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O papel da lisofosfatidilcolina na ativacéo do inflamassoma NLRP3 e sua relacdo com a

formacdo de células gordurosas.
Resumo

Dissertacdo de mestrado

Rafael Corréa

A Lisofosfatidilcolina (LPC) é um lisofosfolipidio que constitui a membrana plasmatica e
possui um papel importante na sinalizacdo celular, pois esta diretamente associada a albumina
e a lipopoliproteinas. A LPC tem um amplo espectro de atividades pro-inflamatorias e exerce
um papel fundamental durante a aterosclerose, pois ela é o principal componente fosfolipidio
de lipoproteinas de baixa densidade oxidada (oxLDL). Ela também é capaz de induzir a
formacdo de células gordurosas, as quais sdo componentes celulares fundamentais para o
estabelecimento da aterosclerose e recrutamento leucocitario para o sitio desta patologia,
induzindo a progresséo da doenca. No entanto, o papel de LPC na ativacéo do inflamassoma e
na modulacdo da biogénese de corpusculos lipidicos (CLs) neste processo ainda é mal
compreendido. Este estudo tem por objetivo investigar se LPC é capaz de ativar o
inflamassoma NLRP3 e induzir a secre¢do de IL-1p relacionando com os mecanismos de
formacdo de células gordurosas por meio da analise da biogénese de CLs. Nossos resultados
mostraram que a LPC induz um efeito citotoxico em altas concentraces em monadcitos e
células endoteliais, além de induzir a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a
ativacdo de caspase-1. A LPC induz a ativacdo do inflamassoma NLRP3 através da inducéo
da secrecdo de IL-1p dependente de efluxo de potassio, dano lisossomal, reconhecimento via
TLR-2, ativacdo de PPARY e estabilizacdo das jangadas lipidicas em mondcitos humanos e
dependentes das caspases-1/11 e do inflamassoma NLRP3 em macréfagos peritoneais de
camundongos. Além disso, a LPC induz a translocacdo do HMGB-1 do nucleo para o
citoplasma tanto em células endoteliais quanto em mondcitos. Outro resultado importante foi
a inducdo da formacdo de células gordurosas, via LPC, em mondcitos e células endoteliais in
vitro, através do aumento da biogénese de CLs de maneira independente do inflamassoma
NLRP3 e das caspases-1/11 in vivo. Além disso, as células endoteliais estimuladas com LPC
ativam monacitos a se transformarem em células gordurosas, através da inducdo da biogénese
de CL, por mecanismo ainda desconhecido. Portanto, o0 presente trabalho caracterizou
diferentes mecanismos celulares e moleculares envolvidos na formacéo de células gordurosas,
correlacionando-os com as vias de ativacdo dos inflamassomas e do metabolismo lipidico
celular, e que corroboraram para a criagdo de um microambiente propicio ao estabelecimento
e manutencgdo da formacdo de placas ateroscleroticas.



The role of lysophosphatidylcholine in the activation of the NLRP3 inflammasome and its

relation to the formation of foam cells
Abstract

Dissertacdo de mestrado

Rafael Corréa

Lysophosphatidylcholine (LPC) is a major lipid component of plasmatic membrane and has
an important role in cell signaling because it is directly associated with albumin and
lipoproteins. The LPC has a broad spectrum of pro-inflammatory activity and plays a key role
in atherosclerosis, since it is a major phospholipid component of oxidized low density
lipoprotein (oxLDL). Furthermore, LPC is also able to induce the formation of foam
macrophages, which are the key cell component for the establishment of atherosclerosis and
leukocyte recruitment on the site of the pathology. However, the role of LPC in modulating
inflammasome activation and lipid droplet biogenesis in this process is poorly understood.
This study is aimed to investigate if LPC is capable of inducing inflammasome activation and
IL-1B secretion, verify the foam cell formation by analyzing lipid droplet biogenesis and
characterize the signaling pathway involved in this process. Our results showed that LPC
induces a cytotoxic effect in high concentrations in monocytes and endothelial cells,
generation of reactive oxygen species (ROS) and activation of caspase-1. LPC induces
activation of the inflammasome NLRP3 by induction of IL-1p secretion dependent of
potassium efflux, and lysosomal damage via TLR-2 recognition, PPAR gamma activation and
stabilization of lipid rafts in vitro, and caspase-1/11 and NLRP3 inflammasome in vivo
assays. Furthermore, LPC induced translocation of HMGBL1 from the nucleus towards the
cytoplasm in endothelial cells and monocytes. Another important result was the induction of
the formation of foam cells by LPC both in monocytes and endothelial cell in vitro assays, by
increasing the biogenesis of lipid droplets in a manner independent of the NLRP3
inflammasome and caspase-1/11 in vivo. Additionally, endothelial cells stimulated with LPC
activated monocytes to transform into foam cells through induction of lipid droplets
biogenesis by unknown mechanism. Therefore, the present study characterized different
cellular and molecular mechanisms involved in the formation of foam cells, correlating them
with the activation pathways of inflammasomes and cellular lipid metabolism, and
corroborated to create a favorable microenvironment for the establishment and maintenance
of formation atherosclerotic plaques.
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1. Introducao

1.1. Aterosclerose

As doencas cardiovasculares estdo entre as principais causas de morte no mundo, onde a
doenca isquémica do coracdo e o acidente vascular cerebral sdo responsédveis por uma em
cada quatro mortes no mundo, e a aterosclerose é a causa subjacente na maioria dos casos
(Lozano et al. 2012). A aterosclerose € uma doenca inflamatoria cronica que se estabelece
pelo acumulo de lipidios na camada intima arterial, resultando na formacéo de lesGes
vasculares, ou placas, que sdo caracterizadas por inflamacdo, morte celular e fibrose. A
aterosclerose geralmente permanece assintomatica ao longo de vérias décadas, até que ocorra
uma ruptura da placa, provocando a formacdo de trombos que obstruem o vaso, causando
severos danos teciduais e até mesmo um ataque cardiaco fulminante (Lundberg & Hansson
2010).

Os tradicionais fatores de risco incluem a idade, hipercolesterolemia, hipertensao arterial,
tabagismo, sexo, diabetes mellitus e histérico familiar, além de dietas ricas em gorduras,
colesterol e triglicerideos, obesidade e sedentarismo (Hopkins & Williams 1981). Na dltima
década, foi identificado um grande nimero de compostos bioldgicos como novos fatores de
risco de aterosclerose. Estes compostos incluem fatores para a coagulacdo anormal e reduzida
(fibrindlise), remodelacdo cardiovascular, inflamacdo, adesdo celular e infeccdo (Frishman
1998). A partir dessa identificagdo muitos estudos se mostram importantes para o melhor

entendimento dessa patologia (Hacman & Anand 2003).

Apdbs a descoberta de células imunes em placas ateroscleroticas utilizando anticorpos
monoclonais (Jonasson et al. 1986), um grande foco foi colocado sobre a inflamacdo na
investigacdo das doencas cardiovasculares e isto levou a grandes descobertas a respeito da
patogénese da aterosclerose. Estudos in vitro demonstraram que a lipoproteina de baixa
densidade oxidada (oxLDL) promove a ativagdo imunoldgica inata de macrdéfagos. Em lesbes
aterosclerdticas, macréfagos do infiltrado inflamatorio tém o fator de transcrigdo nuclear
NF«B translocado para o nucleo, indicando sua ativacdo e regulacéo de genes relacionados a
imunidade inata (Edfeldt et al. 2002). Macréfagos presentes em placas ateroscleroticas
expressam também varios receptores do tipo Toll (Toll-like receptors - TLRs), e a LDL
modificada e seus produtos derivados podem ser ligantes endogenos de TLR2 e TLR4 (West
et al. 2010; Miller et al. 2003).
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Dentre as células imunologicas inatas, neutréfilos, mastocitos, células matadoras
profissionais (natural killer - NK) e células T matadoras naturais (NKT) desempenham papéis
importantes durante a aterogénese, porém apresentam-se em menor ndmero nos Ssitios
aterosclerdticos em comparagdo com o0s macrofagos e células TCD4+ (Hansson &
Hermansson 2011). Experimentos usando camundongos hipercolesterolémicos mostraram que
neutréfilos sdo recrutados durante o inicio da aterosclerose, mas ndo estdo presentes em fases
posteriores (Drechsler et al. 2010). J& os mastdcitos podem desempenhar um importante papel
na estabilidade das placas, através de suas enzimas que degradam a matriz extracelular (Bot et
al. 2014). As células NK e NKT agravam a aterosclerose, possivelmente devido a liberacao de
Interferon gama (IFN-y) (Whitman 2004; Tupin 2004). As células NKT que produzem IL-10,
por outro lado, podem limitar o desenvolvimento da doenga (van Puijvelde et al. 2009).
Tomados em conjunto, as diversas células imunoldgicas inatas desempenham papéis
importantes em diferentes fases do desenvolvimento da doenca, mas a principal célula efetora
da resposta imune inata, e também a mais abundante nas placas ateroscleroticas, sdo 0s

macréfagos.

Nos macrofagos gordurosos a formacdo de cristais de colesterol pode ativar o
inflamassoma NLRP3, levando a secrecdo da citocina pro-inflamatéria IL-1p (Duewell et al.
2010; Rajamaki et al. 2010). Isto proporciona uma ligacdo clara entre o metabolismo do
colesterol e ativacdo imunoldgica inata. A inibicdo da IL-1p para prevenir eventos
cardiovasculares, estd atualmente sob avaliagdo em ensaios clinicos (Ridker et al. 2011). A
IL-1P secretada atua sobre as células musculares lisas para a producdo de IL-6 (Loppnow &

Libby 1990), esta por sua vez induz a producdo de proteina C reativa (PCR) pelo figado.

Uma artéria normal é constituida por trés camadas: i) a camada intima com células
endoteliais e células do musculo liso; ii) a camada média com células de masculo liso e
lamelas elasticas; iii) e uma camada adventicia circundante com tecido conjuntivo frouxo
(Hansson 2005). O acimulo de LDL ocorre na camada intima, e promove o desenvolvimento
da aterosclerose. Modificagdes oxidativas através de mieloperoxidases, lipoxigenases, e
espécies reativas de oxigénio (ROS) levam a formacdo de oxLDL, que desencadeia uma
resposta inflamatdria inata (Hansson & Hermansson 2011). Em resposta as oxLDLs, células
endoteliais comecam a aumentar a expressdo de moléculas de adeséo, tais como VCAM-1,
ICAM-1, e P-selectinas, além de promover a quimiotaxia através da secrecdo de proteina
guimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1) (Nakashima et al. 1998). Sendo assim, mondcitos
circulantes e outros leucocitos sdo recrutados para estes locais. Os mondcitos diferenciam-se

em macrofagos, que se infiltram na camada intima em resposta ao M-CSF e GM-CSF
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produzido pelas células endoteliais (Rajavashisth et al. 1990). Os macréfagos derivados de
mondcitos sdo os mais abundantes em placas ateroscleroticas e podem proliferar localmente
(Robbins et al. 2013). Eles expressam receptores scavenger, dos quais o receptor Scavenger -
classe A e CD36 foram identificados como os mais importantes para a absorcdo de oxLDL
(Kunjathoor 2002). Os receptores Scavenger sdo regulados positivamente em resposta a
acumulacdo intracelular de colesterol. E a imersdo continua de lipidios leva a formacao de

células gordurosas a partir de macréfagos que fagocitam as oxLDLs (Park 2014).

O fosfolipidio Lisofosfatidilcolina e acidos graxos oxidados néo esterificados sdo gerados
durante a oxidacdo da LDL, por lipoproteinas associadas a fosfolipase A2, que também
ativam o sistema imune inato (Hurt-Camejo et al. 2001). Todos estes eventos sdo susceptiveis
a serem fatores importantes que iniciam e contribuem para a manuten¢do da inflamacao na

formagédo de lesGes ateroscleroticas.

1.2. Lisofosfatidilcolina

Por muitos anos os lisofosfolipidios (LPL) foram associados apenas com sua fungédo
estrutural e de armazenamento energético. Entretanto, com base em varios estudos realizados
durante as Ultimas décadas, esta se tornando cada vez mais evidente a acdo dos LPLs como
horménios, moléculas de sinalizacdo e mediadores lipidicos intracelulares. Estas moléculas
também possuem a capacidade de ativar receptores de membrana especificos e/ou receptores
nucleares que regulam diversos processos fisioldgicos e fisiopatologicos. Entre os LPLs, a
lisofosfatidilcolina (LPC) vem se tornando um modelo cada vez mais utilizado e estudado
(Drzazga et al. 2014) devido a sua importancia, ndo sé fisioldgica, mas também patoldgica,

em diferentes modelos.

A LPC ¢ um lisofosfolipidio constituinte de membranas plasmaticas e possui um papel
importante na sinalizacdo celular por estar presente em alta quantidade na circulagéo
sanguinea humana, a maior parte da LPC circulante esta associada a moléculas como a
albumina e as oxLDLs (Schmitz & Ruebsaamen 2010). Devido a essa associacdo, a LPC
exerce um papel fundamental durante a aterosclerose, pois ela € o principal componente
fosfolipidio de oxLDL e desta forma, esta diretamente implicada como um fator critico na
atividade aterogénica da oxLDL. Ela tambem é capaz de induzir a formacdo de células
gordurosas, as quais sdo componentes celulares fundamentais para o estabelecimento da

aterosclerose e recrutamento leucocitario para o sitio desta patologia, induzindo a progressao
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da doenca (Matsumoto et al. 2007). Devido a esta relacdo direta com a aterosclerose, a LPC
tornou-se um interessante modelo pra estudos relacionados a essa patologia.

Vérias isoformas de LPC, com diversas cadeias acil, ja foram identificadas, como os
acidos palmitico (16: 0), estearico (18: 0), oleico (18: 1), linoleico (18: 2), araquiddnico (20:
4) e docosahexaendico (22: 6), e encontradas no plasma humano (Riederer et al. 2010). Todas
elas podem ser geradas por varios processos bioldgicos, incluindo: i) a clivagem da membrana
plasmaética de lipoproteinas de fosfatidilcolina (PC) pela fosfolipase A2 (PLA2) (Sato et al.
2008) ii) a atividade da enzima lecitina colesterol aciltransferase (LCAT) em lipoproteinas de
alta densidade (HDL) (Rousset et al. 2009), e iii) a oxidacdo de lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) (Parthasarathy et al. 1985). Fontes adicionais de LPC sdo oriundas de
lipases endoteliais (LE) e lipases hepaticas (LH) que por clivagem de HDL-PC, geram LPC
saturada (16:0) e quantidades substanciais de LPC insaturadas (18:1; 18:2; 20:4) (Gauster et
al. 2005; Santamarina-Fojo 2004).

Alguns receptores ja foram descritos para a LPC, tais como receptores acoplados a
proteina G (GPCRs), G2A, GPR4 e GPR119 (Murakami et al. 2004), TLR2 (Magalhdes et al.
2010) e TLR4 (Carneiro et al. 2013). Tais receptores podem ativar diversas vias a partir de
diferentes proteinas cinases (Schmitz & Ruebsaamen 2010) e a via do fator de transcricédo
nuclear NFKB induzindo a sua translocacgdo para o nucleo (Magalhées et al. 2010).

A LPC tem um amplo espectro de atividades pré-inflamatérias, que incluem a promogéo
do crescimento celular (Nakano et al. 1994), a inducdo da migracdo celular (Kohno et al.
1998) e a regulacdo positiva de moléculas de adesdo, como a ICAM-1, VCAM-1, e P-
selectinas (Zou et al. 2007), além de promover a quimiotaxia através da inducdo de proteina
quimiotética de mondcitos-1 (MCP-1) (Takahara et al. 1996; Quinn et al. 1988). Outra funcao
conhecida da LPC é aumentar a atividade bactericida de neutréfilos via NADPH oxidase que
estimula a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Hong et al. 2014; Lin et al.
2005). Também ja foi descrito que a LPC ativa caspase-1 e a geracdo de ROS dependente das
lipid rafts em microglia (Schilling & Eder 2010). Além disso, a LPC promove um aumento da
permeabilidade celular, que pode levar a apoptose (Takahashi et al. 2002), e possui um efeito
citotoxico em células musculares lisas vasculares, pois promove um influxo de célcio e um
aumento na sintese de DNA (Chen et al. 1995).

A LPC induz a producéo e secrecdo de diversas citocinas, tais como a interleucina-1 3
(IL-1B)(Stock et al. 2006; Liu-Wu et al. 1998), o fator de necrose tumoral - o (TNF-a) (Huang
et al. 1999), a interleucina 6 (IL-6)(David & Bryan 1996), o Interferon y (IFNy) (Sheikh et al.
2001) e o fator transformador de crescimento B1 (TGF-p1)(Hasegawa et al. 2011).
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LPC também esta envolvido na producdo de prostaglandina 12 (PGI2 também conhecido
como prostaciclina) in vitro em células endoteliais a6rticas humanas primarias e in vivo em
modelo murino. O produto da degradacdo estdvel de PGI2, 6-ceto-prostaglandina Fla
(PGF1a) também foi induzida por LPC (Riederer et al. 2010). Em células endoteliais a LPC
promove a liberacdo de Acido araquiddnico (AA), gracas a acio das fosfolipases (Wong et al.
1998)e induz a acdo da ciclooxigenase-2, sendo assim, a LPC uma importante precursora da
sintese de mediadores lipidicos (Zembowicz et al. 1995).

Em parasitos, como o Trypanossoma cruzi, a LPC tem demonstrado papel fundamental na
modulacéo da transmissdo do parasito, agindo como um potente fator quimiotatico de células
inflamatorias ao local da picada do vetor (Silva-Neto et al. 2012). Em Schistosoma mansoni, a
LPC exerce papel importante na patologia causada por este helminto ao induzir intensa
eosinofilia e liberacdo das citocinas IL-5 e IL-13 (Magalhées et al. 2010). Além disso, a LPC
também tem sido utilizada como adjuvante de vacinas (Perrin-Cocon et al. 2006).

Em tumores, a LPC é hidrolisada em 4&cidos graxos para a nutricdo do tumor, onde
pacientes com canceres metastaticos apresentam um menor nivel de LPC no plasma. Outro
ponto importante € que a LPC, tanto saturada quanto monoinsaturada, tendem a atenuar a
atividade metastatica do tumor, revelando uma importante acdo da LPC na progressdo do
cancer (Raynor et al. 2015).

Outra importante funcdo da LPC é a inducdo da biogénese de corpusculos lipidicos, que
sdo marcadores de ativacdo celular e importantes sitios de sintese e armazenamento de

mediadores lipidicos celulares (Magalhaes et al. 2010).

1.3. Corpusculos Lipidicos

Corpusculos lipidicos (CLs) sdo organelas distribuidas no citoplasma da maioria das
células eucaridticas, possuem uma regido central composta de lipideos neutros e é envolto por
uma monocamada de fosfolipidios associados a proteinas designadas PAT, que compreendem
as perilipinas, as proteinas relacionadas com a diferenciacdo de adipocitos (ADRP) e a TIP47,
0 que difere os CLs das demais organelas celulares convencionais (Melo et al. 2006; U et al.
1999).

No passado, acreditava-se que a presenca de CLs nas células serviria simplesmente para o
armazenamento e transporte de lipidios, entretanto, atualmente ja se sabe que CLs sdo
organelas altamente reguladas que estdo envolvidas em varios aspectos de ativacdo e
metabolismo celular e inclusive no processo inflamatério (Bozza et al. 2009). CLs sao

especializados em armazenar lipidios neutros, triacilglicerol, colesterol-éster e fosfolipidios,
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associados a uma variada composicdo proteica. O armazenamento de lipidios celulares €
variavel, e reflete o balango entre a chegada dos lipidios nas células e o0 seu consumo por elas;
um acumulo excessivo de CLs também ocorre em diversas doengas como a obesidade,

esteatose, diabetes, miopatia e aterosclerose (Greenberg et al. 2011).

Em leucdcitos em estado de repouso, existe apenas um nimero basal de CLs, entretanto,
estas organelas se tornam abundantes quando as células se tornam ativadas e envolvidas em
processos inflamatdrios (Bozza et al. 2009). A biogénese dos CLs ocorre em decorréncia a
um estimulo inflamatdrio e esta relacionado a diversas patologias (Melo et al. 2011). Sendo
assim os CLs sao formados sob duas condi¢des ambientais diferentes: 1) na primeira condigédo
as células acumulam CLs em resposta a disponibilidade exdgena de lipidios e sabe-se que 0s
acidos graxos armazenados nos CLs sdo utilizados como substrato para 0 metabolismo
energeético, sintese de membranas celulares e producao de moléculas derivadas de lipidios tais
como lipoproteinas, sais biliares, horménios e mediadores lipidicos do sistema imune (Pol et
al. 2014); 1) na segunda condicdo, as células recebem estimulos ou sofrem estresses, como a
propria inflamagdo, o estresse oxidativo e patégenos que podem induzir a biogénese de CLs,
refletindo assim o papel dos CLs em processos ndo diretamente relacionados com o
metabolismo lipidico, tais como na degradacdo de proteinas ou na imunidade. (Melo et al.
2011; Walther & Farese 2012). Dessa forma, os corpusculos lipidicos atuam como
importantes marcadores de ativacdo celular uma vez que sua biogénese é desencadeada

imediatamente ap0s a ativacdo de leucdécitos (Bozza et al. 2009).

Os CLs possuem enzimas chaves envolvidos no metabolismo de colesterol e na sintese de
acidos graxos, pois sdo sitios ativos do metabolismo do &cido araquidénico e ambos 0s passos
anabdlicos e catabolicos do metabolismo lipidico estdo presentes nessa organela. Todas as
enzimas necessarias para sintese de eicosanoides, como fosfolipase A2 (PLA)),
ciclooxigenases (COX), prostaglandina E2 e D2 (PGE; e PGDy) sintase, 5- e 15-lipoxigenases
(5-LO e 15-LO) e leucotrieno C4 (LTC,) sintase, foram localizadas dentro de CLs em células
ativadas (Melo et al. 2011; Haeggstrom & Funk 2011). Outras enzimas envolvidas na
liberacdo de acido araquidénico como MAPK e PI3K, p38, ERK1/2 também estdo co-
localizadas em CLs (Yu et al. 1998). Desta forma, os CLs sdo organelas multifuncionais e
sitios de eventos regulatérios, bem como potenciais fontes de producdo de mediadores
inflamatdrios como os eicosanoides e as prostaglandinas (Bozza & Viola 2010; Haeggstrom
& Funk 2011). Sendo assim, estas organelas atuam na inflamagdo como marcadores da
ativacdo de leucdcitos, constituindo assim um possivel alvo anti-inflamatorio (Bozza et al.
2009).
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Os CLs além de serem sitios de eicosandides podem estar associados com o
armazenamento de citocinas pré-inflamatorias, como TNF-a, MIF e RANTES (Beil et al.
1995; Pacheco et al. 2002; Bandeira-Melo et al. 2001), além de fatores de crescimento
(Dvorak et al. 2001). A relacdo entre os CLs e a citocina pro-inflamatéria IL-1pB, a qual é

processada e maturada pelo complexo dos inflamassomas, ainda € escasso e controverso.

1.4. Inflamassoma e Piroptose

Os inflamassomas sdo complexos multiproteicos intracelulares responsaveis pela
clivagem e ativacéo da enzima pro-caspase-1 em caspase-1, que exerce um papel fundamental
no processamento e maturacdo das citocinas pro-inflamatérias IL-1p ¢ IL-18 e numa forma de
morte pro-inflamatdria rapida chamada de piroptose (Schroder & Tschopp 2010; Miao et al.
2011).

Existem duas vias descritas pelas quais os inflamassomas sdo gerados. A via canbnica na
qual ele € formado por receptores de reconhecimento padrdo (PRRs), uma caspase
inflamatoria e, se necessario, a proteina adaptadora ASC (Keyel 2014). E a via ndo candnica,
na qual a caspase murina 11 ou a sua homdloga humana, a caspase-4, se liga diretamente ao
estimulo microbiano (Shi et al. 2014). A ativacao dos receptores ou ligacdo das caspases com
o estimulo, leva ao recrutamento das proteinas do inflamassoma e a oligomerizacédo da pro-
caspase-1, que promove sua autoprotetlise e consequente ativacdo leva a clivagem e a

secrecdo de IL-1p e IL-18 ou a piroptose (Guo et al. 2015).

Para que ocorra 0 processo completo, dois sinais sdo necessarios para a eficiente
maturacdo de IL-1B e TL-18: o primeiro sendo a sinalizacdo por PRRs que induzam a ativacdo
do fator de transcricdo NF-kB, promovendo a transcrigdo de pro-IL-1p e pro-1L-18; o segundo
sinal, consiste no processamento proteolitico desses precursores em suas formas

biologicamente ativa via caspase-1, a qual é ativada pelo inflamassoma (Strowig et al. 2012).

O inflamassoma é composto por PRRs intracelulares do tipo NLRs (Node-like
receptors), que em humanos é codificado por 22 genes e possui a divisdo em trés subfamilias:
NOD, NLRP e IPAF (NLRC). Esses sdo constituidos por trés regiGes funcionais, uma regido
NOD de regulacdo localizada na posigéo central, uma regido N-terminal efetora envolvida na
sinalizacdo, nesse dominio pode conter um dominio pirina (PYD), um dominio para
recrutamento de caspase (CARD), ou um dominio inibidor de baculovirus (BIR); e a regido

C-terminal que é composta por repeticdes ricas em leucina (LRRS) (Schroder & Tschopp
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2010). A montagem desse complexo ocorre de forma que o NLR recruta uma proteina
adaptadora, a ASC, que interage com a caspase-1 ou caspase-11 levando a sua ativagéo, para
essa promover a maturacdo das citocinas pro-inflamatérias (Bauernfeind et al. 2011). Vérios
NLRs capazes de formar o complexo do inflamassoma ja foram descritos, dentre eles:
NLRP1, NLRP3 (NALP3), NLRP6, NLRC4 (IPAF) e AIM2 (Strowig et al. 2012).

Cada um destes receptores parece ser responsavel por responder a estimulos distintos e
especificos. Por exemplo, NLRP1 participa no reconhecimento da toxina letal de Bacillus
anthracis, Toxoplasma gondii, e contribui para a deplecdo de ATP intracelular (Ewald et al.
2014; Liao & Mogridge 2013; Boyden & Dietrich 2006). J4 o NLRP6 esta relacionado com a
manutencdo e regulacdo da microbiota intestinal, previne contra inflamacdes intestinais,
protege contra o cancer de colon e regula a imunidade inata antiviral intestinais (Jackson et al.
2015; Chen 2014; Anand & Kanneganti 2013). O inflamassoma AIM2 participa no
reconhecimento de DNA citosélico proveniente de virus e bactérias (Fernandes-Alnemri et al.
2009; Warren et al. 2010). J& o inflamassoma NLRC4 é responsavel pelo reconhecimento de
flagelina e componentes do sistema de secrecdo do tipo Il de bactérias além de patdgenos
bacterianos diferentes, incluindo Legionella pneumophila, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella typhimurium, Shigella flexneri (Miao et al. 2010; Miao et al. 2006; Cergueira et
al. 2015; Sutterwala et al. 2007; Franchi et al. 2006).

Dentre todos os inflamassomas até hoje descritos, 0 mais estudado e caracterizado € o
NLRP3, que diferentemente dos receptores citados anteriormente, é responsavel por
reconhecer uma vasta gama de agentes infecciosos, incluindo diversas bactérias como
Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, Escherichia coli, Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia
pneumoniae e Citrobacter rodentium (He et al. 2010; Shimada et al. 2011; Duncan et al.
2009; Harder et al. 2009; Toma et al. 2010); Alguns fungos patogénicos A. fumigatus, C.
albicans , C.neoformans e P.brasiliensis (Gross et al. 2009; Hise et al. 2009; Tavares et al.
2013; Said-Sadier et al. 2010; Guo et al. 2014); E também virus, como o influenza A (Allen
et al. 2009); e os parasitas Schistosoma mansoni e T.cruzi (Ritter et al. 2010; Gongalves et al.
2013).

A via e 0s mecanismos de ativacdo do Inflamassoma NLRP3 sdo muito bem
caracterizados. Os principais mecanismos que desencadeiam a ativacdo do NLRP3 consistem,
no primeiro sinal comum aos outros inflamassomas, na qual PAMPs ou DAMPs via PPRS
como TLRs, receptores de IL-1 ou TNF desencadeiam uma cascata de sinalizagéo ativando o
fator de transcri¢do NF«B, que transcreve a pro IL-1B, pro IL-18 e pro-caspase-1 e regula

positivamente a expressdo do NLRP3 (Schroder & Tschopp 2010; Hornung & Latz 2010). E
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0 segundo sinal a partir do qual diversos mecanismos induzem a formacao e ativacdo do
complexo NLRP3, como a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)(Tschopp &
Schroder 2010); o efluxo de potéassio e ATP (Pétrilli et al. 2007) e o dano lissosomal devido a
liberacdo da protease catepsina B para o citoplasma. Estes eventos sdo iniciados a partir de
diversos ativadores, como particulas de silica, alum, proteina fibrilar amiloide-p ou cristais de
acido urico (Cassel et al. 2009). Estudos recentes demonstram que a ativacdo exacerbada do
inflammasoma NLRP3 estd associada com a patogénese de vérias doengas auto-imune,
crénicas, inflamatorias e doencas metabolicas, como alzheimer, aterosclerose, diabetes tipo 2,
gota e doencas inflamatorias intestinais (DII) (Ozaki et al. 2015). Além disso, a ativacdo do

inflamassoma NLRP3 também pode levar a piroptose da célula hospedeira (Wree et al. 2014).

A piroptose é um tipo de morte celular caracterizada pela lise celular resultante da
formacdo de poros da membrana plasmatica, aumento do volume celular, fragmentacéo
nuclear e condensacdo da cromatina que ocorrem dependente da atividade da caspase-1 ou 11,
e independentemente da secrecdo de IL-1B e IL-18 (Cookson & Brennan 2001; Monack et al.
2001; Fink & Cookson 2006; Silveira & Zamboni 2010).

A piroptose possui algumas semelhancas com a apoptose, como a condensacdo da
cromatina e a fragmentacdo do DNA. Entretanto, os efeitos entre estes dois tipos de morte
celular sdo diferentes. A piroptose é considerada pro-inflamatério por apresentar rompimento
da membrana celular e liberacdo dos componentes intracelulares, enquanto que a apoptose €
descrita como ndo inflamat6ria por manter a integridade da membrana (Bergsbaken et al.
2009; Fernandes-Alnemri et al. 2007). Outra diferenca diz respeito a Poli-[ADP-ribose]-
polimerase (PARP), a clivagem de PARP é determinante para a apoptose, mas ndo ocorre na

piroptose. (Jorgensen & Miao 2015).

As caspases sdo produzidas em sua pro-forma inativa e sdo clivadas e ativadas através
do inflamassoma ou piroptossoma (Guo et al. 2015; Fernandes-Alnemri et al. 2007). Além de
clivar e ativar as citocinas pro-inflamatorias IL-1p e IL-18, a caspase-1 também leva a
secrecdo da proteina de alta mobilidade de grupo caixa-1 (HMGB1)(Keller et al. 2008). A
proteina nuclear HMGB1 possui a fungdo de determinar a estrutura da cromatina e regular a
transcrigdo. Entretanto, ela pode ser secretada da célula por processo de morte celular ou
ativacdo do inflamassoma (Lamkanfi et al. 2010). Contudo, por qual mecanismo a caspase-1
induz a morte por piroptose ainda é desconhecido, devido a isso, 0 interesse na piroptose e

ativacdo de caspases permanece crescente (Tait et al. 2014).
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A relacdo entre CLs e os inflamassomas, bem como o papel dos CLs na maturacdo e
secrecdo de IL-1pB, ainda é pouco descrita na literatura e os poucos trabalhos publicados
apresentam dados controversos. Itoh e colaboradores (2014) mostraram que macrofagos
deficientes para os componentes do inflamassoma NLRP3 apresentaram um aumento da
biogénese de corpusculos lipidicos em modelo de infeccdo por Chlamydia pneumoniae. Por
outro lado, McRae e colaboradores (2015) demonstraram que quando se inibe
farmacologicamente ou através de RNA de interferéncia as proteinas NLRP3, ASC e
Caspase-1, ocorre uma diminuicdo da biogénese de corpusculos lipidicos no modelo de
infeccdo pelo virus da dengue. Apesar de alguns estudos mostrarem que a LPC induz a
secrecdo de IL-1p e a ativag@o de caspase-1, ainda ndo esta descrito por qual inflamassoma e
por quais mecanismos este lipidio atua na ativacdo deste complexo, nem qual a relacdo entre

CLs e o inflamassoma no modelo de estimulacdo celular com LPC.
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2. Justificativa

O interesse pela lisofosfatidilcolina tém-se intensificado cada vez mais na comunidade
cientifica. Tal relevancia € devida a sua relagdo com a aterosclerose, e sua capacidade
imunomoduladora. Como ja é conhecido a LPC induz a secre¢do de IL-1f em mondcitos
humanos (Liu-Wu et al., 1998) e em macréfagos murinos (Magalhaes et al, 2010). Entretanto,
ainda nao foi descrito qual inflamassoma é ativado por este lipideo imunomodulador, por
quais mecanismos a LPC induz a maturacdo e secrecdo da citocina IL-1p e se este lipidio ¢
capaz de induzir a piroptose em mondcitos e células endoteliais, portanto uma de nossas
hipoteses é de que a LPC est4 ativando o inflamassoma NLRP3 e induzindo a secrecédo de IL-

1B dependente dessa via.

Além disso, outro fator interessante a ser investigado € a relacdo entre a formacao de
células gordurosas, através da biogénese de CL, com a ativacdo dos inflamassomas e a
secrecdo de IL-1B. Nossa hipdtese é de que a LPC induz a formacdo de células gordurosas
dependente das vias de ativacdo do inflamassoma NLRP3. Com isso, esse projeto visa
preencher lacunas existentes no entendimento dos mecanismos celulares e moleculares
envolvidos na ativacdo inicial da resposta inflamatoria desencadeada pela LPC, e desta
maneira poder utilizar os complexos dos inflamassomas como alvos farmacol6gicos de

intervencdo contra a aterosclerose e outras patogenias relacionadas a este lipidio.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral:

Caracterizar os mecanismos celulares e moleculares envolvidos na ativacdo do
inflamassoma NLRP3 e sua relacdo com a formacao de células gordurosas por biogénese

de corpusculos lipidicos pela Lisofosfatidilcolina (LPC).

3.2. Objetivos especificos:

a) Investigar o papel da LPC na ativacédo de caspase-1 e producdo de ROS;

b) Caracterizar os mecanismos intracelulares envolvidos na secrecdo de IL-1p induzida
por LPC;

c) Caracterizar os mecanismos intracelulares envolvidos na biogénese de Corpusculos
lipidicos induzida pela LPC e sua relacdo com a via do inflamassoma NLRP3;

d) Investigar o papel da LPC na formacéo de células gordurosas, analisando a, biogénese
de Corpusculos Lipidicos em mondcitos e células endoteliais;

e) Analisar se a LPC induz piroptose em mondcitos e células endoteliais humanas.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Camundongos, tratamentos in vivo e consideracdes éticas.

Utilizamos camundongos da linhagem C57/BL6, NLRP3-/-, Caspasel/11-/- e
selvagens, os quais foram mantidos no biotério do Instituto de Ciéncias Biol6gicas da
Universidade de Brasilia com agua e alimento ad libitum. Todos os procedimentos
experimentais envolvendo animais foram aprovados pela Comisséo de Etica e uso de Animais
da UnB. Os camundongos foram estimulados com LPC 100ug/mL diluida em PBS e
administrada intraperitonealmente ou intravenosa. Apo6s 24h os camundongos foram
anestesiados com 30pl de quetamina e xilasina em proporgfes iguais, administrados
intramuscularmente. O sangue foi coletado, para extracdo do soro e posteriormente, esses
animais foram sacrificados em camara de CO2, para a retirada das células do lavado

peritoneal.

4.2. Células utilizadas

e THP-1: E uma linhagem imortalizada de mondcitos humanos ndo aderentes. Essas
células foram cultivadas em meio RPMI-1640 adquirido da Sigma-Aldrich e
suplementado com bicarbonato de sodio, 10% de Soro Fetal Bovino (SFB), 50uM de
2-mercaptoethanol, 40ug/mL de Gentamicina em estufa Umida a 37°C a 5% CO2.

e HUVEC: E uma linhagem de células derivadas de endotélio vascular umbilical
humano aderente com morfologia estrelada. Foram cultivadas com meio F12
adquirido da Sigma-Aldrich e suplementado com bicarbonato de sédio, 10% de SFB,
0.1 mg/ml heparina; 0.03 mg/ml de suplemento de crescimento de células endoteliais
(ECGS), 40pg/mL de Gentamicina e 10ug/mL de Cloranfenicol em estufa imida a
37°C a 5% CO2.

e Macrdfagos Peritoneais: Os macrofagos peritoneais foram obtidos através de
lavagem peritoneal de camundongos previamente estimulados com tioglicolato.
Brevemente, os animais receberam injecdo intraperitoneal de tioglicolato a 4% e ap06s
72h eles foram sacrificados e a lavagem peritoneal foi realizada injetando 5mL de
RPMI refrigerado dentro do periténio. O meio foi recolhido, centrifugado a 300g por

5min. a 4°C. As células entdo foram ressuspendidas, contadas e plaqueadas em placas
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de cultura. Apés 24h em estufa Umida a 37°C a 5% CO2, o sobrenadante foi

descartado e as células fortemente aderidas consideradas macréfagos.

4.3. Estimulos e tratamentos

Durante todo o projeto foi utilizado o lisofosfolipidio 1-palmitoil-2-hidroxi-sn-glicero-
3- fosfocolina (16:0 LysoPC), mais conhecido como lisofosfatidilcolina (LPC), da Avanti
Polar Lipids. O estoque de LPC foi diluido em etanol e mantido a -20°C em tubos de vidro.
Em todos os experimentos a quantidade de LPC total era retirada do estoque, secada em gas
nitrogénio em outro tudo conico de vidro. Em seguida a LPC era ressuspendida em meio de
cultura, sonicada durante 10min, vortexada por 30seg, e imediatamente pipetada a quantidade
desejada nos pocos, a fim de estimular as células. Como controles positivos foram utilizados
lipopolisacarideo (LPS) (500ng/mL; Sigma-Aldrich), adenosina-tri-fosfato (ATP) (1mM;
Sigma-Aldrich) e Menadiona (100 uM; Sigma-Aldrich).

Para a caracterizacdo de vias e mecanismos envolvidos no desenvolvimento do
trabalho, as células foram pré-tratadas de 45min a 1h com alguns inibidores farmacoldgicos.
As drogas utilizadas foram: inibidor de espécies reativas de oxigénio (ROS) [N-Acetil-L-
Cisteina (NAC) 5mM; Sigma-Aldrich] e [Rotenona 10uM; Sigma-Aldrich]; inibidor de
catepsina B (CA074-Me 50uM; Sigma-Aldrich); Inibidor de caspase-1 (Ac-YVAD-cho
20uM; Enzo Life Sciences,); Inibidor de canais de potassio sensiveis a ATP (Glibenclamida
ou Gliburideo, 150uM; Sigma-Aldrich); Inibidor de HMG-CoA redutase (Atorvastatina
25uM; Sigma-Aldrich); Inibidor de transloca¢do do NFxB (JSH-23 30uM; Sigma-Aldrich);
Antagonista de PPAR-y (GW9662 1uM; Sigma-Aldrich); Desestabilizador de lipids rafts
(Metil-B-ciclodextrina 10 uM; Sigma-Aldrich) e um anticorpo neutralizante de TLR-2 (PAb-
hTLR2 10pg/mL; InvivoGen).

4.4. Andlise da viabilidade celular

O reagente MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio brometo), foi
utilizado para analise de viabilidade celular. Para esse experimento as células THP-1 e
HUVEC foram plaqueadas em placas de cultura de 96 pocgos, tratadas por 24 horas com LPC
em diferentes concentragdes, 0.1, 1, 10, 20, 50 e 100 pg/mL. Apds o tempo de estimulo, o
sobrenadante foi substituido por uma solucdo de 10% MTT, 5mg/mL (Sigma-Aldrich, USA)

diluido no proprio meio de cultura celular. Em seguida, a placa foi incubada por 4h protegida
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da luz na estufa de cultivo. O sobrenadante foi descartado e os cristais de formazan formados
foram diluidos em 100uL de DMSO. A absorbancia foi lida a 570nm no espectrofotometro
SpectraMax M3 (Molecular Devices, USA). Para o calculo da viabilidade, as células ndo
estimuladas foram consideradas como 100% viaveis e os demais estimulos foram calculadas

proporcionalmente.

4.5. Andlise da ativacao de caspase-1

A deteccdo de caspase-1 ativa foi obtido através da utilizacdo de um kit especifico e
manipulado de acordo com as instru¢cbes do fabricante: FLICA FAM-YVAD-FMK
(Immunochemistry). Este kit € composto por uma sonda fluorescente que se liga de forma
irreversivel a uma subunidade especifica de caspase-1 clivada. Macrofagos peritoneais
estimulados com LPC 1ug/ml por 1, 3, e 6h foram submetidos a marcacdo com FLICA, e
posteriormente analisados por citometria de fluxo (FACS VERSE, BD Biosciences). O gate
foi plotado na populacdo de células viaveis, excluindo-se os debris celulares da analise. Os
histogramas e médias de intensidade de fluorescéncia (MFI) foram feitos no software FlowJo
V10 (Tree Star Inc).

4.6. Anélise da geracdo de espécies reativas de Oxigénio (ROS)

Para andlise da formac&o de espécies reativas de oxigénio (ROS) foi utilizada a sonda
2,7’ Diclorodihidrofluoresceina-diacetato (DFC-DA) a qual é permeavel a membrana celular
e ndo é fluorescente. Na presenca de ROS, este composto é oxidado no interior da célula e
produz um composto fluorescente, a 2°,7’ — diclorofluoresceina (DFC), que permanece no
interior da célula. Tanto THP-1 quanto HUVECs foram estimuladas com LPC 1ug/mL por
diferentes tempos 1, 3, 6 e 24h. Completado o tempo dos estimulos as culturas de células
foram incubadas a 37°C, protegidas da luz por 30 minutos com a sonda DFC-DA dissolvida
em meio de cultura na concentragdo final de 20uM. Apos esse periodo as células foram
lavadas com PBS1x 3 vezes, resuspendidas em 500 uL. de PBS1x gelado e mantidas a 4°C. A
leitura foi realizada imediatamente por citometria de fluxo (FACS verse ou FACS Calibur), O
gate foi plotado na populagdo de células viaveis, excluindo-se os debris celulares da analise.
Os histogramas e médias de intensidade de fluorescéncia (MFI) foram feitos no software
FlowJo V10 (Tree Star Inc).
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4.7. Dosagens de Citocinas

As citocinas provenientes do sobrenadante das culturas foram analisadas pelo método
de ELISA, utilizando-se kits comerciais (eBioscience e R&D System). O ensaio foi realizado
seguindo-se as instrucbes do fabricante e os niveis de citocinas foram demonstrados em

valores absolutos (pg/mL).

4.8. Andlise da biogénese de corpusculos lipidicos por citometria de fluxo e

microscopia de fluorescéncia confocal

Para analisar e quantificar a biogénese de corpusculos lipidicos (CLs) foi utilizado
uma sonda fluorescente lipofilica, BODIPY 493/503 (Life technologies), usado para a
identificacdo de lipidios neutros intracelulares (triglicerideos e ésteres de colesterol) presentes
em grandes quantidades em CLs. Para a quantificacdo de CL por citometria de fluxo, THP-1 e
HUVECs pré-tratadas ou ndo com inibidores foram estimuladas com LPC 1ug/mL por 24h.
Apbds o estimulo as células foram incubadas com uma solu¢do de bodipy/PBS na
concentracdo de 1/5000 por 30 minutos a 4°C protegido da luz. Apds esse periodo as mesmas
foram lavadas com PBS1x 3 vezes, resuspendidas em 500uL de paraformaldeido 1% e
mantidas a 4°C até leitura por citometria de fluxo (FACS Calibur). O gate foi plotado na
populacdo de células viaveis, excluindo-se os debris celulares da anéalise. Os histogramas e
médias de intensidade de fluorescéncia (MFI) foram feitos no software FlowJo V10 (Tree Star
Inc).

Para analise de CL por microscopia de fluorescéncia confocal, as células pré-tratadas
ou ndo com inibidores e estimuladas com LPC 1pg/mL por 24h foram fixadas com
paraformaldeido a 4% por 10 minutos em temperatura ambiente. Em seguida foram lavadas
por trés vezes com PBS e incubadas com uma solucdo de Bodipy/PBS na concentracdo de
1/300 por 30 minutos a 4°C protegido da luz. Apbs esse periodo as mesmas foram lavadas
com PBS 3 vezes e incubadas com uma solugédo de 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)
gue é um corante fluorescente que se liga a DNA amplamente utilizado na microscopia de
fluorescéncia para demarcar o nucleo da célula. Essa solugdo de DAPI foi diluida na
concentragdo de 1/5000 de DAPI em PBS, as celulas foram incubadas por 5 minutos e em
seguida lavadas 3 vezes com PBS. As laminas foram montadas em meio anti-fadding Prolong
(Life technologies). As imagens foram obtidas no microscépio Leica TCS SP5 (Leica

Microsystems, DEU).
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4.9. Anélise de HMGBL1 por imunofluorescéncia

Para verificar a localizacdo da proteina HMGB1 nas células tratadas com LPC, foi
feita imunomarcacéo intracelular e analise por microscopia de fluorescéncia confocal. Ap6s o
tempo de estimulo, as células foram fixadas com paraformaldeido a 4% por 10 minutos em
temperatura ambiente. Em seguida foram lavadas por trés vezes com PBS e permeabilizadas
em Triton a 0,2% por 20 minutos em temperatura ambiente. Ap6s novas lavagens, foi
adicionada solugdo de bloqueio (2% de BSA, 5% de SFB e PBS) por 20 minutos a
temperatura ambiente. O anticorpo primério foi diluido em solugdo de bloqueio na
concentracdo de 1:400 e incubado overnight a 4°C. Apos esse periodo, as células foram
lavadas e incubadas com o anticorpo secundario conjugado a Alexa Fluor 546 (1:2000 em
PBS) por 1 hora a temperatura ambiente. Foram feitas novas lavagens e, em seguida,
incubacdo com o DAPI (1:5000 em PBS) por 5 minutos a temperatura ambiente. As laminas
foram montadas em meio anti-fadding Prolong (Life technologies). As imagens foram obtidas

no microscépio Leica TCS SP5 (Leica Microsystems, DEU).

4.10. Analises Estatisticas

Os resultados foram analisados estatisticamente utilizando programa GraphPad Prism
6.0, GraphPad Software, Inc. Os testes utilizados foram one-way ou two-way ANOVA para
comparacao de médias, seguido do pds-teste de Turkey ou test t de student ndo pareado. A

significancia estatistica foi assumida com valor de p <0,05.
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5. Resultados

5.1. A LPC possui um efeito citotdxico e diminui a viabilidade celular de mondcitos

e células endoteliais humanas.

A fim de verificar se a LPC possui um efeito citotoxico, mondcitos (A), e células
endoteliais (B), foram plagqueadas e estimuladas durante 24h por diferentes concentracdes de
LPC, apos o periodo de incubacdo o teste de MTT foi realizado e os dados analisados. Os
dados demonstraram que a LPC diminui a viabilidade celular a partir de 10pg/mL em
mondcitos humanos de forma dose dependente (Figura 1A). J& em células endoteliais a LPC
diminuiu a viabilidade celular a partir da concentracdo de 20ug/mL (Figura 1B). Desta forma,
estes resultados comprovam que em altas concentracdes a LPC possui um efeito citotoxico,
diminuindo a viabilidade de diferentes tipos celulares. A partir destes resultados, a
concentracdo de 1pg/mL de LPC foi escolhida como concentracdo ideal de trabalho para

grande parte dos ensaios.
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Figura 1: LPC diminui a viabilidade celular em mondcitos e células endoteliais humanas. THP-1
(A) e HUVEC (B) foram plaqueadas e estimuladas com LPC nas concentragdes de 0,1 pg/mL,
1pg/mL, 10pg/mL, 20pg/mL, 50pg/mL e 100pg/mL por 24h, Apds os estimulos as células foram
incubadas com MTT , a citotoxidade foi analisada pelas médias dos percentuais de células vivas em
relacdo as células ndo estimuladas (NE) (consideradas 100% vivas). Cada barra representa a média do
percentual + DP (n=3) e * representa a diferenca estatistica significativa (p<0,05) em relagéo ao NE.
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5.2. LPC Induz a ativagdo de Caspase-1 em macrofagos murinos

A atividade da enzima caspase-1 possui um importante papel no processamento e
maturacao da citocina IL-1p e na promogao da piroptose. Por este motivo, foi investigado se a
LPC induziria a ativacdo de caspase-1. Macrofagos peritoneais foram estimulados com
1pg/mL de LPC por diferentes tempos. Apos o periodo de estimulagdo os macréfagos foram
marcados com FLICA, e as células foram analisadas por citometria de fluxo. Os resultados
demonstram que a LPC induziu a ativacdo da Caspase-1 a partir de 1h, com uma taxa de
células positivas para FLICA de cerca de 45% , em 3h a porcentagem de células positivas
para FLICA continua elevada com cerca de 40% e entdo a partir de 6h e 24h de estimulo
observa-se um decréscimo da porcentagem de células positivas para FLICA, que corrobora
para uma diminuicdo da ativacdo da caspase-1 em tempos mais tardios ja descritos na
literatura. Portanto, a LPC ativa caspase-1 de modo tempo dependente com picos de ativacao

em tempos iniciais de estimulagdo (Figura 2).
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Fig. 2: LPC induz a ativacdo de Caspase-1 em macréfagos murinos de modo tempo dependente.
Macréfagos peritoneais oriundos de camundongos C57/BL6 foram plaqueados e estimulados com
1pg/mL de LPC por 1h, 3h, 6h e 24h. Apés os estimulos as células foram marcadas com FAM-
FLICA-Caspase-1, e em seguida as células foram analisadas por citometria de fluxo. As barras
representam a porcentagem de células positivas para FLICA, e o grafico representativo de trés
exprimentos independentes. Células ndo estimuladas (NE).
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5.3. LPC induz a producéao de ROS in vitro e in vivo

Espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo metabdlitos de oxigénio que, devido a sua
capacidade de ganhar e perder elétrons, sdo propensas a participar de reacfes de oxidacdo-
reducdo. As células de mamiferos desenvolveram varios mecanismos para limitar a producéo
de ROS, entre elas desativa-los, e reparar os danos as células. No entanto, quando a taxa de
producdo de ROS aumenta dramaticamente e/ou as defesas antioxidantes séo insuficientes ou
falham, ocorre o estresse oxidativo. Esse estresse oxidativo € um importante sinal para a
ativagdo do inflamassoma e desempenha um papel importante na patogénese da aterosclerose
(Peluso et al. 2012; Yu & Bennett 2014).

A fim de verificar se a LPC induz estresse oxidativo, via geracdo de ROS, celulas
endoteliais e mondcitos humanos foram estimulados com 1ug/mL de LPC por diferentes
tempos. Apds o periodo de estimulo as células foram incubadas com a sonda DFC-DA e a
geracdo de ROS analisada por citometria de fluxo. Nas células endoteliais a LPC induziu a
geracdo de ROS a partir de 3h, e o pico de inducgéo foi verificado com 6h,. Em 24h houve um
decréscimo da geracdo de ROS (Figura 3A). A partir destes resultados podemos concluir que
a LPC induz a geracdo de ROS de modo tempo dependente em células endoteliais humanas.
Ja em mondcitos humanos ndo houve geragdo de ROS via LPC em nenhum dos tempos
verificados (Figura 3B).

Nos experimentos in vivo, camundongos C57/BlackO6 foram estimulados
intraperitonealmente com 100ug/mL de LPC, por 24h, ap6s o tempo de estimulo os
camundongos foram sacrificados e as células do lavado peritoneal foram coletadas e marcadas
com a sonda DFC-DA e a geracdo de ROS analisada por citometria de fluxo. Como ja era
esperado a LPC também induziu consideravelmente o estresse oxidativo, via producdo de
ROS in vivo (Figura 3C).
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Fig.3: A indugéo da produgéo de ROS via LPC in vitro e in vivo. HUVEC (A) e THP-1(B) foram
estimuladas com LPC 1ug/mL por 3h, 6h e 24h, Apo6s a estimulacdo as células foram marcadas com a
sonda DFC-DA e a geracdo de ROS nas células foi analisada por citometria de fluxo. Como controle
negativo foi usado células ndo estimuladas (NE) e para controle positivo células estimuladas com
menadiona 100uM (Men.). (C) Macréfagos peritoneais coletados de camundongos C57/BL6
estimulados com 100ug/mL de LPC, durante 24h, foram marcados com DFC-DA e a geracdo de ROS
nas células também foi analisada por citometria de fluxo. Como controle negativo foi utilizado
macrofagos peritoneais coletados de camundongos estimulados com PBS. Os histogramas sdo
equivalentes & analise de células vivas. Os nimeros sdo equivalentes & média de intensidade de
fluorescéncia (MFI). Os histogramas (A) e (B) séo representativos de dois experimentos distintos,
enquanto o histograma (C) é representativo de um experimento com N=5 animais.
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5.4. LPC induz a secrecdo de IL-1p em monécitos humanos

A inflamagdo cronica da parede arterial € um elemento chave na patogénese da
aterosclerose, dentre os fatores que desencadeiam a inflamacéo a ativagdo dos inflamassomas
e a consequente secrecdo de IL-1P e IL-18 tém sido cada vez mais estudados devido a sua
capacidade aterogénica (Liu et al. 2014). Sendo assim, fomos investigar se a LPC induz a
ativacdo do inflamassoma e a secrecdo de IL-1f tanto em monocitos quanto em células
endoteliais humanas. Para isso, monocitos THP-1 e células endoteliais HUVEC, foram
tratadas e estimuladas da seguinte maneira: 1) primadas com 500ng/mL de LPS por 4h, como
primeiro sinal de ativacdo do inflamassoma, e estimuladas com 1pg/mL de LPC, como
segundo sinal de ativacdo do inflamassoma. 1) Estimuladas apenas com a 1ug/mL de LPC e
I11) Estimuladas com LPC como primeiro sinal da ativacdo do inflamassoma e depois tratadas

com 1mM de ATP como segundo sinal.

Em mondcitos, LPC induziu a secrecdo de IL-1p significativamente quando comparada
aos mondcitos ndo estimulados, entretanto podemos observar uma potencializacdo dessa
secre¢do quando primamos 0s mondcitos com LPS. Além disso, uma secrecdo semelhante a
das células estimuladas somente com LPC foi observado em monadcitos que receberam o ATP
como segundo sinal (Figura 4A). Porém, em células endoteliais ndo observamos o mesmo
fendmeno, nelas a LPC néo induziu a secregdo de IL-1p significativamente (Figura 4B).
Também é importante notar que células endoteliais apresentaram niveis constitutiveis de IL-
1B nas células ndo estimuladas (Figura 4B). Portanto, nossos dados demonstram um papel
importante da LPC na ativacdo do inflamassoma, onde este lipideo foi capaz de ativar o
inflamassoma tanto sozinha quanto atuando como primeiro e/ou segundo sinal para a secre¢éo
de IL-1p.
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Fig.4: LPC induz a secre¢do de IL-1p em monocitos humanos. Mondcitos THP-1 (A) e células
endoteliais HUVEC (B) foram plaqueadas e tratadas da seguinte maneira: um grupo foi primado com
500ng/mL de LPS por 4h antes do estimulo de LPC 1ug/mL, outro grupo foi estimulado somente com
LPC 1pg/mL e um ultimo grupo foi estimulado com 1ug/mL de LPC e uma hora antes da coleta do
sobrenadante tradas com 1mM de ATP. Como controles foram usados células sem tratamento e
estimulos, tratadas somente com LPS, somente com ATP e células tratadas com ambos, controle
positivo. O sobrenadante foi recolhido apds aproximadamente 24h de estimulacéo, e os niveis de IL-
1B foram dosados pela técnica de ELISA. Cada barra representa a média da concentragdo + DP. Os
dados sdo de um experimento em triplicata. Diferencas estatisticas entre os grupos foram
representados por asteriscos em comparacdo com as células sem tratamento *p< 0.05
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5.5. Mecanismos de secrecdo de IL-1p induzida por LPC

Varios mecanismos estdo associados a ativacao do inflamassoma e a secre¢édo de IL-1p. O
inflamassoma NLRP3 é o inflamassoma mais conhecido e bem estudado, entretanto como a
LPC poderia estar ativando esse inflamassoma e seus mecanismos de ativagdo, ainda séo
desconhecidos. Sabe-se que a ativacdo do inflamassoma NLRP3 é caracterizada por um
primeiro sinal que pode ser um DAMP ou PAMP que via receptores de membrana, como 0s
da familia dos TLRs, desencadeiam a ativacdo de fatores de transcricdo como o NFkB a
transcreverem os genes da pro-caspase-1, pro-IL1B, ASC e NLRP3, entretanto um segundo
sinal € necessario para a montagem desse complexo e sua ativacdo. Os segundos sinais
conhecidos que exercem essa funcédo, sao as espécies reativas de oxigénio (ROS), o efluxo de
potéssio e dano lisossomal, o qual induz a liberacéo de enzimas lisossomais como a catepsina-
B.

Para verificar se estes mecanismos estavam envolvidos na ativagdo do inflamassoma
NLRP3 pela LPC, mondcitos humanos foram pré-tratados durante uma hora com: A)
Anticorpo neutralizante de TLR2; B) Inibidor de catepsina B; C) Inibidor de caspase-1; D)
Inibidor de ROS; E) Inibidor de efluxo de potéssio; F) Inibidor de NF«kB; G) Desestabilizador
de jangadas lipidicas (lipid rafts); e H) agonista de PPARy. Apds os tratamentos 0s monocitos
foram estimulados com 1ug/mL de LPC, e aproximadamente 24h depois da interagdo o
sobrenadante foi coletado e os niveis de secrecdo de IL-1B foram dosados pela técnica de
ELISA.

Os resultados mostraram que inducdo da secre¢do de IL-1p via LPC é dependente de
reconhecimento via TLR2, uma vez que observou-se uma diminui¢do dos niveis de IL-1p nas
células tratadas com anticorpo neutralizante de TLR2 quando comparadas com as células
estimuladas com LPC (Figura 5A). Os resultados demonstraram também que a LPC induz a
secrecdo de IL-1P independente de caspase-1, uma vez que os niveis de IL-1B gerados nas
ceélulas tratadas com inibidor de caspase-1 e nédo tratadas foram similares (Figura 5C). A
secrecdo de IL-1P induzida por LPC em mondcitos foi independente de NFkB, considerando
que a leve diminuicéo da secrecéo de IL-1p nas células tratadas com inibidor de NF«B nao foi

significativa quando comparadas as células estimuladas apenas com LPC (Figura 5F).

Com relacdo aos mecanismos envolvidos nos segundos sinais de ativacdo do
inflamassoma, a secrecdo de IL-1B mediada por LPC foi independente da geracdo de espécies
reativas de oxigénio, pois ndo houve diminuicdo da secrecdo de IL-1p nas células tratadas
com o inibidor de ROS, NAC (Figura 5D), e Rotenona (Dados ndo mostrados), quando
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comparada com as células estimuladas apenas com LPC. Entretanto a secrecdo de IL-1p via
LPC é dependente do efluxo de potassio (Figura 5E) e dano lisossomal (Figura 5B), pois
houve uma reducéo significativa nos niveis de IL-1f nas células tratadas com os respectivos
inibidores quando comparado com as células estimuladas apenas com LPC. O PPARYy e as
jangadas lipidicas (lipid rafts) presentes na membrana plasmatica, sdo fatores importantes no
metabolismo lipidico. Nossos resultados mostraram que eles apresentam um papel importante
na secre¢éo de IL-1B mediada por LPC, uma vez que em células tratadas com os inibidores de
PPARy e lipid rafts houve uma diminuicdo significativa da secrecdo de IL-1B quando

comparada com mondcitos estimulados apenas por LPC (Figuras 5G e 5H).
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Fig.5: LPC induz a secrecdo de IL-1p dependente de TLR-2, dano lisossomal, efluxo de potassio,
estabilizagdo de jangadas lipidicas, NFkB e PPARy. Mondcitos THP-1 foram pré-tratados com (A)
anticorpo bloqueador de TLR-2(a-TLR2); (B) Inibidor de catepsina B , CA074-ME (CAQ74) ; (C)
Inibidor de caspase-1, Ac-YVAD-cho (Y-VAD); (D) Inibidor de ROS, N-Acetil-L-Cisteina (NAC);
(E) Inibidor de Efluxo de potassio, Glibenclamida (Gly); (F) Inibidor de NFxB, JSH-23 (JSH); (G)
Desestabilizador de jangadas lipidicas , Metil-B-ciclodextrina (MBCD); (H) Antagonista de PPAR-y,
GW9662 (GW) por uma hora e em seguidas estimuladas com 1ug/mL de LPC, ap6s aproximadamente
24h de interacdo o sobrenadante foi coletado e os niveis de secrecdo de IL-1B foram dosados pela
técnica de ELISA. Os gréficos sdo representativos de trés experimentos distintos e os dados sdo de um
experimento em triplicata. Cada barra representa a média da concentragdo + DP. Diferencas
estatisticas entre os grupos foram representados por asteriscos em comparacdo com as células sem
tratamento e com as células estimuladas com LPC *p< 0.05.
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5.6. A secrecdo de IL-1p em camundongos estimulados com LPC

A fim de verificar se a LPC induz a secre¢do de IL-1p in vivo, e entender se essa secrecao
é dependente ou ndo de NLRP3 e Caspase-1/11 in vivo, camundongos C57/BL6 selvagens e
nocautes para Caspase-1/11 e NLRP3 foram estimulados via intraperitoneal ou via
intravenosa com 100ug/mL de LPC, por 24h. Apo6s o tempo de estimulo os camundongos
foram sacrificados e seu sangue coletado para obtencdo do soro, nos quais 0s niveis de
secrecédo de IL-1B foram dosados pela técnica de ELISA. Nossos resultados demonstram que
embora a LPC tenda a induzir um aumento na secrecéo de IL-1p, tanto intraperitonealmente
guanto via intravenosa em camundongos selvagens, esse aumento ndo foi estatisticamente
significativo, assim como a tendéncia dessa secrecdo ser dependente de NLRP3 (Figura 6A) e
Caspase-1/11 (Figura 6B). Desta forma, sdo necessarios outros experimentos e novas
repeticdes, testando outras concentracdes de LPC e outros tempos de estimulagéo in vivo.
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Fig.6: Secrecdo de IL-1p induzida por LPC in vivo. Camundongos C57/BL6 Selvagens (WT) e
Nocautes para o inflamassoma NLRP3 e Caspases-1/11 foram infectados com 100pg/mL de LPC
intraperitonealmente (PE) ou via intravenosa (IVV) e com PBS como controle negativo. Ap6s 24h o
sangue dos camundongos foi coletado para obtencéo de soro, neste foi dosado a quantidade de IL-1j
secretada por ELISA. Os graficos sdo representativos de um Gnico experimento e os dados sdo de um
n de 5 animais. Cada barra representa a média da concentracdo + DP. N&do foram encontradas
diferencas significativas entre 0s grupos.
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5.7. LPC induz a translocacdo do HMGBJ1 para o citoplasma em monadcitos e
células endoteliais

A HMGB1 ¢é uma proteina de alta mobilidade, ndo histénica, com papel estrutural na
arquitetura cromossdmica que geralmente é encontrada no nucleo. Durante a inflamacdo,
ativacdo celular e morte celular, estas proteinas translocam para o citoplasma. A translocagédo
de HMGB1 para o citoplasma ocorre apds a ativacdo da caspase-1 por diferentes
inflamassomas, levando a sua consequente secrecdo. Apds ser secretada por células do
sistema imune, a HMGB1 funciona como um DAMP que desencadeia a resposta inflamatoria

em diversas células, podendo levar a morte por piroptose (Lamkanfi et al. 2010; Keyel 2014).

Para verificar se a LPC induz a translocacdo da HMGB-1 para o citoplasma, mondcitos e
células endoteliais foram estimuladas com 10ug/mL de LPC durante 18h e depois marcadas
para microscopia confocal. Em mondcitos (Figura 7A) e em células endoteliais (Figura 7B) a
LPC induziu a translocacdo do HMGBL1 para o citoplasma, quando comparadas com as
células ndo tratadas. Indicando que a HMGB1 pode estar envolvida na inducdo da piroptose
mediada por LPC.
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Fig.7: LPC induz a translocacdo da HMGB-1 para o citoplasma. THP-1 (A) e HUVEC(B)
foram estimuladas com 10ug/mL de LPC durante 18h, as células foram marcadas e as imagens
obtidas por microscépio confocal Leica TCS SP5 com aumento de 63X e Zoom de 6 para THP-1
(A) e Zoom de 4 para HUVEC (B), as imagens sdo representativas de toda populacdo das
laminas. O Nducleo das células foi corado com o DAPI que fluoresce em azul, a HMGB1 foi
corada com anticorpo conjugado a fluor6foro Alexa 546 que fluoresce em vermelho, na figura
nomeada sobreposicdo estdo expostas as sobreposi¢des das imagens do DAPI com o HMGB-1
para mostrar a localizacdo da HMGB1 no citoplasma ou ntcleo da célula e 0 Campo claro mostra
as imagens das células sem marcadores fluorescentes para observagdo da morfologia celular.
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5.8. LPC induz a biogénese de corpusculos lipidicos em mondcitos humanos

Durante a aterosclerose, células gordurosas desempenham um papel importante no
desenvolvimento dessa patologia, pois macréfagos fagocitam as oxLDLs e o colesterol
presentes no local e armazenam este conteido em corpusculos lipidicos (CL), o que é critico
para o estabelecimento e manutencdo do estado inflamatorio caracteristico da aterosclerose.
Nos macrofagos gordurosos a formacéo de cristais de colesterol pode ativar o inflamassoma
NLRP3, levando a secre¢do de IL-1P. Nossos dados ja comprovaram que a LPC induz a
ativacdo do inflamassoma e a secrecdo de IL-1B, entretanto ndo estava claro se a LPC seria

capaz de induzir a formacéo de células gordurosas através da biogénese de CL.

Para isso, mondcitos foram estimulados com 1ug/mL de LPC, durante 24h e em seguida
marcados com a sonda fluorescente bodipy, que marca lipideos neutros presentes nos CL. A
formacdo de CL foi analisada quantitativamente, por citometria de fluxo (Figura 8A) e
morfologicamente, por microscopia de fluorescéncia confocal (Figura 8B). Como ja era
esperado a LPC induziu um aumento significativo na biogénese de CL em mondécito humanos
guando comparado com o controle ndo estimulado (NE), como pode ser visualizado no

histograma e nas fotos de microscopia confocal.
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Fig.8: LPC induz o aumento da biogénese de corpusculos lipidicos em monécitos humanos.
Mondcitos THP-1 foram estimulados com 1ug/mL de LPC, e ap6s 24h de estimulagéo as células
foram marcadas com a sonda fluorescente Bodipy e o aumento da biogénese de CL nas células
foi analisada por citometria de fluxo e microscopia de fluorescéncia confocal. (A) O histograma
é equivalente a analise de células vivas. Os nimeros sdo equivalentes a média de intensidade de
fluorescéncia (MFI). Esse histograma é representativo de 3 experimentos distintos. (B) mostra
imagens obtidas por microscopio confocal Leica TCS SP5 com aumento de 63X e Zoom de 6, as
imagens sdo representativas de toda populacdo das ldminas de trés experimentos realizados
separadamente (n=3). O Nucleo das células foi corado em azul com o DAPI, os corpusculos
lipidicos foram corados em verde com Bodipy, na figura nomeada sobreposicao estdo expostas as
sobreposi¢oes das imagens do DAPI com o bodipy para mostrar a localiza¢do dos corpusculos no
citoplasma da célula e o campo claro mostra as imagens das células sem marcadores
fluorescentes para observacdo da morfologia da célula. Como controle foram usadas células ndo
estimuladas (NE).
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5.9. Mecanismos envolvidos na biogénese de CL em monadcitos mediados por LPC

Apbs verificarmos que a LPC induz um aumento significativo na biogénese de CL em
mondcitos, contribuindo para a formacdo de células gordurosas, fomos investigar por quais
mecanismos a LPC induz esse fendmeno. Para isso usamos inibidores relacionados a via de
ativacdo do inflamassoma e ao metabolismo lipidico, afim de compreender melhor a relacao

da formacdo de células de gordura com a ativacao do inflamassoma e a secrecdo de IL-1p.

Para essa investigacdo, monocitos humanos foram pré-tratados durante uma hora antes
com: A) Inibidor de ROS; B) Inibidor de caspase-1; C) Inibidor de efluxo de potéssio; D)
Inibidor de catepsina B; E) Anticorpo neutralizante de TLR2; F) Inibidor de HMG-CoA
redutase G) Inibidor de PPARy e H) Desestabilizador de jangadas lipidicas. Apds uma hora o0s
monocitos foram estimulados com 1ug/mL de LPC, e apds aproximadamente 24h de
interacdo as células foram marcadas com a sonda fluorescente Bodipy, e a biogénese de CLs

foi analisada quantitativamente, por citometria de fluxo.

Nossos resultados mostraram que a LPC induziu a biogénese de CL de maneira
dependente do estresse oxidativo via producdo de ROS, pois a fluorescéncia pra bodipy
diminuiu em células tratadas com inibidores de ROS, Rotenona (Figura 9A) e NAC (Dados
ndo mostrados), quando comparadas com as células ndo tratadas. Outro dado importante
relacionado a via de ativacdo do inflamassoma é a dependéncia de caspase-1 para a producdo
de CL, induzida pela LPC (Figura 9B). Todavia, quando os mondcitos foram tratados com
inibidor de efluxo de potéssio, ndo houve diminuicdo da producdo de CL induzida pela LPC,
mostrando que essa producado € independente de Efluxo de potassio (Figura 9C). Entretanto,
como era esperado, quando inibimos a liberacdo de catepsina B, que é liberada quando temos
dano lisossomal, diminuimos a produ¢do de CL mediada por LPC (Figura 9D).

LPC como ja era esperada, também induz a biogénese de CL dependente de
reconhecimento via TLR2 (Figura 9E). Analisando fatores relacionados ao metabolismo
lipidico, quando inibiu-se a enzima HMG-CoA redutase, importante na sintese de colesterol,
observou-se uma diminuicdo expressiva na producdo de CL mediada por LPC (Figura 9F).
Outro resultado ja esperado ¢ a dependéncia de PPARy (Figura 9G) e jangadas lipidicas
(Figura 9H) para a formacdo de CL, induzida por LPC, pois séo fatores importantes e que

regulam a biogénese de CL.
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Fig.9: LPC induz a biogénese de corpusculos lipidicos dependente de ROS, caspase-1, dano
lisossomal, TLR-2, HMG-CoA redutase, PPARy e estabilizacdo de jangadas lipidicas em
mondcitos humanos. Mondécitos THP-1 foram pré-tratados com: (A) Inibidor de ROS, Rotenona
(Rot); (B) Inibidor de caspase-1, Ac-YVAD-cho (Y-VAD); (C) Inibidor de Efluxo de potassio,
Glibenclamida (Gly); (D) Inibidor de catepsina B , CA074-ME (CA074); (E) anticorpo bloqueador de
TLR-2(a-TLR2) (F) Inibidor de HMG-CoA redutase, Atorvastatina (Ator); (G) Antagonista de
PPAR-y, GW9662 (GW) e (H) Desestabilizador de jangadas lipidicas , Metil-B-ciclodextrina (MBCD);
por uma hora e em seguidas estimuladas com 1upg/mL de LPC, apds aproximadamente 24h de
interacdo, as células foram marcadas com a sonda fluorescente Bodipy e 0 aumento da biogénese de
CL nas células foi analisada por citometria de fluxo. Os histogramas sdo equivalentes a analise de
células vivas. Os numeros sdo equivalentes & média de intensidade de fluorescéncia (MFI). Esses
histogramas sao representativos de trés experimentos distintos.
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5.10. LPC induz a biogénese de corpusculos lipidicos em células endoteliais.

Durante a aterosclerose, as células endoteliais desempenham um papel importante no
desenvolvimento dessa patologia, pois secretam quimiocinas e fatores que atraem os
mondcitos circulantes para o sitio de formacdo da placa aterosclerética, além de super
expressarem moléculas de adesdo que facilitam a diapedese dos leucocitos do vaso para o
tecido. Entretanto, ainda ndo foi descrito na literatura se LPC seria capaz de induzir a
biogénese de CL em células endoteliais. Como nossos resultados mostram que a LPC induz a
biogénese de CL em mondcitos humanos, fomos investigar se a LPC também poderia induzir
0 aumento da biogénese de CL e a sua diferenciacdo de células endotelial para célula

gordurosa.

Para isso, células endoteliais foram estimuladas com 1ug/mL de LPC, durante 24h e em
seguida marcadas com a sonda fluorescente Bodipy, a qual marca lipideos neutros presentes
nos CL. A formacédo de CL foi analisada quantitativamente, por citometria de fluxo (Figura
10A) e morfologicamente, por microscopia de fluorescéncia confocal (Figura 10B). Para
nossa surpresa a LPC induziu um aumento significativo na biogénese de CL em células
endoteliais quando comparado com o controle ndo estimulado (NE), o qual ja possui uma
grande quantidade de CL basais, como pode ser visualizado no histograma e nas fotos de

microscopia confocal.
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Fig.10: LPC induz o aumento da biogénese de corpusculos lipidicos em células endoteliais.
Células endoteliais HUVEC, foram estimuladas com 1ug/mL de LPC, e apds 24h de estimulacdo
as células foram marcadas com a sonda fluorescente Bodipy e 0 aumento da biogénese de CL
nas células foi analisada por citometria de fluxo e microscopia de fluorescéncia confocal. (A) O
histograma é equivalente a analise de células vivas. Os nimeros sdo equivalentes & média de
intensidade de fluorescéncia (MFI). Esse histograma é representativo de 3 experimentos
distintos. (B) mostra imagens obtidas por microscopio confocal Leica TCS SP5 com aumento de
63X e Zoom de 4, as imagens sdo representativas de toda populacdo das laminas de trés
experimentos realizados separadamente (n=3). O Nucleo das células foi corado em azul com o
DAPI, os corpusculos lipidicos foram corados em verde com bodipy, na figura Sobreposi¢do
estdo expostas as sobreposicBes das imagens do DAPI com o bodipy para mostrar a localizacao
dos corpusculos lipidicos no citoplasma da célula e o Campo claro mostra as imagens das células
sem marcadores fluorescentes para observacdo da morfologia da célula. Como controle foram
usadas células ndo estimuladas (NE).
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5.11.  Mecanismos envolvidos na biogénese de CL em células endoteliais
mediados por LPC

Apos verificarmos que a LPC induz um aumento significativo na biogénese de CL em células
endoteliais, fomos investigar por quais mecanismos a LPC induz esse fendmeno. Para isso, assim
como nos mondcitos, usamos inibidores relacionados a via de ativacdo do inflamassoma e ao
metabolismo lipidico, afim de compreender melhor a relagdo da formacdo de células de gordura
com a ativacdo do inflamassoma e a secrecdo de IL-1p. Para essa investigagdo, células endoteliais
foram pré-tratados durante uma hora antes com: A) Inibidor de ROS; B) Inibidor de caspase-1; C)
Inibidor de efluxo de potéssio; D) Inibidor de catepsina B; E) Anticorpo neutralizante de TLR-2;
F) Inibidor de HMG-CoA redutase G) Antagonista de PPARy ¢ H) Desestabilizador de jangadas
lipidicas. Posteriormente ao tratamento os mondcitos foram estimulados com 1ug/mL de LPC, e
apos aproximadamente 24h de interacdo as células foram marcados com a sonda fluorescente

Bodipy, e a formacdo de CL foi analisada quantitativamente, por citometria de fluxo.

Nossos resultados mostraram que a LPC induziu a biogénese de CL de maneira dependente do
estresse oxidativo via geracdo de ROS, pois a fluorescéncia pra bodipy diminuiu
significativamente em células tratadas com inibidor de ROS (Figura 11A), quando comparadas
com as células ndo tratadas e estimuladas com LPC. Outro dado importante relacionado a via de
ativacdo do inflamassoma é que LPC induziu a biogénese de CL em células endoteliais de
maneira dependente de caspase-1 (Figura 11B). Ao contrario dos mondcitos, quando as células
endoteliais foram tratadas com inibidor de efluxo de potéssio estimuladas com LPC, houve
diminuicdo significativa da producéo de CL, comparada com as células estimuladas apenas com
LPC, mostrando que a biogénese de CL em células endoteliais é dependente de efluxo de potassio
(Figura 11C). De forma semelhante, quando inibimos a liberagdo de catepsina B, que € liberada
quando ocorre dano lisossomal, observou-se uma diminuigdo significativa da biogénese de CL
induzida por LPC (Figura 11D). A inducdo da biogénese de CL por LPC em células endoteliais
também dependente de reconhecimento via TLR2 (Figura 11E). Analisando fatores relacionados
ao metabolismo lipidico, igualmente ao que ocorreu em mondcitos, quando inibiu-se a enzima
HMG-CoA redutase, importante na sintese de colesterol, observou-se uma diminuicéo
significativa na biogénese de de CL induzida por LPC (Figura 11F). Outro resultado relevante é a
dependéncia de PPARY (Figura 11G) e jangadas lipidicas (Figura 11H) para a formacao de CL em
células endoteliais induzida por LPC, por serem fatores importantes na regulacéo da biogénese de
CL.
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Fig.11: LPC induz a biogénese de corpusculos lipidicos dependente de ROS, caspase-1,
efluxo de potéssio, dano lisossomal, TLR2, HMG-CoA redutase, PPARy e estabilizacdo de
jangadas lipidicas em células endoteliais. HUVECs foram pré-tratados com: (A) Inibidor de ROS,
N-Acetil-L-Cisteina (NAC); (B) Inibidor de caspase-1, Ac-YVAD-cho (Y-VAD); (C) Inibidor de
Efluxo de potéssio, Glibenclamida (Gly); (D) Inibidor de catepsina B , CA074-ME (CA074); (E)
anticorpo neutralizante de TLR2(a-TLR2) (F) Inibidor de HMG-CoA redutase, Atorvastatina (Ator);
(G) Antagonista de PPAR-y, GW9662 (GW) e (H) Desestabilizador de jangadas lipidicas , Metil-f-
ciclodextrina (MBCD); por uma hora e em seguidas estimuladas com 1pg/mL de LPC, apos
aproximadamente 24h de interacéo, as células foram marcadas com a sonda fluorescente Bodipy e 0
aumento da biogénese de CL nas células foi analisada por citometria de fluxo. Os histogramas sao
equivalentes & analise de células vivas. Os nimeros sdo equivalentes & média de intensidade de
fluorescéncia (MFI). Histogramas representativos de dois experimentos distintos.
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5.12. LPC induz a biogénese de CL in vivo, independente de Caspase-1/11 e
NLRP3
A fim de verificar se a LPC induz a biogénese de CL in vivo, e entender se essa producao
é dependente ou ndo do inflamassoma NLRP3 e de Caspase-1/11 camundongos C57/BL6
selvagens e nocautes para Caspase-1/11 e NLRP3 foram estimulados intraperitonealmente
com 100ug/mL de LPC, por 24h. Apds o periodo de estimulo os camundongos foram
sacrificados e as células do lavado peritoneal foram coletadas e marcadas com a sonda
fluorescente Bodipy, e a biogénese de CL foi analisada quantitativamente, por citometria de

fluxo.

Como j& era esperado, a LPC também induz em camundongos, um aumento significativo
da biogénese de CL em macrofagos peritoneais in vivo. Entretanto, nossos resultados
demonstraram que a biogénese de CL induzida por LPC in vivo ocorreu de maneira
independente de Caspase-1/11, e que na auséncia dessas enzimas observa-se um aumento
ainda mais significativo da biogénese de CL (Figura 12A). Além disso, a LPC induziu um
aumento da biogénese de CL, em camundongos nocautes para o inflamassoma NLRP3,
muito semelhante ao induzido em camundongos selvagens, confirmando assim que a
biogénese de CL induzida por LPC ocorre de maneira independente da proteina NLRP3
(Figura 12B).
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Fig.12: LPC induz um aumento na biogénese de CL in vivo, independente do inflamassoma
NLRP3 e das enzimas Caspase-1/11. Macrofagos peritoneais coletados de camundongos
C57/Black06 selvagens (WT) e nocautes para o inflamassoma NLRP3 (NLP3-/-) e as caspases 1/11
(Casp.1/11 -/-) estimulados intraperitonealmente com 100pg/mL de LPC, durante 24h, foram
marcados com bodipy e o0 aumento da biogénese de CL nas células foi analisada por citometria de
fluxo. Como controle negativo foi utilizado macréfagos peritoneais coletados de camundongos
estimulados com PBS . Os histogramas séo equivalentes a andlise de células vivas. Os numeros séo
equivalentes a média de intensidade de fluorescéncia (MFI). Os histogramas (A) e (B) sédo
representativos de um Gnico experimento com N=5 animais.
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5.13. LPC induz a liberacgéo de fatores pela célula endoteliais que medeiam a
ativacdo de mondcitos humanos
Monocitos circulantes e células endoteliais sdo pecas chave na formacdo das placas
aterosclerdticas, tomados todos os dados desse trabalho em conjunto, percebemos que
mondcitos e células endoteliais respondem ao estimulo com LPC de maneira muito
semelhante. Entretanto em um ambiente inflamatorio essas células estdo sempre em contato
entre si trocando informacdes através da liberacdo de mediadores inflamatorios secretados ou
expressdo de moléculas de superficie. Baseado nesse contexto, nos perguntamos se monocitos
estimulados pela LPC seriam capazes de ativar células endoteliais, e também o inverso, se

células endoteliais estimuladas com LPC seriam capazes de ativar mondcitos.

Sendo assim, fizemos um experimento de co-cultura, na qual estimulamos mondcitos com
LPC durante 24h e transferimos o sobrenadante dessa interacdo para células endoteliais e
deixamos em interacdo por mais 24h. O mesmo foi feito com células endoteliais, a qual
estimulamos com LPC durante 24h e transferimos o sobrenadante dessa interacdo para
mondcitos por mais 24h. Apos o periodo de interacdo, avaliamos a ativacdo celular através da

biogénese de CL por citometria de fluxo.

Nossos resultados mostraram que o sobrenadante de células endoteliais estimuladas com
LPC induzem um aumento da biogénese de CL em mondcitos, quando comparado com 0S
monacitos tratados com o sobrenadante de células endoteliais sem estimulos, este aumento foi
bem menor quando comparado com os mondcitos estimulados diretamente com a LPC
(Figura 13A).

Entretanto o0 mesmo fenbmeno ndo foi observado em células endoteliais. Quando células
endoteliais foram tratadas com o sobrenadante de mondcitos estimulados com LPC,

observou-se uma diminuic¢do da biogénese de CL (Figura 13B).
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Fig.13: LPC induz a liberacao de fatores pela célula endoteliais que medeiam a ativacdo
de mondcitos humanos. THP-1(A) estimuladas com 1ug/mL de LPC e sobrenadante de
HUVEC ndo estimulada e estimulada com LPC, durante 24h foram marcadas com bodipy e
analisadas por citometria de fluxo. HUVEC (B) estimuladas com 1pg/mL de LPC e
sobrenadante de THP-1 ndo estimuladas e estimuladas com LPC foram marcadas com bodipy
e analisadas por citometria de fluxo. Os histogramas sdo equivalentes a analise de células
vivas. Os numeros sdo equivalentes a média de intensidade de fluorescéncia (MFI). Os
histogramas (A) e (B) séo representativos de 4 experimentos distintos.
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5.14. LPC induz a secrecao de citocinas pré-inflamatorias por mondcitos e
células endoteliais.

A fim de investigar a capacidade pro-inflamatéria da LPC, fomos investigar se a LPC
induz a secrecdo de outras citocinas pro-inflamatdrias como a IL-6 e o TNF-a tanto em
células endoteliais quanto em mondcitos humanos. Para isso plaqueamos e estimulamos as
células com 1ug/mL de LPC e ap6s 24h coletamos o sobrenadante dessa interacdo e dosamos

a quantidade de citocinas presentes neste sobrenadante pela técnica de ELISA.

Nossos dados comprovam que a LPC induz a secrecdo de TNF-a (Figura 14A) e 1L-6
(Figura 14B) em quantidades significativas quando comparadas com o controle ndo
estimulado (NE) em células endoteliais. Assim como em mondcitos, a LPC possui 0 mesmo
efeito pro-inflamatorio induzindo também a secrecdo de TNF-a (Figura 14C) e IL-6 (Figura

14D) em niveis significativos quando comparadas com as células ndo estimuladas.
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Fig.14: LPC induz a secre¢do de TNF-a e IL-6 por mondcitos e células endoteliais humanas.
THP-1 e HUVEC foram plaqueadas e estimuladas com 1pg/mL de LPC durante 24h, apés esse
periodo o sobrenadante foi coletado e os niveis de secre¢do de TNF-a (A e C) e IL-6 (B eD)foram
dosados pela técnica de ELISA. Os gréafico séo representativos de 3 experimentos distintos e os dados
sdo de um experimento em triplicata. Cada barra representa a média da concentracao + DP. Diferencas
estatisticas entre os grupos foram representados por asteriscos em comparagdo com as células néo
estimuladas (NE) *p< 0.05.
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6. Discussao

No presente trabalho, obtivemos resultados inéditos e outros que corroboram com o
que ja esta descrito na literatura a respeito dos mecanismos de ativacdo do inflamassoma e
secrecdo de IL-1P, e a relacdo com a formacdo de células gordurosas, células endoteliais e

Seus mecanismos.

A principio fomos investigar a capacidade citotoxica da LPC, a fim de definirmos uma
concentracdo de trabalho que ndo diminuisse a viabilidade das células a serem utilizadas
durante o estudo. A partir dos resultados do ensaio de viabilidade celular, por MTT, vimos
que em concentracGes a partir de 10ug/ml a LPC ja comecava a diminuir a viabilidade celular
em mondcitos. J& em células endoteliais a citotoxidade foi observada a partir de 20pg/ml.
Desta maneira, comprovamos que em altas concentracdes a LPC possui um efeito citotoxico
que pode levar a morte celular. Resultados semelhantes também foram demonstrados por
Takahashi e colaboradores (2002), que observaram que altas concentracdes de LPC levaram
células endoteliais a morte por apoptose, e que a partir de concentrages de 25uM de LPC, ja
ocorria a diminuigdo da viabilidade nessas células (Takahashi et al. 2002).

Definida a concentracdo de 1pg/ml de uso de LPC para os ensaios in vitro, fomos
investigar se a LPC induz a ativacdo de Caspase-1 em macrofagos murinos. As caspases
consistem em uma familia de proteases classicamente dividida em dois grupos de acordo com
a sua funcdo: as apoptdticas e as inflamatdrias (Creagh 2014). As caspases sdo produzidas em
sua forma inativa e ativadas através do inflamassoma ou piroptossoma (Guo et al. 2015;
Fernandes-Alnemri et al. 2007). A ativacdo das caspases inflamatorias, em especial a caspase-
1, leva a clivagem e ativagdo das citocinas pro-inflamatdrias IL-1p e IL-18 e a secrecdo
destas, e também da proteina HMGBL1 assim como de outras proteinas celulares (Keller et al.
2008; Lamkanfi et al. 2010). Nossos resultados mostraram que a LPC induz a ativacdo de
caspase-1 durante as 6h iniciais de estimulacdo, tempo suficiente para realizar suas atividades
pré-inflamatorias. Estes dados sdo condizentes com os descobertos por Schiling e Eder (2010,
2011) que mostraram que a LPC induz a ativacdo de caspase-1 dependente de sddio e
integridade das jangadas lipidicas em microglias (Schilling & Eder 2010; Schilling & Eder
2011).

Outro importante mecanismo de ativacdo do inflamassoma e que esta diretamente
ligado a patogénese da aterosclerose € o estresse oxidativo, via producdo de ROS. Sendo
assim, fomos investigar a capacidade da LPC em induzir a produgéo de ROS in vitro e in vivo.

Nossos resultados mostraram que a LPC induz a geracdo de ROS de modo tempo dependente
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em células endoteliais, corroborando os dados publicados por Kim e colaboradores (2009) que
mostraram que LPC induz a producédo de 6xido nitrico e ROS levando a um estresse oxidativo
e causando danos a células endoteliais (Kim et al. 2009). Um dado inédito, entretanto ja
esperado, foi o estresse oxidativo gerado em celulas peritoneais de camundongos estimulados

com LPC in vivo, o qual ainda ndo esta descrito na literatura.

Ja é evidente que a LPC induz a secrecdo de IL-1B em monocitos humanos e em
microglias (Liu-Wu et al. 1998; Stock et al. 2006), entretanto por quais mecanismos a LPC
induz a secrecdo de IL-1p ainda ndo estavam definidos. Nossos resultados demonstraram que
a LPC induz a secrecdo de IL-1p, funcionando tanto como o primeiro e/ou segundo sinal de
ativacdo do inflamassoma em mondcitos, esse resultado corrobora com o dado achado por
Estruch e colaboradores (2015) que mostram que a LDL eletronegativa induz a secregéo de
IL-1B como primeiro e/ou segundo sinal de ativagdo do inflamassoma NLRP3 (Estruch et al.
2015). Entretanto ndo conseguimos ver a inducdo de secrecdo de IL-1p em células endoteliais
via LPC, pois neste modelo celular ainda ndo se conhece fator que induza a ativacdo dos

inflamassomas e a secre¢édo de IL-1p.

A ativacdo do inflamassoma NLRP3 por oxLDL leva ao acumulo de lipideos por
macrofagos resultando na formacdo de células gordurosas (Liu et al. 2014). Sabe-se que tanto
a oxLDL quanto a LPC induzem a biogénese de CL (Silva et al. 2009; Magalhé&es et al. 2010).
Nossos dados confirmaram que em mondcitos a LPC é capaz de aumentar a biogénese de CL.
Entretanto, um dado bem relevante que descrevemos no presente trabalho é que a LPC
aumenta consideravelmente a quantidade de CL em células endoteliais, mostrando pela
primeira vez que estas se transformam em células com um perfil semelhante ao de células

gordurosas apresentando um perfil bem pré-inflamatério com abundante nimero de CLs.

Na busca por entendermos 0s mecanismos envolvidos na ativacdo do inflamassoma e
na formacdo de células gordurosas induzidas pela LPC, fomos investigar o papel do receptor
TLR2, o qual j& se sabe que esta envolvido no reconhecimento da LPC (Magalhées et al.
2010). Um dado inédito que nosso trabalho trouxe, foi que o reconhecimento da LPC por
TLR2 é importante para a secregdo de IL-1pB, bem como na biogénese de CL induzida pela
LPC, tanto em mondcitos quanto em células endoteliais humanas. Estes dados corroboram
com os resultados anteriores do nosso grupo que ja havia mostrado que a LPC depende do
reconhecimento por TLR2 para induzir a biogénese de CL (Magalh&es et al. 2010).

Schiling e Eder (2010) descobriram que a estabilidade das jangadas lipidicas sdo
importantes pra LPC induzir a ativacdo de Caspase-1 e a geracdo de ROS em micrdglias
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(Schilling & Eder 2010). As jangadas lipidicas sdo microdominios da membrana plasmatica
que possuem uma elevada concentracdo de colesterol e de esfingolipidos, agindo como
plataformas para a organizacdo e interacdo de proteinas envolvidas na sinalizacéo celular e em
varias func@es celulares importantes, incluindo divisao, migracéo, fagocitose, e a liberacéo de
diversas citocinas, quimiocinas entre outros. Baseados nessas informacdes, decidimos
investigar o papel da estabilizacdo das jangadas lipidicas na secrecéo de IL-1p ¢ na formagao
de CL induzidos por LPC. Nossos resultados mostram um papel fundamental das jangadas
lipidicas, tanto na secrecdo de IL-1B estimulados com LPC, quanto na formagdo de células
gordurosas, pois a desestabilizacdo das jangadas lipidicas diminui a biogénese de CL em

monadcitos e em células endoteliais.

Os receptores ativados por proliferador de peroxissomos, conhecidos como PPAR sdo
um grupo de proteinas receptoras nucleares que funcionam como fatores de transcricdo que
regulam a expressao de genes e possuem diferentes isoformas. Os PPARs desempenham um
papel essencial na regulacdo da diferenciacdo celular, desenvolvimento, e metabolismo
lipidico (Berger & Moller 2002). E sabido que a expressdo de PPARy em macr6fagos esta
intimamente relacionada com a aterosclerose. Utilizando o modelo murino, Tontonoz e
colaboradores (1998) evidenciaram que o PPARYy estava expresso em altos niveis no ndcleo
de células gordurosas isoladas de lesdes aterosclerdticas (Tontonoz et al. 1998). Portanto
fomos investigar o papel do PPARY na secre¢do de IL-1B e na biogénese de CL induzidas por
LPC. Nossos resultados mostraram que a inibicdo de PPARy inibe a secre¢do de IL-1B
induzido por LPC e ainda diminui a biogénese de CL, tanto em mondcitos quanto em células
endoteliais, sugerindo uma forte relacdo entre o metabolismo lipidico celular e a ativacdo do
inflamassoma e consequente maturacdo e secrecdo de IL-1pB. Nossos dados estdo de acordo
com os descritos por Hou e colaboradores (2007) em que a LPC promove um efluxo de
colesterol em células de gordura, dependente da via de ativagao do PPARy ¢ LXFa associados
com apoE (Hou et al. 2007).

O fator de transcri¢do nuclear NFkB é um importante regulador génico e pode ser
encontrado em quase todos os tipos de células animais, o0 NFkB esta envolvido na resposta
celular a estimulos como o estresse, citocinas, radicais livres, radiacdo ultravioleta, oxidacao
de LDL e antigenos virais e bacterianos. Além de transcrever 0s genes responsaveis pelo
complexo do inflamassoma em resposta ao PAMPs ou DAMPs (Bauernfeind et al. 2009).
Sendo assim, fomos investigar se 0 NF«xB estava sendo requerido para a secrecao de IL-1f3
induzida por LPC, entretanto, nossos resultados mostram que quando o NF«B é inibido ocorre

uma pequena diminuigdo dos niveis de IL-1p que ndo foram significativos, embora ja se sabe
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que a LPC induz a translocagdo do NF«kB e sua ativagao dependente de reconhecimento e

sinalizacdo de TLR2 e TLR4 (Carneiro et al. 2013).

Durante a formacdo de células gordurosas, ocorre um grande efluxo de colesterol e
oxLDL que sdo armazenadas nos CL, uma enzima localizada no tecido hepético, que produz
mevalonato, uma pequena molécula usada na sintese de colesterol e outros derivados do
mevalonato, a HMG-CoA redutase, é o alvo de farmacos da classe das estatinas usadas para
abaixar os niveis de colesterol (Kureishi et al. 2000). Sabendo da importancia do colesterol
durante o estabelecimento e desenvolvimento da aterosclerose, decidimos investigar o papel
dessa enzima na biogénese de CL induzida por LPC. Nossos dados mostram pela primeira vez
na literatura que ao inibir a HMG-CoA redutase, diminui-se a producdo de CL em mondcitos

e células endoteliais estimulados por LPC.

J& esta bem definido que a LPC induz o estresse oxidativo via geracdo de ROS,
entretanto ndo se sabe se essa geracdo de ROS é importante para a secre¢do de IL-1B nem na
biogénese de CL, mediada por LPC. Entretanto, para a nossa surpresa, a secrecdo de IL-1p
induzida por LPC ocorreu de maneira independente da geracdo de ROS. Porém a formacdo de
células gordurosas via biogénese de CL, tanto em mondcitos quanto células endoteliais
ocorreu de forma dependente da geracdo de ROS. Liu e colaboradores (2014) mostraram que
a oxLDL induz a secregéo de IL-1p ¢ formagao de células gordurosas via CD36, e geragdo de
ROS para a ativacdo do inflamassoma NLRP3 (Liu et al. 2014). Portanto nossos dados
corroboram o papel da geracdo de ROS na secrecdo na formacdo de células gordurosas
induzida por LPC ja descritas na literatura, demonstrando pela primeira vez esse mecanismo

em células endoteliais.

Ao investigar os outros sinais de ativacdo do inflamassoma, vimos que a LPC induz a
secrecdo de IL-1B dependente de efluxo de potassio e dano lisossomal. Estes resultados estdo
de acordo com os encontrados por Stock e colaboradores (2006), que ao inibirem canais de
potéssio, viram que a secre¢do de IL-1B induzida por LPC diminui significativamente em
microglias (Stock et al. 2006). De forma semelhante, nossos dados corroboram os ja descritos
por Liu e colaboradores (2014) os quais descreveram que o bloqueio da liberacdo de catepsina

B diminui a secre¢do de IL-1p induzida por oxLDL em monocitos (Liu et al. 2014).

Um dado bastante relevante que descrevemos no presente trabalho, é que LPC € capaz
de modular a ativacdo de células endoteliais, adquirindo caracteristicas de células gordurosas
e inflamatdrias atraves da inducédo significativa da biogénese de CL, de maneira dependente
da ativagdo de vias dos inflamassomas. Desta forma, LPC induz a biogénese de CL

56



dependente de efluxo de potassio e dano lisossomal em células endoteliais. Em contrapartida,
LPC induziu a biogénese de CL de forma independente de efluxo de potassio e dependente do
dano lisossomal em mondcitos. Portanto nossos dados demonstram que a biogénese de CL e a
consequente formacao de células gordurosas podem ser reguladas pelas vias de ativacdo do
inflamassoma NLRP3. Dentro deste mesmo contexto, ao verificar que a LPC induz a ativacdo
de caspase-1, fomos investigar qual seria o papel desta enzima na secre¢do de IL-1p ¢ na
formacédo de células gordurosas induzidas por LPC. Curiosamente, nossos dados mostraram
que quando inibimos farmacologicamente a caspase-1, a secre¢do de IL-1p induzida pela LPC
ndo ¢ alterada em monaocitos humanos. Nossos dados sdo diferentes daqueles publicados por
Stock e colaboradores (2006), que mostraram que a secre¢do de IL-1p induzida por LPC ¢
dependente da ativacdo de caspase-1 em micréglia (Stock et al. 2006), bem como dos dados
descritos por Estruch e colaboradores (2015) que demonstram que a secrecdo de IL-1B
induzida por LDL eletronegativa em mondcitos é dependente da ativacdo de caspase-1
(Estruch et al. 2015). Entretanto nossos dados in vivo mostram certa dependéncia da ativagéo
de caspase-1 e/ou caspase-11 na indugédo da secrecdo de IL-1p via estimulagdo com LPC, mas
precisam ser repetidos e testados outras concentracbes de LPC e novos tempos de

estimulacdo.

Outro dado novo que nosso trabalho abordou, foi averiguar se a biogénese de CL é
dependente ou ndo da acdo da caspase-1. Sendo assim, nossos dados in vitro, tanto com
mondcitos quanto com células endoteliais, demonstram que quando a caspase-1 é inibida
ocorre uma diminui¢do na formacao de CL induzida por LPC. Em contrapartida nossos dados
in vivo, mostram que camundongos nocautes para caspase-1/11 quando estimulados com
LPC aumentam mais expressivamente ainda a quantidade de CL, demostrando assim que a
formacdo de células gordurosas por LPC em camundongos murinos é independente da acéo
da caspase-1 e/ou caspase-11. Esses dados conflitantes in vitro e in vivo, podem ser devidos
ao fato de que o composto Ac-YVAD-CHO, é um inibidor reversivel tanto de caspase-1
guanto de caspase-4, e quanto aos resultados in vivo se deve ao fato dos camundongos serem
duplo nocautes tanto para caspase-l1 quanto para caspase-11, o que dificulta a analise
especifica do papel da caspase-1 nos fendmenos estudados. Entretanto esses dados
demonstram que ndo somente a Caspase-1, mas também a Caspase-4 (Humanos) e sua
homologa Caspase-11 (Camundongos) podem estar exercendo uma papel importante na

secrecdo de IL-1p e na formagao de células gordurosas.

Nossos dados mostram também certa tendéncia da LPC induzir a secrecéo de IL-1f in

vivo dependente do inflamassoma NLRP3. Além disso, nossos resultados mostram que existe
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uma relagéo e certa dependéncia das vias de ativacdo do inflamassoma NLRP3 na biogénese
de CL e na formac&o de células gordurosas, tanto com células endoteliais quanto monacitos
humanos. Entretanto ndo se tem conhecimento se a biogénese de CL induzida por LPC é
dependente do complexo do inflamassoma NLRP3. O que ja esta descrito na literatura é que
qguando o inflamassoma NLRP3 esta ativado e induzindo a secrecdo de IL-1B ocorre uma
inducdo na formacdo de células gordurosas (Li et al. 2014). Entretanto nossos dados mostram
que camundongos nocautes pra proteina NLRP3 quando estimulados com LPC induzem um
aumento de CL semelhante aos camundongos selvagens. No presente trabalho, mostramos
pela primeira vez que a biogénese de CL via LPC ¢é independente da presenca da proteina
NLRP3, entretanto a sua ativagdo e seus produtos induzem um aumento no acumulo de
colesterol e formacédo de células gordurosas através da biogénese de CL, como mostrado por

Li e seus colaboradores.

A fim de analisarmos a capacidade da LPC em induzir a piroptose, fomos avaliar se a
LPC induz a translocacdo da proteina HMGB-1 do nacleo para o citoplasma. Essa
translocacéo e futura secrecdo da HMGB-1 s&o realizadas pela acdo de caspase-1 e ativagédo
dos inflamassomas, 0s quais ja constatamos a ativagdo via LPC. Nossos dados demonstram
ineditamente que tanto em mondcitos, quanto em células endoteliais, a LPC induz a
translocacdo da proteina HMGB-1 para 0 ndcleo, embora ndo conseguimos ter analisado a
secrecao dessa proteina para o meio extracelular, esse resultado mostra que a LPC pode estar
iniciando um processo de morte por piroptose tanto em célula endoteliais quanto em
monocitos. Embora Lopez-Pastrana e seus colaboradores ja terem comprovados que a LPC
induz a piroptose em célula endoteliais dependente da acdo da caspase-1 em modelo de
isquemia (Lopez-Pastrana et al. 2015), ele n&o estudou o papel da HMGB-1 nesse contexto,
deixando assim nosso resultado inédito e importante no entendimento desse processo
desencadeado pela LPC. Experimentos de analise da formacdo de poros na membrana de
células endoteliais e mondcitos humanos ainda estdo em andamento a fim de se caracterizar

melhor a ocorréncia de piroptose nestas células induzida pela LPC.

Tomados todos esses resultados em conjunto, observamos que células endoteliais e
monocitos respondem de maneira muito semelhante a LPC, entretanto no ambiente
aterosclerdtico e na formacdo das placas ateroscleroticas estas celulas exercem papeis e
fungdes diferentes. Pensando assim fomos investigar se a célula endotelial estimulada com
LPC seria capaz de induzir a ativagdo de mondcitos através da biogénese de CL, da mesma
forma o inverso, se 0s monocitos estimulados com LPC seriam capazes de induzir a ativagédo

de células endoteliais. Nosso resultado in vitro mostrou que células endoteliais estimuladas
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com LPC, secretam fatores que podem induzir a ativacdo de mondcitos localmente através da
inducdo da biogénese de CL. Entretanto o mesmo fendmeno nédo ocorre com monocitos, uma
vez que células endoteliais tratadas com secre¢do de mondcitos estimulados com LPC, ndo
foram ativadas através da inducdo da biogénese de CL. Experimentos utilizando alguns
blogqueios farmacologicos estdo em andamento, a fim de se identificar quais poderiam ser 0s

fatores secretados pela célula endotelial responsaveis pela inducdo da ativagdo de mondcitos.

Por fim, fomos investigar que outras citocinas pro-inflamatérias poderiam estar sendo
secretadas por mondcitos e células endoteliais durante a estimulacdo por LPC. Desta forma,
analisamos a secre¢do das citocinas pro-inflamatdrias IL-6 e TNF-a. Observamos que a LPC
induz a secrecdo significativa de IL-6 e TNF-o tanto em células endoteliais quanto em
mondcitos. Nossos dados foram condizentes com os ja previamente encontrados por Huang e
colaboradores (1999) que mostraram que a LPC induz a secrecdo de citocinas pro-
inflamatdrias, como INF-y e TNF-a (Huang et al. 1999).

Portanto, caracterizamos no presente trabalho diferentes mecanismos celulares e
moleculares envolvidos na formacdo de células gordurosas, correlacionando-os com as vias
de ativacdo dos inflamassomas e do metabolismo lipidico celular, e que potencialmente
poderiam corroborar para a criagdo de um microambiente propicio ao estabelecimento e

manutenc¢do da formacdo de placas aterosclerdticas.
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. Conclusoes

Tomados todos os resultados do presente trabalho em conjunto, concluimos que:

e A LPC induz a ativagédo de Caspase-1 e producdo de ROS;

e A LPC induz a ativacdo do inflamassoma NLRP3 e a secrecdo de IL-1p dependes de
efluxo de potassio, dano lisossomal, reconhecimento via TLR-2, ativagdo de PPAR-y e
estabilizacdo das jangadas lipidicas in vitro.

e A LPC induz asecrecédo de IL-1p dependente de NLRP3 e Caspase-1/11,;

e A LPC induz a translocacdo de HMGB-1 do nucleo para o citoplasma em células
endoteliais e monocitos humanos.

e A LPC induz aformacédo células gordurosas a partir de mondcitos humanos, atraves
da inducdo da biogénese de CL nestas células, bem como a formacdo de células
endoteliais humanas com perfil semelhante ao de células gordurosas com alta
biogénese de CL, de maneira dependente das vias de ativacdo do inflamassoma
NLRP3.

e A LPC induz a formacdo de células gordurosas, através da biogénese de CL, de forma
independente de Caspase-1/11 e do inflamassoma NLRP3 in vivo.

e As células endoteliais estimuladas com LPC podem ativar mondcitos a se
transformarem em células gordurosas, através da inducdo da biogénese de CL, por
mecanismo ainda desconhecido.

e A LPC induz a secrecdo de citocinas de perfil pro-inflamatério em mondcitos e células
endoteliais, favorecendo o estabelecimento e manutencdo de um microambiente pro-

inflamatorio.
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7.1. Modelo proposto
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Fig. 15: Modelo proposto com base nas conclusdes do trabalho.
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