participação fundamental da IL-  na aterogênese e no 

agravamento do processo inflamatório na lesão já instalada, procuramos avaliar a ação 

dessa citocina na produção de mediadores inflamatórios - metaloproteinases, catepsinas e 

quimiocinas -  sobre células musculares lisas e células endoteliais . 

 

Produção de catepsinas e metaloproteinases por células musculares lisas após estímulo 

com IL-1  

Primeiramente, avaliamos a produção 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) após estimulo com a citocina recombinante IL1- . A adição de IL-

1teve efeito significativo na produção de catepsina S (figura 24B) e a MMP3 (figura D) 

por HVSMCs estimuladas, quando comparado às células não estimuladas, que produziram 
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níveis muito baixos dessas proteases. Em relação a catepsina L e MMP1 os níveis basais 

(HVSMCs não estimuladas) já estavam elevados e não observamos incremento nessa 

produção após estímulo com IL-1(figura 24A e C).  Em nossos experimentos não 

conseguimos detectar MMP9, mesmo após estimulação com IL-1  (dados não mostrados). 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Produção de catepsinas e metaloproteinases por células HVSMCs estimuladas com IL-

1. HVSMCs foram cultivadas na presença apenas de meio de cultura (s/e) ou IL-1 (1ng/mL). Os 

sobrenadantes de cultura foram coletados após 24 horas de estímulo e os níveis 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 relação a 

s/e.  Teste t pareado. 
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 Produção de quimiocinas por células musculares lisas e células endoteliais após 

estímulo com IL-1 

Células musculares lisas de aorta humana (HVSMCs) e células endoteliais de cordão 

umbilical humano (HUVECs) foram usadas para avaliação do efeito da IL-1  na produção 

de quimiocinas. As quimiocinas avaliadas foram CCL2, CXCL8 e CCL5, importantes na 

quimiotaxia de monócitos, CXCL10, CXCL9 e CXCL16, quimioatraentes principalmente de 

linfócitos, e CX3CL1, quimiocina tanto de monócitos quanto de linfócitos. Com relação à 

produção de CCL2 (figura 25A), CXCL8 (figura 25B) e CCL5 (figura 25C) observamos que 

tanto as HVSMCs como as HUVECs responderam à presença de IL-1 aumentando a 

produção das quimiocinas. É interessante notar que a produção de CXCL8 foi muito maior 

que a das outras quimiocinas (figura 25B). CXCL10 e CXCL16 foram produzidas apenas por 

células endoteliais e após estimulação (figura 25D e E). Verificamos que a quimiocina 

CXCL16 é produzida espontaneamente por HUVECs em níveis consideráveis e que a adição 

de IL-1  aumenta sua produção, mas não significativamente (Figura 25E). A quimiocina 

CXCL9 não foi detectada no sobrenadante de nenhum dos tipos celulares, mesmo após 

estimulação com IL-1  (dados não mostrados) 
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Figura 25. Produção de quimiocinas por células HVSMCs e HUVECs estimuladas com IL-1. 

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

1(1ng/mL). Os sobrenadantes de cultura foram coletados após 24 horas de estímulo e os níveis 

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 relação a s/e. Teste t pareado. ND= não detectado. 
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5. Discussão 
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Diversos trabalhos mostram o papel crucial da resposta inflamatória nos eventos 

iniciais e no desenvolvimento das lesões ateroscleróticas . Além disso, também é claro o 

envolvimento da inflamação nos mecanismos responsáveis pela desestabilização e ruptura 

das placas, que podem culminar, por exemplo, em infarto agudo do miocárdio ou acidente 

vascular cerebral (6,7,96). 

A ativação da resposta imunológica inata na aterogênese é um evento em que a 

participação de macrófagos é preponderante, sendo essas células as mais abundantes na 

lesão (23). Os macrófagos presentes na íntima arterial expressam uma variedade de 

receptores de reconhecimento padrão (PRRs), dentre eles os receptores do tipo NOD 

(NLRs) (8,31). Proteínas NLRs são sensores citoplasmáticos e estão envolvidos na ativação 

do fator de transcrição NF-kB, morte celular por piroptose, regulação da sinalização de 

vias inflamatórias, transcrição do complexo maior de histocompatibilidade (MHC) e 

processamento de caspase-1 com consequente liberação de potentes citocinas 

inflamatórias como IL-1  e IL-18 através da formação de inflamassomas (42,43,60).  

Os inflamassomas estão relacionados ao desenvolvimento de diversas doenças de 

caráter inflamatório, como doença inflamatória intestinal, vitiligo, gota e diabetes do tipo 

1 e 2 (119-122).  

Em estudo anterior, observamos a presença de macrófagos positivos para IL-18 ao 

redor de cristais de colesterol em amostra de lesão aterosclerótica proveniente de 

endarterectomia carotídea  (95). Tendo em vista estudos recentes que apontam o papel 

crucial da ativação de receptores do tipo NOD para promover a clivagem e liberação da 

forma biologicamente ativa da IL-18 (assim como IL-1) (60,62,77), nosso achado 
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representou um indicativo da presença dessa plataforma multiproteica nas lesões de 

ateroma. A fim de aprofundar a investigação, nesse trabalho avaliamos a expressão de 

RNAm e proteína de alguns NLRs formadores de inflamassomas em amostras de lesões 

humanas. As proteínas estudadas foram NLRP1, NLRP3, NLRC4 e NAIP. AIM2, membro da 

família HIN200 de proteínas que reconhecem DNA, também foi incluída nesse grupo já 

que é capaz de oligomerizar, formar inflamassoma e promover processamento de IL-1  e 

IL-18 (65).  

Nossos resultados de expressão gênica revelaram a presença de NLRP1, P3, C4 e 

NAIP, além de AIM2 nas lesões de ateroma humano. Entretanto, pacientes assintomáticos 

apresentaram maior expressão relativa de NLRP1, NLRP3, NLRC4 e NAIP quando 

comparados ao grupo sintomático. Esses achados contrastaram com as expectativas, uma 

vez que expressão elevada de NLRs tem sido associada a doenças inflamatórias  (123).  As 

diferenças observadas entre as amostras de pacientes sintomáticos e assintomáticos 

podem estar associadas a polimorfismos nos genes codificadores de NLRs. Hermansson et. 

al. (124) encontraram baixa expressão do RNAm para NLRP3 em tecido cardíaco 

isquêmico em comparação ao tecido controle associando tal achado à presença de 

polimorfismos no gene para NLRP3, que poderia contribuir para o aumento da resposta 

inflamatória nesse tecido. 

Ao avaliar a presença da proteína, observamos grande quantidade de marcações 

positivas para NLRP1, NLRP3 e AIM2 em macrófagos células gigantes e células espumosas. 

Não encontramos diferenças na área total de marcação com NLRP3 e AIM2, mas a 

presença desses receptores indica seu possível envolvimento no processo de ativação de 
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macrófagos a antígenos presentes no microambiente das lesões. A única exceção foi 

maior área marcada por NLRP3 em pacientes tabagistas, sugerindo ação nociva do tabaco.  

Uma característica em comum dos inflamassomas é a necessidade da proteína 

adaptadora ASC, que tem a função de recrutar caspase-1 (109). Trabalhos experimentais 

mostram que camundongos C57BL/6 ASC-/- apresentam menor desenvolvimento de lesões 

na íntima vascular após injúria, com diminuição da expressão de IL-1  e IL-18, resultando 

em diminuição da inflamação vascular (102).  A análise dos dados de expressão gênica 

mostraram que lesões de ateroma humano expressam RNAm para ASC, sendo ela maior 

em amostras  provenientes de pacientes assintomáticos. Esse dado está em acordo com 

os achados anteriores e, de forma geral, indicam a presença e ativação de inflamassomas 

em lesão de ateroma. 

A ativação de inflamassomas pode promover o recrutamento e ativação da 

caspase-1 (125). A caspase-1 está presente no citoplasma de células fagocíticas como um 

zimógeno inativo e, após estimulação por sinais microbianos ou endógenos, s ofre 

autoativação proteolítica tornando-se um heterodímero enzimaticamente ativo (63). Essa 

protease é essencial para a clivagem da pró-IL-1  e pró-IL-18 nas suas formas 

biologicamente ativas (58). Nossos dados mostraram a presença do RNAm de caspase-1 e 

IL-1 em todas as lesões analisadas, embora não tenha sido observado diferenças na 

expressão entre pacientes sintomáticos e assintomáticos. Também foi detectada grande 

quantidade de caspase-1 em macrófagos e células gigantes presentes em lesões 

ateroscleróticas por imuno-histoquímica. Em alguns casos foram observadas células 

gigantes positivas para caspase-1 envolvendo cristais de colesterol sugerindo um possível 
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mecanismo de ativação e produção desta protease por macrófagos. As amostras de lesões 

de pacientes sintomáticos apresentaram maior área marcada para caspase-1, quando 

comparado às placas de pacientes assintomáticos. Embora não tenham sido observadas 

diferenças quanto a expressão gênica, a detecção de maiores quantidades da proteína em 

pacientes sintomáticos poderia estar relacionada à maior gravidade do quadro clínico, 

tendo em vista o papel crucial da  caspase-1 na geração de IL-1  e IL-18 e consequente 

aumento da resposta inflamatória.  

NLRC1 e NLRC2 foram os primeiros membros da família dos NLRs a serem 

identificados e estudados, sendo esses receptores capazes de detectar fragmentos da 

parede bacteriana (53-55,57,89). Antes mesmo da hipótese do envolvimento dos lipídeos, 

patologistas acreditavam que a aterosclerose podia ter origem infecciosa baseado nas 

características micro e macroscópicos das lesões. Entre os agentes que promovem 

aterosclerose em modelos animais e têm associação com a patologia em humanos estão: 

C. pneumoniae, P. gingivalis, T. denticola, A. actinomycetemcomitans, H. pylori e 

citomegalovirus (126). Diversos autores mostraram a presença de agentes infecciosos nas 

lesões e sugerem que isso possa levar à formação e agravamento de lesões 

ateroscleróticas por disfunção endotelial e ativação de cascatas de sinalização 

inflamatórias. Por exemplo, Chlamydophila pneumoniae foi detectada em estrias 

gordurosas e placas ateroscleróticas (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 à doença periodontal e 

injúria cardiovascular graças a indução da expressão de HSP70 e hemoxigenase 1 (129). 

Nossos dados mostram a expressão do RNAm para NLRC1 e NLRC2 em todas as 

amostras avaliadas, com maior expressão relativa do NLRC2 em amostras de pacientes 

assintomáticos em relação às amostras de sintomáticos. A presença desses dois 

receptores indica que macrófagos de lesão de ateroma estão mais  suscetíveis à ativação 

por antígenos microbianos provenientes de infecções adquiridas durante o processo de 

aterogênese. A pesquisa do NLRC2 por imuno-histoquímica mostrou grande expressão 

dessa proteína em macrófagos presentes nas lesões, dado em acordo com trabalho 

publicado por Mokhtari et al (2007). Além disso, a presença do polimorfismo 

Leu1007fsinsC no NLRC2 está associada com aumento do risco de desestabilização das 

lesões em pacientes com doença aterosclerótica (130). Dessa forma, seria interessante 

investigar se lesões com maior quantidade de marcação positiva são provenientes de 

pacientes com altos títulos de anticorpos para doenças infecciosas, como citomegalovírus 

e clamídia o que iria corroborar nossos achados  de expressão de NLRC1 e C2 em lesões de 

ateroma. 

Identificamos também a expressão do RNAm para NLRC3, NLRC5 e NLRP2 que 

podem ter funções imunorreguladoras (44,62,109). A análise desses dados mostrou que 

as amostras de ateroma apresentam expressão do RNAm de NLRC3,  NLRC5 e NLRP2, mas, 

novamente, observamos maior expressão em pacientes assintomáticos. Além disso, 

detectamos intensa marcação para NLRC3 em macrófagos e células espumosas, mas baixa 

quantidade de marcação para NLRC5 em lesões de ateroma. Este é o primeiro relato da 



108 
 

presença desse grupo de NLRs em lesões de ateroma humano. Schneider et. al. (131) 

mostraram experimentalmente que NLRC3 inibe a sinalização de TLR6 pela modificação da 

proteína sinalizadora TRAF6. NLRC5 parece ser importante regulador da resposta inata 

antiviral e também pode atuar como um regulador negativo da resposta inflamatória ao 

impedir a ativação do fator de transcrição NF-kB (49,132). NLRP2, também foi encontrado 

com maior expressão relativa em pacientes assintomáticos comparado aos sintomáticos 

NLRP2. Inicialmente associado à inibição da via de sinalização de NF-kB (133), também foi 

encontrado sendo expresso durante a diferenciação de progenitores hematopoiéticos e 

células-tronco (134). Entretanto, trabalho recente associou a presença de NLRP2 em 

astrócitos humanos à inflamação e danos no sistema nervoso central (135). Esses achados 

contraditórios evidenciam a necessidade de mais estudos envolvendo envolvam NLRP2.  

Pouco é conhecido sobre a atividade desses receptores na ativação e controle da 

resposta imunológica inata, especialmente no contexto da aterosclerose, mas a expressão 

aumentada de NLRC3, NLRC5 e, parcialmente, NLRP2 em lesões de ateroma de pacientes 

assintomáticos pode estar associada a algum mecanismo de feedback negativo acionado 

para conter a ativação excessiva do fator de transcrição NF-kB, reduzindo a resposta 

inflamatória no ambiente aterosclerótico e, consequente, promovendo  estabilidade das 

lesões.  

A expressão relativa de NLRP3, NLRC4, NLRC2, NLRC3 e caspase-1 foi maior em 

amostras de lesão na comparação com amostras controle, mas esses resultados devem 

ser analisados com cautela, tendo em vista o pequeno número de amostras controle 

(n=3). O agrupamento dos pacientes segundo fatores de risco (hipertensão arterial, 
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consumo de tabaco e gênero) também não revelou diferença estatística na expressão de 

nenhum RNAm analisado, mostrando não haver uma correlação direta entre eles.  

A participação de macrófagos na ativação da resposta inata na aterogênese é 

preponderante, sendo essas células responsáveis pelo reconhecimento de antígenos 

como a LDLox e a HSP60 presentes na íntima arterial (6,7). Em trabalho anterior 

mostramos que a LDLox estimula a produção de grande quantidade de CCL2 por CMSPs de 

pacientes com doença aterosclerótica documentada (angina estável e instável). Essa 

quimiocina recruta monócitos e, provavelmente, está envolvida no aumento da 

quantidade de macrófagos nas lesões. Conforme já comentado, um achado interessante 

de nosso grupo foi a presença de macrófagos positivos para IL-18 ao redor de cristais de 

colesterol (95), aos quais tem sido atribuído importante papel na aterosclerose (31,109-

111). Partindo deste achado, foram realizados experimentos para identificar o potencial 

de cristais de colesterol em induzir a produção de IL-1  por monócitos humanos e por 

subpopulações de macrófagos. Diferenciamos macrófagos humanos in vitro nos subtipos 

M1 ou M2, e também utilizamos células da linhagem THP-1, as quais foram diferenciadas 

em quatro populações de macrófagos - THP/Mɸ, M1, M2a e M2c. O estímulo de 

monócitos humanos, macrófagos M1 ou M2 e células derivadas da linhagem THP-1 

apenas com cristais de colesterol não levou a produção aumentada de IL-1 . Entretanto, a 

associação de LPS e cristais de colesterol induziu grande produção da citocina em todos os 

tipos celulares investigados. Esses resultados estão de acordo com dados recentes da 

literatura que indicam um papel importante dos cristais de colesterol na indução da 

produção de IL-1por macrófagos [20, 38]. 
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Após estimulação com LPS, os macrófagos anti-inflamatórios (subtipo M2 humano 

e M2c derivado da linhagem THP-1) apresentaram grande capacidade produtora de 

citocinas inflamatórias, como TNF- e IL-1 . Diversos trabalhos têm mostrado que as 

populações de macrófagos apresentam plasticidade fenotípica, moldando-se ao 

microambiente em que estão presente [39, 40]. Nesse contexto, uma célula altamente 

inflamatória (M1), necessária para os estágios iniciais da resposta imunológica a 

patógenos, pode tornar-se uma célula anti-inflamatória após a eliminação do estímulo 

inflamatório e a necessidade de processos de reparo tecidual. O inverso também pode 

ocorrer e nossos resultados sugerem que, após estímulo com LPS os macrófagos M2 

podem ter se tornado células inflamatórias, do subtipo M1, passando a promover 

resposta inflamatória intensa. 

A produção diferencial de IL-1 e TNF- no sobrenadante das culturas de 

monócitos e macrófagos evidenciou a independência das vias de ativação dessas citocinas. 

A produção de TNF- foi estimulada pelo reconhecimento do LPS por TLR4 e consequente 

ativação de NF-kB (31,46). Por outro lado, a liberação de IL-1ativa necessita, além desse 

primeiro estímulo, de um antígeno particulado (no caso, cristal de colesterol) que irá 

disparar a formação do inflamassoma NLRP3 (110,111,113). 

O estudo da participação dos inflamassomas no processo aterosclerótico ainda é 

muito incipiente, com resultados mostrando apenas a participação e ativação do NLRP3. 

Em trabalho pioneiro Duewell et al (2010) (110) mostraram que a presença de cristais de 

colesterol nas lesões ateroscleróticas coincide com a migração das primeiras células 

inflamatórias em camundongos submetidos a dieta hipercolesterolêmica.  Além disso, 
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utilizando um modelo de transplante de células de medula óssea em camundongos 

propensos a desenvolver aterosclerose (LDLR -/-), os autores mostraram que a deficiência 

de NLRP3 ou ASC promove diminuição da formação precoce de ateromas nesses animais. 

Também foi demonstrado que o estímulo com cristais de colesterol induz a produção de 

IL-1 em macrófagos humanos dependente do inflamassoma formado pelo NLRP3 (113).  

Por outro lado, trabalho no qual se utilizou camundongos ApoE -/- e NLRP3 deficientes não 

foi observada redução na formação da lesão (136). Embora os resultados relacionados à 

progressão do ateroma em modelos experimentais sejam contraditórios, não há dúvida de 

os cristais de colesterol presentes nas lesões funcionam como um sinal de perigo, 

ativando macrófagos via NLRP3. Além disso, propõe-se que esse inflamassoma possa ser 

ativado por mecanismos que envolvem aumento do efluxo de potássio, produção de 

reativos intermediários do oxigênio (geradas na mitocôndria e por NADPH oxidases 

residentes nos fagócitos) e liberação de catepsina B como consequência da ruptura de 

lisossomos após fagocitose de material particulado (76-80). 

Alguns experimentos foram realizados na tentativa de identificar a via de ativação 

do NLRP3, responsável pela produção de IL-1  em células THP-1/Mɸ estimuladas com 

cristais de colesterol. Nesses experimentos utilizamos diferentes classes de inibidores, 

testando dois mecanismos atualmente propostos para ativação indireta de NLRP3: 

produção de ROS e liberação de catepsina B. CA074, inibidor de catepsina B, foi capaz de 

inibir a produção de IL1- . Isso pode ser indicativo que sua presença é importante para a 

montagem do inflamassoma e liberação de IL1- . Citocalasina D, um potente inibidor da 

polimerização de actina e Bafilomicina, inibidor de acidificação de fagossoma, também 
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foram capazes de inibir a produção da citocina em questão.  Esses achados estão em 

acordo com a literatura, pois já está bem estabelecido que a fagocitose de antígenos 

particulados promove ruptura de fagosoma, com consequente liberação de catepsina B 

(79). 

Também avaliamos o papel da inibição direta de NLRP3 e do produto da sua 

ativação, a caspase-1. A utilização de Partenolida, Bay-11-7082 e inibidor de caspase-1 

foram capazes de impedir a produção de IL-1 . Entretanto, os inibidores de NLRP3 

utilizados também interferem com a via de sinalização do NF-kB, de forma que não 

podemos afirmar que os cristais de colesterol estão ativando de maneira direta o NLRP3. 

Por outro lado, a inibição da caspase-1 fornece um dado concreto da ativação do NLRP3 

por inibir justamente a principal via de sinalização deste receptor.  

 Para finalizar, testamos outra via de ativação do NLRP3, a produção de reativos 

intermediários do oxigênio. Para nossa surpresa, o tratamento com N-acetil-L-cisteína, 

agente antioxidante que impede a produção de reativos intermediários do oxigênio (ROS), 

não foi capaz de reduzir a liberação da citocina. Em conjunto, esses achados indicam a 

importância da fagocitose e liberação de catepsina B para ativação de NLRP3 e 

consequente produção de IL-1  frente ao estímulo com cristais de colesterol. 

A aterosclerose é fortemente influenciada em todas as fases por mediadores 

inflamatórios produzidos pelas células do microambiente da lesão e, certamen te, a IL-1 

ativa produzida por macrófagos pode ser destacada como um importante ativador de 

outros tipos celulares presentes no ateroma (6,58,96). Sob interferência dessa citocina, 
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células endoteliais e musculares lisas adquirem um caráter inflamatório e passam a 

produzir mediadores da inflamação, como proteases e quimiocinas (6,58,96). 

Enzimas proteolíticas como metaloproteinases de matriz (MMPs) e catepsinas 

podem degradar matriz extra-celular e contribuir para a desestabilização da placa 

(137,138). Vários trabalhos mostram a presença 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 macrófagos (138,139). Além disso, MMPs já foram 

extensivamente estudadas na aterosclerose com camundongos knockout, modelos de 

superexpressão ou análises genéticas relacionando polimorfismos a tendência de 

desestabilização de placas (137,140-143). 

Nosso trabalho enfatizou a investigação in vitro da influência da IL-1  sobre a 

produção de catepsinas e metaloproteinas por células musculares lisas (HVSMCs). Nossos 

achados mostraram que as células adquiriram caráter inflamatório após estimulação, já 

que detectamos níveis elevados de catepsina L, S, MMP1 e MMP3 no sobrenadante. A 

ação colagenolítica e elastinolítica dessas proteínas com certeza tem papel preponderante 

na desestabilização da placa. 

A presença de quimiocinas no microambiente da lesão representa constante 

recrutamento de monócitos, linfócitos e perpetuação de todo o processo inflamatório 

corrente na lesão (144). Diversas classes de quimiocinas são expressas em modelos 

murinos e placas ateroscleróticas humanas, sendo a maior expressão de quimiocinas pro-

inflamatórias e seus receptores correlacionada com a progressão das lesões em 

camundongos hiperlipidêmicos (144). Estudos com camundongos ApoE -/- ou LDLr-/- 
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deficientes para quimiocinas ou receptores de quimiocinas elucidaram o papel de várias 

desses mediadores no recrutamento de leucócitos para as lesões.  Por exemplo, 

camundongos propensos a desenvolver aterosclerose e que também são deficientes em 

CCL2 ou CCR2 revelaram redução na formação da lesão. Em alguns desses modelos a 

atenuação da lesão também foi acompanhada de redução do número de macrófagos no 

arco aórtico (145-147).  

Ao estimular células endotelias e células musculares com IL-1 observamos 

incremento na produção de quimiocinas importantes no recrutamento tanto de 

monócitos quanto de linfócitos. As HVSMCs produziram apenas CCL2, CXCL8 e CCL5, mas 

as HUVECs, além dessas quimiocinas, produziram também CXCL10, CX3CL1 e CXCL16. Essa 

diferença pode representar uma maior importância das células endoteliais no 

recrutamento dos leucócitos ou mesmo maior sensibilidade à citocina IL-1De qualquer 

forma, o recrutamento controlado de leucócitos é crucial para a geração da resposta 

imune, mas o tráfego inapropriado pode levar ao desenvolvimento de doenças 

inflamatórias crônicas, como a própria aterosclerose. 

Em conjunto, nossos resultados mostraram que as lesões ateroscleróticas humanas 

expressam NLRs associados a diversas funções biológicas, entre eles o NLRC3, associados à 

modulação da resposta inflamatória, cuja presença foi relatada na aterosclerose até o 

momento. Além disso, ficou claro o papel-chave dos cristais de colesterol na ativação de 

monócitos e macrófagos, que passaram a produzir grandes quantidades da citocina 

inflamatória IL-1 . Essa produção provavelmente se dá pela ativação de NLRP3, detectado 

em grande quantidade nas lesões ateroscleróticas analisadas . Os experimentos de 
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estimulação das células musculares lisas e endoteliais ressaltaram a importância da IL-1 

como agente inflamatório e desestabilizador das lesões .  

Os avanços no entendimento da patogênese inflamatória da aterosclerose ainda 

são pouco traduzidos para a prática clínica. Abordagens terapêuticas que visam inibir a 

resposta inflamatória ainda não mostraram, de forma efetiva, um efeito na diminuição de 

eventos cardiovasculares.  Nesse contexto, um estudo clínico em andamento está 

avaliando se a inibição da IL-1 comparada com placebo pode reduzir as taxas de infarto 

do miocárdio recorrente, AVC e morte em pacientes com diabetes tipo 2, com alto risco 

vascular. Resultados parciais mostram diminuição de biomarcadores de inflamação como 

PCR, IL-6 e fibrinogênio (148). 
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6. Conclusão 
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Nosso trabalho mostrou a presença de RNAm e proteína de diversos NLRs em 

placas de ateroma humano, incluindo o NLRC3, relacionado à regulação resposta  

inflamatória, cuja presença foi descrita de forma inédita. Além disso, mostramos o papel 

dos cristais de colesterol na ativação de monócitos e macrófagos produtores de IL -

1provavelmente via NLRP3, expresso em grande quantidade nas placas analisadas. 

Finalmente, os experimentos de estimulação de células musculares lisas e endoteliais 

ressaltaram a importância da IL-1  como agente inflamatório e desestabilizador das 

lesões, confirmando seu potencial como alvo terapêutico visando a contenção do 

processo inflamatório que caracteriza a aterosclerose.  
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