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RESUMO

BRUNO BRAZ BEZERRA

MECANISMOS MOLECULARES ENVOLVIDOS NA IMUNOMODULACAO
DE MONOCITOS PRIMARIOS HUMANOS POR HIDROXI-PROPIL-BETA-
CICLODEXTRINA (HP-BCD)

Orientador: Luciana Barros de Arruda

Em trabalho realizado anteriormente pelo grupo, mostramos que o tratamento de
monocitos primarios humanos com HP-BCD, droga capaz de sequestrar colesterol de
membranas biologicas, levou a reducdo na expressao das citocinas TNF-a e IL-10 em
resposta a LPS. Em analise de transcriptoma realizado pelo grupo, identificamos que o
tratamento de HP-BCD regula negativamente a expressdo de PPARy e parceiros
moleculares como RAR e FABP4. PPARY ¢ um receptor nuclear envolvido na regulagdo
do metabolismo de colesterol e lipidio celular. Trabalhos na literatura mostram a
participagdo de PPARYy no desenvolvimento da resposta imune adaptativa em macrofagos
estimulados por LPS ¢ PMA. A ativacdo de PPARY foi associada a redug@o na expressdo
de quimiocinas, citocinas ¢ maturagdo de macréfagos. Nosso trabalho procura, entdo,
determinar de que maneira HP-BCD modula a resposta de monécitos primarios humanos
por LPS. Fomos capazes de mostrar que, com 48h, momento em que estimulamos com
LPS, os niveis totais de colesterol celulares se encontravam normalizados, a composi¢do
de “lipid rafts”, intimamente associadas a colesterol, estavam normalizadas e a expressao
de receptores TLR4 e associados MyD88 e TRIF, se encontravam funcionais — sendo a
imunomodulagdo observada ndo dependente destes fatores. Ao analisarmos proteinas
envolvidas na cascata de sinalizagdo de TLR4 por LPS, encontramos redugéo na atividade
de p38 e IkBa, sendo possiveis sugestdes quanto a modulacido causada por HP-BCD.
Considerando a regulagdo de PPARY ¢ os possiveis efeitos antiinflamatdrios explorados
na literatura, mostramos que, de fato, HP-BCD ¢ capaz de reduzir os niveis de expressao
de PPARy com1h de tratamento, se mantendo em niveis baixos até 48h apos o tratamento.
Ao observarmos o papel de PPARY na expressdo de TNF-a em resposta a LPS, vimos
que, diferente do relatado nos estudos, a ativacdo de PPARy ndo leva a reducdo na
expressdo de TNF-o, mas sim a inibi¢do de PPARy. Este conjunto de dados nos leva a
compreender um pouco mais sobre o mecanismo de atuagdo de HP-BCD em mondcitos e
os efeitos gerados por ele, auxiliando o desenvolvimento de estudos que propdem HP-
BCD como tratamento de doengas, como doenga de Niemann-Pick tipo C, aterosclerose,
e no controle da ativagdo imune cronica em pacientes infectados com HIV.

Palavras-chave: hidroxi-propil-beta-ciclodextrina, PPARY, mondcito, imunomodulagio,
colesterol.
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ABSTRACT

BRUNO BRAZ BEZERRA

MOLECULAR MECHANISMS ENVOLVED ON THE
IMMUNOMODULATION OF HUMAN PRIMARY MONOCYTES BY 2-
HYDROXYPROPYL-BETA-CYCLODEXTRIN (HP- pCD)

Orientador: Luciana Barros de Arruda

On a study held before by our group, we showed that treating human primary
monocytes with HP-BCD, drug able to sequester cholesterol from biological
membranes, reduced the expression of TNF-a and IL-10 in response to LPS. On a
transcriptomic analysis made by our group, we identified that HP-BCD treatment
negatively regulates the expression of PPARY e it molecular partners RAR and
FABP4. PPARY is a nuclear receptor involved on the cholesterol and cellular lipid
metabolisms. On the literature, it has been shown the relation between PPARy and
the development of immune responses on macrophages stimulated with LPS and
PMA. The activation of PPARy is associated with a reduced expression of
chemokines, cytokines and macrophage maturation. Our work focuses on
determining by which mechanism HP-BCD modulates the LPS response of primary
human monocytes. We were able to demonstrate that, with 48h, on the moment we
stimulate the cells with LPS, the cellular cholesterol total levels were normalizes and
the expression of TLR4 and its associates MyD88 and TRIF, were functional — being
the immunomodulation observed not dependent on these elements. Analyzing the
proteins involved on the TLR4 signaling pathway by LPS, we found a reduced
activity of p38 and IxBa, being possible candidates to explain the modulation caused
by HP-BCD. Considering the regulation of PPARY and its possible antiinflamatory
effects explored on the literature, we showed that, indeed, HP-BCD is capable of
reducing PPARY expression levels on 1h treatment, maintaining low levels until 48h
after treatment. We investigated the participation of PPARY on the expression of
TNF-a in response to LPS and we found that, different from what was found on the
literature, the activation of PPARydoes not result on reduced expression of TNF-q.,
but the inhibition of PPARYy. The data conducts us on the understanding of how HP-
BCD works on monocytes and its effects, serving on the development of studies that
propose HP-BCD as treatment of diseases, such as Niemann-Pick type C disease,
atherosclerosis and on the chronic immune control on patients infected with HIV.

Key-words: Hydroxypropyl-beta-cyclodextrin, PPARYy, monocyte,
immunomodulation, cholesterol.



INDICE

B O 011 40T LU 1
1.2 CiclodexXtrinas ......ccuureeeenuiiiiiiiinnrsesssiss s snn s e e s s nnmnnses 4
G T 1 1211 1 6
1.4 Mecanismos de Regulacio do Colesterol Intracelular..........ccoeeeeniiinnnnnn. 7
1.5 Regulacdo do Metabolismo de Colesterol............ccccuummmmmmmmmmmmmmmmnnnennnnnnn 10
1.5.1 Receptores Ativadores da Proliferacio de Peroxissomas (PPARs) .. 10

1.6 Metabolismo de Colesterol e Imunidade Inata..........cccceeeemememmmmmmnnnnnnnnnns 12
A & )5 71 ] 18

2R 1] 31 ot 1 3 2 18
3. ODJEtiVo covviiiiiiiiiiiii i ——————————————————————————— 19
3.1  Objetivos ESPecifiCos.....ccuuirmmimimmimmmmmmmmmmmmiiisnsnni s 19
4.  Materiais € MEtodos ......ccouiirrmmrmmmunniiiiiirrrrrnmsarrns s e n e 20
TR 2] 1 117 T 24
T ) T L0 1 35
7. CONCIUSDES ...uuuurrrnrurissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssnsnnssnsnnsnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnns 40
8. Referéncias Bibliograficas:..........cooviriiiisssisssssnnnnnnnnnnnnennneenneeeenneneneennn e 42



1. Introducao

Nosso grupo de pesquisa vem investigando o uso de HP-BCD, cuja principal funcdo
biologica € o sequestro de colesterol de membrana, como potencial farmaco anti-HIV.
Recentemente, nés demonstramos que o tratamento com HP-BCD em mondcitos
primarios derivados de pacientes HIV+ e HIV- inibe a produgcdo de TNFa e IL-10
induzida por LPS (Matassoli et al., 2018). Essa regulacdo se dé a niveis transcricionais,
com diminui¢do da expressdo dos RNAs mensageiros de ambas citocinas. O tratamento
¢ capaz de diminuir a fosforilagdo de p38 MAPK, sem alterar niveis de expressao de PI3K
e fosforilagdio de ERK MAPK. O tratamento também diminui a expressdo de CD-36 e
HLA-DR nesses monocitos (Matassoli et al., 2018), indicando que o tratamento poderia
impactar também no desenvolvimento de uma resposta imune adaptativa.
Intrigantemente, essa regulacdo induzida pelo tratamento com HP-BCD parece ser
parcialmente independente dos niveis de colesterol. Embora as concentracdes mais altas
da droga fossem suficientes para induzir deple¢do do colesterol, concentracdes mais
baixas ndo depletaram colesterol, mas induziram o mesmo efeito imunomodulatorio.
Além disso, o estimulo com LPS era feito somente quando os niveis de colesterol da
célula ja estavam reestabelecidos (Matassoli et al., 2018), reforgando a hipotese de que o
mecanismo de regulagdo induzido por HP-BCD ndo fosse apenas pela deplegdo de
colesterol ou desorganizacao de “lipid rafts”, mas por mecanismos que envolvessem

outros reguladores.

De fato, uma analise de todo perfil transcricional dessas células apos o tratamento
revelou que HP-BCD ¢ capaz de induzir uma completa mudanga no perfil de expressdao
genica, com a indugdo de mais de dois mil genes diferentemente expressos. Uma analise
mais profunda revelou que a via mais impactada pelo tratamento era a via de PPARy ¢
seus parceiros moleculares, que incluem os outros fatores de transcricio RARG, MITF,
MEIS1 e MEF2A, além das proteinas FABP-3, FABP-4 e FABP-5. Por isso, acreditamos
que haja relagdo entre o tratamento de mondcitos com HPBCD e a regulacdo de genes da
via de sinalizagdo de PPARY, ¢ que ele seja, ainda, o responsavel pela modulacdo da

resposta gerada por LPS.



1.1 Ativacdo de Monédcitos por LPS

Monbcitos, em conjunto com células dendriticas, sdo a primeira linha de defesa do
organismo contra patogenos. Estas células carregam a habilidade de reconhecerem
padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPs) através de receptores localizados
em sua membrana plasmatica e citoplasma. Muitos s@o os receptores de reconhecimento
de padrdes (PRRs), como a familia de receptores semelhantes a Toll (TLR), familia de
receptores semelhantes a NOD (NLR), receptores semelhantes a RIG (RLR), entre outros.
Todos estes, em ultima analise, funcionam como recursos para que as células da primeira
linha de defesa consigam detectar possiveis ameagas e reagir a elas, no intuito de elimina-
las. Os mecanismos de elimina¢@o sdo possiveis através da fagocitose e destruicdo das
ameagas ¢ geracdo da inflamagdo através da secrecdo de citocinas e quimiocinas, que
levardo ao recrutamento de novas células e, se necessario, desenvolvimento de resposta

imune adaptativa. (Janeway, 2010).

LPS, componente da membrana externa de bactérias gram-negativas, ¢ uma das
moléculas mais estudadas na indugdo de resposta imune e pode ocasionar, em excesso,
até inflamagao sistémica e sepse. O estimulo de LPS em células do sistema imune ocorre
através da sua ligacdo na proteina que se liga a LPS (LBP), isso facilita a sua interagao
com CD14, presente na membrana plasmatica de células do sistema imune. CD14 facilita
a interacdo de LPS para o complexo de receptor TLR4/MD-2 e leva entdo ao
reconhecimento de LPS. Apos reconhecimento, TLR4 oligomeriza e, através de dominios
TIR (receptor Toll-interleucina-1), recruta moléculas adaptadoras abaixo da via de
sinalizacdo. MyD88 (gene primario de resposta a diferenciacdo mieldide 88), TIRAP
(proteina adaptadora contendo dominio TIR), TRIF (adaptador contendo dominio TIR
que induz IFNB), TRAM (molécula adaptadora relacionada a TRIF) e SARM (proteinas
contendo dominios sterile a ¢ HEAT-Armadillo) levam, entdo, a transdu¢ao de sinais
através de uma série de moléculas, que levam a ativagao de fatores de transcrig@o. Estes,
resultam na transcricdo de genes que levam a expressao de citocinas proinflamatorias e
interferons do tipo I. As vias de sinalizacdo que culminam na transcri¢do de citocinas
proinflamatérios sdo dependentes de MyD88 e resultam na ativagdo das MAPKSs
(proteina quinase ativada por mitdgeno), que ativam o fator de transcri¢ao AP-1, e IKKs
(IxB quinase), que ativam NF-kB. As vias de sinaliza¢do que culminam na transcri¢ao de

interferon do tipo I sdo dependentes de TRIF e resultam na ativacdo das MAPK, IKKs e



TBK1 (quinase que se liga a TANK 1), que ativam, respectivamente, os fatores de
transcrigdo AP-1, NF-kB e IRF3 (Figura 1). (Medzhitov e Janeway, 2000; Janeway e
Medzhitov, 2002; Lu, Yeh e Ohashi, 2008; Guo e Friedman, 2010).

~LPS
Lep f;

TLR4

MyD88-dependent responses MyDBB-independent responses

Figura 1: Esquema das vias de sinalizacio ativadas por TLR4. LPS interage com LBP
e, em conjunto com CD14 ¢ MD-2, se liga a TLR4, ativando vias dependentes e ndo
dependentes de MyDS88. A via dependente de MyD8S sinaliza através da ativagdo de IKK
e MAPK, que leva a ativagdo de NF-kB e AP-1, respectivamente, resultando na indugdo
de citocinas proinflamatorias. Fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) e AKT sdo fatores
importantes abaixo de MyD88 que medeiam também a ativagdo de NF-kB. A via
independente de MyD88 ¢ mediada por TRIF, que ativa IRF3 e induz a expressao de IFN

13 e genes responsivos a IFN. (Guo e Friedman, 2010).

Moléculas envolvidas na sinalizacdo por TLR4 também estdo presentes na
sinalizacdo de outros sistemas, como na regulacdo do metabolismo de colesterol e lipidios
e podem agir ligando estes sistemas entre si. Ao longo do texto, estes assuntos serdo

melhor abordados.



1.2 Ciclodextrinas

As ciclodextrinas (CD) sdo oligossacarideos ciclicos, formados por ligagdes de
mondmeros de a-1,4-D-glucopiranose, extraidos do amido de milho e batatas através da
acdo da enzima glucosiltransferase (Atwood et al., 1996). Sua nomenclatura varia de
acordo com o niumero de residuos de glicose na sua estrutura, sendo o hexametro nomeado
como a-CD, o heptdmero como B-CD e o octdmero como y-CD. Por causa das ligagdes
em cadeia das moléculas de glucopiranose, as CDs apresentam uma estrutura conica, com
o seu exterior hidrofilico e o interior relativamente hidrofobico, fazendo com que a
molécula seja soluvel em agua, além de permitir que estas moléculas abriguem outras
menores ¢ apolares, solubilizando-as (Atwood et al., 1996). Por esta caracteristica, as
CDs s3o amplamente utilizadas nas areas farmacéutica, agroquimica, de fragrancias e
recuperacdo de meio ambiente.

De fato, as CDs tem sido amplamente exploradas na industria farmacéutica,
funcionando sobretudo como carreadoras, melhorando a solubilidade de outras moléculas
ao abriga-las em seu interior e permitindo que elas sejam administradas (Davis e
Brewster, 2004). CDs também sdo resistentes a degradacdo por enzimas humanas,
apresentam estabilidade fisica e quimica, t€ém baixo custo de produ¢@o e nao estimulam
resposta imune contra as proprias em mamiferos (Davis e Brewster, 2004). Além disso,
modificagdes quimicas podem ser feitas para otimizar a capacidade de inclusdo e
interacdo das CDs com outras moléculas, como a inclusdo de grupamentos hidrofobicos,
hidrofilicos e i6nicos (Ono et al., 2001; Manosroi et al., 2005). Por exemplo, as variacdes
hidroxipropil B-CD (HP-BCD), metil-B-ciclodextrina (M-BCD) e sulfobutil éter 3-CD
(SBE-BCD) se diferenciam por serem mais soliveis, apresentarem menos efeitos toxicos
ao organismo humano e ndo cristalizarem facilmente. Isso permitiu a aprovacao destas
moléculas pelo Food and Drug Administration (FDA) e, portanto, sua liberagdo como
segura para fins farmacéuticos (Davis e Brewster, 2004).

As primeiras aplicagdes de CDs, no mercado, foram como tecnologia de carreamento
de prostaglandinas (Hirayama, Kurihara e Uekama, 1984; Uekama e Otagiri, 1987; Wiese
et al., 1991). Em seguida foram utilizadas como carreadoras de drogas anti-inflamatorias
ndo esteroidais (Serni, 1993; Lee e Balfour, 1994; McEwen, 2000). Também foram
estudadas ndo s6 como moléculas simples, mas formando complexos chamados
polimeros compostos por CDs, com o fim de entregar drogas no organismo. Estes
polimeros sdo formados pela ligacdo em cadeia de CDs com outras moléculas organicas

como epicloridrina ou &cido hialurénico, que resultam no aumento da sua solubilidade



aquosa, taxa de dissolugdo, estabilidade quimica dos farmacos e permeabilidade em
membranas biologicas (Vecsernyés et al., 2014).

Além da utilizagdo das CDs como moléculas carreadoras, e por ja terem demonstrado
que essas moléculas apresentam um perfil seguro para administracdo em humanos, as
CDs tem sido exploradas com outros propdsitos. Uma das caracteristicas principais das
B-CDs ¢ a sua capacidade de se ligar e sequestrar colesterol de membranas biologicas
(Davis e Brewster, 2004). Nesse sentido, alguns grupos hipotetizaram a utilizacdo dessa
droga como molécula antiviral contra virus envelopados. Os resultados mostraram que a
deplegdo de colesterol através do tratamento com HP-BCD do virus da imunodeficiéncia
de simios (SIV) e do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) resultou em perda de
infecciosidade por inativagdo ¢ permeabilizagdo dos virions (Graham et al., 2003). A
deplegao de colesterol da membrana de células infectadas por HIV reduziu drasticamente
a quantidade de virus liberados e os virus liberados de células com colesterol depletado
sd0 minimamente infecciosos (Liao, Graham e Hildreth, 2003). Também ja foi
demonstrado que a utilizagdo de HP-BCD como microbicida vaginal preveniu
parcialmente a transmissdo de SIV, em modelo simio, por inativagdo viral irreversivel
(Ambrose et al., 2008). Em modelo de infecgdo pelos flavivirus Dengue virus (DENV) e
West Nile virus (WNV), também envelopados, metil-B-ciclodextrina (MBCD) também
mostrou efeitos antivirais (Osuna-Ramos, Reyes-Ruiz ¢ Angel, 2018).

Além da utilizagdo como droga antiviral, outra aplicagdo de HP-BCD importante ¢ a
utilizacdo para tratamento da doenga de Niemann-Pick tipo C (NPC). NPC ¢ uma
condi¢ao hereditaria caracterizada pela perda da expressdo das proteinas de transporte de
colesterol NPC1 e NPC2, envolvidas no trafego intracelular de colesterol. A deficiéncia
dessas proteinas leva ao aciimulo de colesterol no endossoma tardio e lisossoma, e
provoca um quadro neurodegenerativo fatal (Vanier, 2010). Por conta da caracteristica de
se ligar a colesterol, derivados de CDs foram investigadas como potencial tratamento para
a doenga. Em modelos in vitro, estudos mostraram que HP-BCD foi capaz de sobrepor o
efeito de NPC1 e 2, recuperando o transporte de colesterol do endossoma tardio para o
reticulo endoplasmatico (Abi-Mosleh ef al., 2009; Rosenbaum et al., 2010). Em paralelo,
diversos estudos foram realizados in vivo, em modelo de camundongo NPCl-/-, e
mostraram que a administragdo de HP-BCD resultou em atraso no progresso da doenga.
Os camundongos tratados com HP-BCD apresentaram diminui¢ao de acimulo intraneural
de colesterol, reducdo de marcadores secundérios de neurodegeneragdo, aumento de

sobrevida, recuperagdo da disfuncio hepatica e recuperacao dos niveis de colesterol na



maioria dos 6rgdos (Camargo et al., 2001; Davidson et al., 2009; Lopez et al., 2014). Por
apresentar dados satisfatorios em modelos animais, ensaios clinicos foram realizados em
pacientes com NPC, sendo a via intratecal com os melhores resultados. O tratamento se
mostrou seguro ¢ bem tolerado, e os pacientes apresentaram atraso no desenvolvimento
das manifestagdes neuroldgicas ¢ aumento de biomarcadores de redistribuicdo de
colesterol no sistema nervoso central (Sakiyama et al., 2015; Maarup et al., 2015; Ory et
al., 2017; Berry-Kravis et al., 2018). Sendo assim, BCDs tem mostrado aplicacdes

interessantes e promissoras em outros campos por conta da sua atividade biologica.

1.3 Colesterol

O colesterol ¢ um esterol fundamental na constituicdo e funcionamento de células
eucarioticas animais. Sendo uma das classes lipidicas presentes no organismo, ele
representa 25% de toda membrana plasmatica celular (Ikonen, 2008). Inclusive, a
maquinaria celular requerida para a sua biossintese esta presente em todas células
nucleadas do organismo humano, confirmando que sua presenca ¢ indispensavel para o
funcionamento de todas elas (Reboldi e Dang, 2018). Inicialmente, o colesterol foi
descrito simplesmente como constituinte da membrana plasmatica, responsavel por torna-
la mais rigida, e, por consequéncia, reduzindo a sua permeabilidade e aumentando a
resisténcia mecanica da bicamada lipidica (Bretscher € Munro, 1993). Posteriormente, o
colesterol foi descoberto por ser fundamental na formacao de estruturas especializadas de
membrana denominadas de “lipid rafts”. Em conjunto com glicoesfingolipidios e
enfingomielina, ele forma regides mais rigidas e, portanto, permite uma organizagdo da
membrana (Brown e London, 1998). De fato, o colesterol parece ser fundamental na
manutengdo dessas plataformas, uma vez que a retirada farmacoldgica do colesterol
através do tratamento com HP-BCD ¢ capaz de depletar completamente essas estruturas
da membrana das células (Brown & London, 2000).

Diversas proteinas possuem dominios que as fazem ancorar nessas regioes especificas
da membrana, proporcionando o seu recrutamento e agregagdo, como as proteinas
ancoradas em glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Cherezov et al., 2007) e as proteinas que
sofreram processo de miristoilacdo ou palmitoilagdo (Brown e London, 2000). Como
consequéncia, as “lipid rafts” concentram moléculas envolvidas em organizacdo de
estruturas membranares, transporte intracelular, sinalizacdo celular e transducéo de sinal,
justamente por agregarem receptores, correceptores € moléculas adaptadoras (Langlet,

2000). Foi, ainda, atribuida a importancia delas como geradora de polarizacdo da



superficie celular, mecanismo importantissimo pra formacéo inclusive da fisiologia de
tecidos (Simons e van Meer, 1988).

Além do seu papel na estrutura da membrana e sinalizacdo celular, colesterol também
parece estar diretamente associado a modulagdo da resposta inflamatéria. Ensaios in vitro
mostraram que inibi¢cdo da biossintese de colesterol dispara espontancamente a via de
resposta por interferon do tipo I (IFN), por interferir na transducdo de sinal via STING-
TBK (York et al., 2015). Outro estudo demonstrou que a enzima cholesterol 25-
hidroxilase (Ch25h), parte do metabolismo de colesterol, ¢ estimulada por IFN tipo I e
que isto tem efeito na diminuigdo da atividade de inflamossoma por IL-1 e expressédo de

IL-1B (Reboldi et al., 2014). Esses achados serdo melhor discutidos posteriormente.

1.4 Mecanismos de Regulacio do Colesterol Intracelular

Devido a importancia do colesterol no funcionamento celular, o seu metabolismo,
sintese e trafego devem ser, portanto, finamente regulados. Assim, os niveis celulares de
colesterol sdo regulados por um complexo balango entre sintese endoégena, obtencao de
colesterol extracelular e efluxo de colesterol para fluidos vasculares (Simons e Ikonen,
2000). Qualquer desbalango, em quaisquer etapas, pode provocar uma série de
consequéncias patologicas, como o desenvolvimento de aterosclerose, que ¢é caracterizada
pelo acumulo de colesterol em decorréncia de defici€éncia no efluxo de colesterol, levando
ao desenvolvimento de placas de gordura nas principais artérias do organismo (Arnold e
Kwiterovich, 2003).

O colesterol ¢ transportado pelo corpo na sua forma esterificada, em conjuntos com
lipoproteinas e outros lipidios. Originado da dieta e sintese de novo, sobretudo no figado,
eles sdo solubilizados em lipoproteinas de baixa densidade (LDLs) e transportados
através do sangue (Pollard, 2016). Através de endocitose mediada por receptor LDL, as
células do organismo captam esse colesterol da corrente sanguinea, sendo transportados
para o lisossomo através da via endocitica (Figura 1 A, B e C). Nos lisossomos, os ésteres
de colesterol sdo hidrolisados e a massa de colesterol, ndo associada mais ao LDL, é
transportada por proteinas citoplasmaticas carreadoras para outras membranas celulares
(Figura 1 D) (Pollard, 2016). Uma pequena parte do colesterol ¢ transportado para o
reticulo endoplasmatico (RE), que abriga até 1% do colesterol celular total. Essa
quantidade de colesterol presente no RE funciona controlando a atividade de fatores de
transcri¢do que regulam genes envolvidos com o metabolismo de colesterol (Lange,

1991).



Um dos fatores de transcri¢do chave na regulacdo dos niveis de colesterol presentes
no RE ¢ a proteina de ligag@o ao elemento de resposta a esterol (SREBP). Esse fator fica
preso ao RE pela proteina ativadora da clivagem de SREBP (SCAP), que possui um
dominio que reconhece esteroides, sendo, portanto, um sensor dos niveis de colesterol
intracelulares (Hua et al., 1996; Yang et al., 2002, Sever et al., 2003). Em situacdes de
baixas quantidades de colesterol celular, SCAP fica com o dominio que reconhece
colesterol livre e o complexo SREBP-SCAP escapa do RE e ¢ enderecado para o
complexo de Golgi (Brown and Golstein, 1999; Goldstein, DeBose-Boyd e Brown,
2006). No complexo de Golgi ha a liberagao proteolitica de SREBP, que entdo segue para
o nucleo e ativa genes envolvidos no metabolismo de esterdis (Brown e Goldstein, 1997,
Horton et al., 2002). Dentre esses, a ativagdo de SREBP promove a expressdo do receptor
de LDL (LDLR), importante para captacao de colesterol; e de B-hidroxi-B-metilglutaril-
CoA redutase (HGM-CoA redutase), que catalisa a primeira etapa da biossintese de
colesterol (Hua et al., 1993). Por outro lado, quando héa acimulo de colesterol, o complexo
SCAP-SREBP fica associado a proteina INSIG, que também reside na membrana no RE,
e que previne enderegcamento do complexo para o complexo de Golgi (Figura 2) (Yang et
al., 2002; Sever et al., 2003).

O aumento de colesterol presente nas membranas e livres no citoplasma também tem
como consequéncia a ativacdo da enzima acilcoenzimaA colesterol aciltransferase
(ACAT), que converte colesterol livre em ésteres de colesterol para armazenamento em
goticulas lipidicas (Pollard, 2016). Um outro efeito do acimulo de colesterol ¢ a
degradacdo da enzima HGM-CoA redutase, limitando sua atividade e, consequentemente,

a sintese de novo de colesterol (Gil et al., 1985; Skalnik et al., 1988).
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Figura 2: Processamento intracelular e regulacio da biossintese de colesterol. A.
Colesterol proveniente da dieta ¢ entregue as células na forma de LDL. B. As particulas
de LDL sao endocitadas via clatrina. C. No endossoma tardio/lisossoma, o colesterol livre
¢ liberado e transportado para a superficie celular ou membranas internas, dependendo,
em parte, de NPC-1. (D). O excesso de colesterol pode ser acetilado por ACAT e
armazenado em “lipid droplets” como ésteres de colesterol. A atividade de ACAT ¢
aumentada por altos niveis intracelulares de colesterol. Ao mesmo tempo, altos niveis de
colesterol presentes na membrana diminuem a sintese de colesterol por ativagdo de
degradagdo dependente de proteassoma da enzima HMG-CoA reductase. Por fim, os altos
niveis de colesterol reduzem a tomada de particulas LDL e colesterol proveniente da dieta
através do bloqueio do processamento proteolitico do fator de transcricdo SREBP, que ¢
necessario para expressao do receptor de LDL (LDL-R). Quando SREBP transloca ao
nucleo, ele promove, entdo, o aumento da expressao de enzimas envolvidas na biossintese
de colesterol. (Pollard, 2016).

Recentemente, estudos tem mostrado o envolvimento de SREBP com o
desenvolvimento da inflamac¢ao. Camundongos deficientes em SREBP-1a sdo resistentes
aos efeitos toxicos gerados por desafio com LPS e por sepse induzida por puntura e
ligacdo de ceco. Descobriu-se que seus macrofagos falham em ativar lipogénese e fungdes
chaves de inflamossomos, como ativacdo de caspasel e secrecdo de IL-1p. Foi sugerido,
entdo, que SREBP interage diretamente e ativa NLRP1a (Im et al., 2011). Nesse sentido,
SREBP atua na indug¢éo do processo inflamatorio.

Em contrapartida, a ativacao de TLR4 resulta na produgao de acidos graxos com perfil
anti-inflamatorio e que contribui para a diminuicao da regulacdo de RNAs mensageiros
que expressam mediadores proinflamatorios. Esse mecanismo é dependente de SREBP1

e resulta no desacoplamento de NFxB nos genes alvos de ativagdo (Oishi et al., 2017).
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1.5 Regulacio do Metabolismo de Colesterol

Outro nivel de controle do metabolismo de lipidios e do colesterol sdo os receptores
nucleares, uma classe de fatores de transcricao ativados por ligantes especificos que tem
papel fundamental na manutengdo da homeostase celular (Evans e Mangelsdorf, 2014).
Diversos receptores nucleares respondem as mudangas nos niveis de colesterol endogeno
por intermédio de ligantes lipidicos, levando a expressdo de proteinas que regulam o
metabolismo de lipidios de uma maneira geral, como os receptores X do figado (LXRs),
os farnesoid X receptor (FXRs) e os receptores ativadores da proliferacdo de
peroxissomos (PPARs) (Janowski ef al., 1996). LXRs podem ser ativados por oxiesterois
e desmosterdis, FXRs por acidos biliares ¢ PPARs por acidos graxos, acidos graxos e
acido linoleico. LXRs e FXRs, quando ativados, levam a transcri¢do de genes que
resultam no efluxo de colesterol e dcidos graxos através de transportadores como ABCA1
e CDCA, e portanto, o transporte reverso de colesterol (Calkin e Tontonoz, 2012). PPARs
estdo envolvidos com captacdo e lipidios e oxidacdo de acidos graxos (Kersten,

Desvergne e Wahli, 2000).

1.5.1 Receptores Ativadores da Proliferacio de Peroxissomas (PPARs)

Os PPARs compdem um grupo de trés diferentes proteinas, codificados por genes
distintos: PPARa, PPARB/d ¢ PPARYy. Todos os trés sdo receptores nucleares, com
afinidade por uma variedade de LP, incluindo acidos graxos, eicosanoides e derivados de
acido linoleico (Harmon, Lam e Glass, 2011). Ao reconhecerem seus ligantes, se tornam
ativados e funcionam como fatores de transcri¢do, regulando diretamente a expressdo dos
elementos responsivos aos proliferadores de peroxissomas (PPREs) (Schoonjans et al.,
1996). Apesar da ativagdo de PPARa de fato promover a proliferacdo de peroxissomos
(Lee et al., 1995), a ativacao de PPARS e PPARYy ndo levam ao mesmo fendtipo. Assim,
a classificacao dos PPARs na mesma familia ndo se baseia na sua fun¢ao, mas semelhanca
na sequéncia de aminoacidos.

Na sua forma nativa celular os PPARs sdo encontrados na forma de heterodimeros
associados com diferentes moléculas, incluindo o receptor retindide X (RXR), e
correpressores transcricionais, como o receptor de acido retindico (RAR), hormoénio
tireoide (SMRT) e receptor correpressor nuclear (NCoR) (Xu et al., 1999; Direnzo et al.,
1997). Uma vez que PPAR ¢ ativado, os complexos podem sofrer mudancas

conformacionais que levam a dissociacao dos correpressores e/ou associacao com outras
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moléculas coativadoras. Assim, pode haver a formacdo de complexos ativos que, entdo,
se ligam aos elementos responsivos a PPAR (PPRE) (Tavares et al., 2007).

1.5.1.1 PPARy

O gene de PPARY pode dar origem a trés diferentes RNAs mensageiros, sendo eles
PPARyl1, que ¢ expresso em uma ampla variedade de tecidos como coragdo, colon,
intestino delgado e grosso, rins, pancreas e baco, PPARY2, expresso exclusivamente em
tecido adiposo e PPARY3, expresso de forma restrita a macrofagos e intestino grosso
(Fajas et al., 1997, Fajas et al., 1998).

O papel de PPARY foi inicialmente bem estabelecido em adipdcitos. Foi demonstrado
que a introducdo de PPARYy em fibroblastos, na presenca de ligantes fracos, induziu a
diferenciagdo destas células em adipocitos (Tontonoz et al., 1994). Além disto,
camundongos destituidos de PPARY apresentaram reduzida quantidade de tecido adiposo
ou exibiam lipodistrofia (Barak et al., 1999). A indugao desses fenotipos na presenca ou
auséncia de PPARYy esta associado a sua funcdo, uma vez que ele estimula a expressao de
muitos genes envolvidos no metabolismo de lipidios, como FABP-4, acil-CoA sintetase
e lipase lipoproteica (LPL) (Tontonoz et al., 1994; Schoonjans et al., 1996; Schoonjans,
1995). PPARy também controla a expressao através da inducdo da proteina transportadora
de acidos graxos (FATP-1) e CD36, ambas participando da captagdo de lipidios pelos
adipdcitos (Sfeir et al., 1997).

PPARYy pode ser ativado por uma variedade de ligantes sintéticos ou naturais de
origem lipidica, como acidos graxos e eicosanoides (Kliewer et al., 1997; Salam et al.,
2008; Yu et al., 2004). Diversos estudos mostram que a ativagdo de PPARY por seus
ligantes lipidicos, resultam em regulacdo da expressdo de genes envolvidos em
metabolismo de lipidios e glicose, além de interferir no desenvolvimento da inflamagao.
Derivados de 4cido linoleico sdo capazes de diminuir a resposta inflamatoria da linhagem
de macrdéfagos murinos estimulados com LPS, reduzindo seus niveis de 6xido nitrico,
PGE2 e TNFa (Huang et al., 2011). Estudos in vitro utilizando linhagem de macrofago
estimulada por LPS demonstraram ainda, que derivados de acidos graxos levaram a
ativacdo de PPARY, com consequente inibi¢cdo de NFkB e redugdo da expressao de IL-1,
IL-6 ¢ TNFa, (Zhao et al., 2005). Em outro estudo, foi mostrado que o tratamento de
células de linhagem com pioglitazona, um agonista farmacologico, promove ativacao de
PPARY, que atua como uma E3 ubiquitina ligase e que leva a degradagdo de NF«B (Hou,
Moreau e Chadee, 2012).
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1.6 Metabolismo de Colesterol e Imunidade Inata

Como explorado anteriormente, o colesterol ¢ uma molécula fundamental em fungdes
basicas celulares, como composi¢do da membrana e formador de plataformas essenciais
para transducdo de sinais (Reboldi e Dang, 2018). Além disso, o trafego, a sintese e o
metabolismo de colesterol é finamente regulado em diferentes niveis, uma vez que o
acumulo de colesterol ¢ tdxico e € capaz de provocar uma série de doengas metabodlicas
(Amold e Kwiterovich, 2003). Nos tltimos anos diversos grupos tém mostrado que as
vias de regulagdo de sintese, captagdo e efluxo de colesterol podem modular também vias
de sinalizagdo intracelular envolvidas no controle da resposta inflamatoria. Assim, os
niveis celulares de colesterol e produtos derivados de seu metabolismo exercem papel na
regulacdo de metabolismo e ativagdo imune (Reboldi e Dang, 2018).

Uma das primeiras evidéncias da relacdo entre colesterol e controle da resposta imune
surgiu de um estudo avaliando o efeito da adi¢dao de 25-Hidroxicolesterol (25-HC) em
culturas de células linfoides. 25-HC é um oxistesterol e um dos metabolitos bioativos
derivado do metabolismo de colesterol (Russel, 2003), cuja formagdo se da através da
enzima colesterol 25-hidrolase (Ch25h), residente no RE. Foi demonstrado que 25-HC
inibe a proliferacdo de linfocitos induzida por mitdégenos (Heiniger ¢ Marshall, 1982).
Posteriormente foi demonstrado que esse fenomeno estava associado a liga¢do do 25-HC
a SREBP ¢ bloqueio de sua ativagdo, possivelmente inibindo a captagdo ou sintese de
colesterol (Adams ef al., 2004). De fato, a adicdo subsequente de colesterol as culturas
recuperou a capacidade proliferativa dessas células. Esses achados sugerem que 25-HC
funciona como um repressor da biossintese de colesterol controlada por SREBP (Heiniger
e Marshall, 1982; Adams et al., 2004). Estes dados mostraram, ainda, que a regulacio da
biossintese de colesterol por SREBP ¢ influenciada ndo apenas pelos niveis de colesterol,
mas também pela interagdo direta com produtos do metabolismo de colesterol. E possivel,
portanto, que ambos 0s mecanismos tenham um impacto direto no desenvolvimento da
resposta imune (Reboldi e Dang, 2018).

Nesse sentido, foi reportado que a enzima CH25h ¢ induzida por interferon do tipo I
(IFN-I) em células mieldides e que a produgdo desse IFN-I leva a uma repressdo da
biossintese de colesterol dependente de SREBP (Russel, 2003; Payne ¢ Hales, 2004;
Goldstein, DeBose-Boyd ¢ Brown, 2006). Posteriormente, foi demonstrado que a
ativagdo de CH25h e consequente acumulo de 25-HC pode ser um dos mecanismos de
acdo antiviral mediado por IFN do tipo I, uma vez que 25-HC inibe a entrada de alguns

virus em células, possivelmente por remodelamento da membrana, além de impedir a
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replicagdo viral (Liu ef al., 2012; Blanc et al., 2012). Além disso, também foi
demonstrado que diminui¢do da sintese de colesterol induzida por 25-HC esta
diretamente associada com uma diminuicdo da ativagdo da plataforma de inflamossoma
e, consequentemente, diminui¢do da producdo de IL-1B (Reboldi er al., 2014).
Macrofagos estimulados via TLR4 apresentam aumento da expressdao de SREBP apds 12-
24h de estimulo. Esse aumento da expressao de SREBP esta associado a uma maior
aquisi¢do de acidos graxos insaturados e ao inicio da fase de resolug¢do da inflamacao
(Figura 3) (Oishi et al., 2017). A deple¢do de SREBP nesse modelo faz com que esses
macrofagos tenham menor capacidade de produgéo de acidos graxos insaturados, levando
a uma maior atividade de NF-kB e consequente inducdo do estado hiperinflamatorio
(Oishi et al., 2017).

Induction phase Resolution phase

NF«B NFxB \/’-\
/"‘\

N> - o @

TLR4 inflammatory genes inflammatory genes 9ZPOA
Signali
gnaiing LXR SREBP1

N Sca2
—)> Elov

(= W 7

fatty acid fatty acid efc
biosynthesis genes SREBP1 biosynthesis genes
activation

Figura 3: Modelo de acoes integradas de NFkB, LXRs e SREBP1 durante as fases
de inducio e resolucdo da resposta por TLR4. A sinalizagdo por TLR4, na fase de
indugdo, promove a expressao de genes inflamatorios via NFkB e reprime a expressao de
genes da biossintese de acidos graxos. O decréscimo dos niveis de acidos graxos resulta
em ativacdo de SREBPI. A ativagdo de SREBP1 leva a expressdo de genes relacionados
com a biossintese de acidos graxos (Scd2, Elov e Fads). A via de biossintese de acidos
graxos produz, entdo, acidos graxos insaturados (EPA, DHA e 9ZPOA), que, por sua vez,

atuam inibindo a expressao de genes inflamatorios por NFxB. (Oishi et al., 2017).

Outro ponto de regulagéo cruzada entre metabolismo lipidico e inflamagao se da pela
interagdo entre acidos graxos ¢ FABP ou PPARy. O aumento da disponibilidade de acidos
graxos livres de FABP permite sua ligacdo a PPARY, induzindo sua ativagdo. A ativacao
de PPARYy, por sua vez, promove diminui¢do da atividade de IkB kinase e consequente

reducdo da atividade de NFkB. De fato, foi demonstrado que a deplecdo de FABP4 em
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macrofagos leva a ativagdo de PPARY e inibicdo da atividade de NFxB (Makowski et al.,
2005). Em contrapartida, na presenca de FABP4, os ligantes lipidicos ficam retidos e
acabam por ndo ativar a via de PPARY, permitindo a ativacdo da via de NFxB (Figura 4)
(Makowski et al., 2005). Em acordo com estes resultados, em modelo de linhagem de
macrofagos, o tratamento com inibidor farmacolégico de FABP inibe a expressdo da

quimiocina MCP-1 e citocinas IL-1p, IL-6 ¢ TNFa (Furuhashi et al., 2007).

aP2+/+ macrophage aP2-/- macrophage

Inflammatory stimuli Inflammatory stimuli

Inflammatory function Anti-inflammatory function
Accelerated cholesterol trafficking

Figura 4: FABP4/aP2 regulando trafego de colesterol e vias inflamatorias em
macroéfagos. Modelo hipotético em que aP2 retém acidos graxos celulares por associacdo
e os previne de inibir IKK e, portanto, ativacdo de NFkB e subsequente fungdo
inflamatoria. Quando ausente no sistema, acidos graxos livres inibem a resposta via NFxB
e ainda ativam os receptores nucleares PPARy. PPARYy atua, entdo, tanto no trafego de
colesterol, através da expressao de CD36 e ABCAI1, quanto na resposta imune, inibindo-
a. (Makowski et al., 2005).

PPARs, como ja discutido, s3o normalmente ativados em conjunto a RXR e, assim,
regulam os PPREs. Foram descritos primeiramente pela sua atividade na regulagdo do
metabolismo de acidos graxos, porém eles tém recebido atencdo quanto ao seu efeito anti-
inflamatorio em diferentes modelos celulares. O primeiro indicativo foi evidenciado em
camundongos destituidos de PPARa, com resposta inflamatoria prolongada quando
estimulados com leucotrienos e acido araquidonico (Devchand et al., 1996). Outros
estudos confirmaram o efeito anti-inflamatorio da ativacdo de PPARa em diferentes
modelos celulares. Quando sob efeito de agonistas farmacologicos, foi visto que PPARa

inibe a producdo de marcadores inflamatérios como molécula celular de adesao vascular-
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1 (VCAM-1), IL-6 e endotelina-1 (ET-1) em células endoteliais, células musculares lisas
e macrofagos (Marx et al., 1999; Delerive et al., 1999; Xu et al., 2001; Marx et al., 2001;
Neve et al., 2001). Em seguida, também foi mostrado que a aorta de camundongo
destituido de PPARa respondia de maneira exacerbada ao estimulo com LPS,
corroborando a atividade anti-inflamatéria de PPARa in vivo (Delerive et al., 2000).

A ativacdo de PPARPB/6 também contribui para um perfil anti-inflamatério.
Monocitos derivados de camundongos PPARS -/- estimulados com tioglicolato
produziram menos MCP-1, IL-1 e metaloproteinase matriz MMP-9 (Lee et al., 2003).
Além disso, quando macrofagos obtidos de camundongos selvagens foram tratados com
agonista de PPARS, houve supressao da expressao de MCP-1 e IL-1, significando entdo
que a ativagao de PPARS também ¢ anti-inflamatoéria. Em relagdo ao PPARYy, diferentes
modelos também sugerem que a sua ativacdo resulta em efeitos anti-inflamatorios.
Macrofagos ativados com IFN-y ou LPS e tratados com ligante natural ou sintético de
PPARYy tem inibi¢do da expressdo de 6xido nitrico sintase (iNOS), gelatinase B e receptor
“scavenger” A (SR-A) (Ricote et al, 1998). Em modelo de mondcitos estimulados com
forbol-miristil-acetato (PMA) e tratados com ligante natural ou sintético de PPARYy, a
expressdo das citocinas proinflamatorias TNFa, IL-1p e IL-6 ¢ inibida (Jiang, Ting e
Seed, 1998).

Estudos mostram que PPARs podem resultar na inibi¢do de genes proinflamatdrios
de diferentes maneiras, seja por interacdo direta, regulacdo de atividade kinase, interacao
com correguladores ou transrepressdo dependente de correpressor.

No modelo de interacdo direta, PPARs se liga via intera¢do proteina-proteina aos
fatores de transcrigdo NF-xB, AP-1, STAT e NF-AT, e prevenindo a sua ligagdo com
genes alvo (Figura 5 A) (Delerive et al., 1999; Delerive et al., 2000; Chung et al., 2000
Vanden et al., 2003). PPARs podem, ainda, serem ativados e induzirem a expressao de
IkxBa, inibidor de NF-kB, impedindo, por maior quantidade, que os sinais desliguem o
inibidor do fator de transcri¢do (Figura 5 B).

A via das proteinas kinase ativada por mitdgeno (MAPK) também ¢ regulada por
PPARs em diferentes niveis. A ativagdo de PPARy reduz a ativacdo de c-Jun N-terminal
kinase (JNK) MAPK e p38 no co6lon, levando a regulacdo reduzida da expressao de genes
préinflamatorios (Figura 5 C) (Desreumaux et al., 2001). Ligantes farmacologicos de
PPARYy, em células de musculo liso, inibe vias de migra¢do “downstream” da via de

ERK/MAPK (Goetze et al., 1999; Goetze et al., 2001). Também foi mostrado que os
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efeitos anti-inflamatérios de PPARa em macréfagos envolve a inibicdo da via de
sinalizacdo da proteina kinase C (Paumelle ef al., 2006; Blanquart et al., 2004).

Quanto a interacdo com coreguladores, os fatores de transcri¢do requerem um arsenal
de proteinas coativadoras que se sobrepoe. Nesse modelo, PPARs competem com NF-xB
e AP-1 por ligacdo com coativadores gerais, como proteina de ligagdo ao CREB (CBP),
e p300, ou outros coreguladores, que estdo presentes de forma limitada na célula (Figura
5 D) (Kamei et al., 1996).

Ja para o modelo de transrepressdo dependente de correpressor, dois modelos foram
estudados. Para PPARJ, as evidéncias apontam para o controle do estado de inflamacdo
do macrofago baseado na sua associagdo com BCL-6 (Lee et al., 2003). Em outro modelo,
estudos sugerem que PPARy promove a transrepressao de um grupo de genes de resposta
inflamatoria em macrofagos por impedir a diminui¢do de complexos de correpressores
em promotores inflamatdrios induzidos pela cascata de sinalizagdo por LPS (Figura 5 E)

(Pascual et al., 2005; Ghisletti et al., 2007).
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Figura 5: Mecanismos de transrepressio mediados por PPAR. A. PPAR interage

diretamente com p65 e impede sua ligagdo aos genes alvos e, portanto, sua ativacdo. B.

PPAR leva a expressao de IkB e impede disponibilidade do complexo NF«kB para se ligar

ao DNA e ativar a transcricdo de genes alvo. C. PPAR reduz ativagdo de JINK e, por fim,

a inducdo da expressdo e genes inflamatorios. D. PPAR se liga a complexos de

coativadores e impede sua ligagdo com NFkB e AP-1. E. PPAR, via sumoilagdo, impede

o desacoplamento do complexo inibitorio NCoR dos genes alvos de NF«B. (Ricote e

Glass, 2007).
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1.7 Hipotese

Portanto, a nossa hipdtese ¢ que HP-BCD afete a expressdo e funcdo de receptores
envolvidos com metabolismo de colesterol e acido graxo que também participem de
controle da resposta inflamatoria, como PPARg. Com isso, de acordo com a literatura, a
ativagcdo de PPARg levaria a inibicdo de NF-xB e, em ultima analise, inibicdo da

expressao das citocinas TNF-a e IL-10.

2. Justificativa

Nosso grupo demonstrou que o tratamento de mondcitos com HP-BCD alterou o perfil
de ativagdo dessas células, diminuindo a secre¢do de TNFa e IL-10, induzida por LPS.
Esse efeito ndo resultou exclusivamente da deple¢@o de colesterol de membrana ou da
desorganizacdo de “lipid raft”. Além disso, observamos que o tratamento com HP-BCD
impactou a expressao de genes associados a diferentes vias metabolicas, particularmente,
associados a via de PPARYy. Entretanto, os mecanismos associados a essa regulagdo, bem
como o papel dessas vias na modulacdo da ativacdo de mondcitos ainda nao foram

investigados.

A busca no entendimento dos mecanismos que promovem a comunicagdo entre
regulagdo do metabolismo de colesterol e a resposta imune trazem esclarecimentos ndo
s0 de interesse no campo da biologia celular, mas também como ferramenta de atuacao
com fins farmacé€uticos. Muitas sdo as doengas causadas por distirbios no metabolismo
de colesterol, funcionamento do sistema imune ou uma combinagdo de ambas, ¢ que
normalmente geram quadros cronicos e de dificil resolugdo. Novos caminhos terapéuticos

sdo essé€ncias e, para isto, a investigacao basica se torna fundamental.

Entender a maneira como a regulagdo de colesterol de mondcitos pode influenciar na
sua resposta a inflamacao pode elucidar caminhos para o entendimento e resolucdo de
varias condi¢des. Por exemplo, na formac¢do de placas de ateroma em pacientes com
aterosclerose, uma vez que os macrofagos envolvidos com o proprio processo de
formacdo da placa tém acumulo de colesterol intracelular, se tornando uma “foam cell”,
e adquire um perfil inflamatdrio que mantém a formagao da placa. Outra area de interesse
¢ no tratamento da ativacdo imune cronica em pacientes HIV+, ja que nestes pacientes o
principal responsavel pela manutencdo da ativagdo sdo os mondcitos e as citocinas mais

envolvidas nesse processo sdo TNFa e IL-10.
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3. Objetivo
Investigar o mecanismo envolvido na diminuicdo da expressdo das citocinas TNF-a

e IL-10 em monocitos primarios humanos tratados com HPBCD e estimulados com LPS.

3.1 Objetivos Especificos
- Determinar a cinética de deplegdo de colesterol por HP-BCD em mondcitos primarios

humanos;

- Avaliar o efeito de HP-BCD sobre a organizacdo de “lipid rafts” e composi¢c@o de acidos

graxos;

- Investigar o efeito de HP-BCD na transducdo de sinais da cascata de sinalizagdo de

TLR4 por LPS;

- Confirmagdo dos dados do transcriptoma analisando a expressdo de PPARy apos

tratamento dos monocitos diferentes concentragdes de HPBCD;

- Caracterizar a cinética da expressao de PPARy apos tratamento com diferentes doses de

HPBCD, com e sem estimulo de LPS;

- Investigar o papel de PPARY na inibicdo de TNF-a por HPBCD, através do uso de

agonistas e antagonistas especificos desse receptor;



20

4. Materiais e Métodos

4.1. Purificacdo de mondcitos humanos por ensaio de adesdo:

A partir do sangue de doadores saudaveis, cedido pelo Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho (HUCFF), foi realizada a purificagdo de células mononucleadas
do sangue periférico (PBMC) por meio do gradiente de Ficoll (Histopaque-1077). Para
isto, € colocada a proporcao de 1:2 de Ficoll e sangue em um tubo Falcon de 50mL e
centrifugado a 500g por 30 minutos. A nuvem de PBMC ¢ transferida para outro tubo
Falcon, adicionado PBS 1x para completar 50mL e centrifugado novamente a 500g por
10 minutos. As células s@o entdo ressuspendidas em meio completo (RPMI com 10% de
soro fetal bovino) e contadas. Para purificagdo de mondcitos por ensaio de adesdo, 108
células viaveis de PBMC sdo plaqueadas em placas de Petri e incubadas em meio
completo, a 37°C e 5% COz por 2 horas. Em seguida, o sobrenadante ¢ descartado, as
células aderidas sdo centrifugadas, ressuspendidas em meio completo e contadas. O

protocolo foi aprovado pelo comité de ética da UFRJ (Protocolo: 105/07).

4.2. Tratamento de mondcitos com 1 e 10mM de HPBCD:

Mondcitos sdo plaqueados em placas TPP de 24 pogos, com 10° células por pogo, ou
placas TPP de 6 pogos, com 5x10° células por pogo, com meio sem soro, contendo ImM
ou 10mM de HPBCD (Cyclodextrin Technologies Development, Inc; CTD, High
Springs). As células sdo incubadas a 37°C e 5% COz por 1 hora. Em seguida, o meio
antigo com HP-BCD ¢ retirado, as células lavadas com PBS 1x e mantidas com meio

completo a 37°C e 5% COz por 48 horas.

4.3. Estimulo de LPS:

Mondcitos tratados ou nao com HPBCD e cultivados por 48 horas sdo, entdo,
estimulados com 20ng/mL de LPS (Sigma Aldrich) por diferentes periodos (30 minutos,

4 horas ou 24 horas) de acordo com a analise realizada.

4.4. Tratamento com agonista de PPARy, TZD, e antagonista, GW9662:

Monocitos primarios humanos purificados de doadores saudaveis, plaqueados,
tratados ou ndo com 1mM e 10mM de HP-BCD, sao acrescidos, no meio de cultura, de

100uM de TZD e/ou GW9662 pelos determinados tempos de cada analise.
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4.5. Dosagem de colesterol:

Monocitos tratados ou ndo com HP-BCD sdo cultivados por 1h, 6h, 24h e 48h. Apos
os determinados tempos, o pellet de células ¢ submetido ao kit de dosagem de colesterol

Amplex Red Cholesterol (Thermo Fisher Scientific Inc., Pittsburg, USA).

4.6. Analises por Citometria de Fluxo:

Monocitos primarios humanos sao isolados de doadores saudaveis, tratados ou nao
com ImM e 10mM de HP-BCD e mantidos por 1h ou 48h. Cada 10° mondcitos foram
mantidos em 100pL de tampao de bloqueio (PBS com 10% de soro fetal bovino e Fc
Block) e incubados por 30 minutos no gelo. Em seguida, as células foram marcadas com
anti-CD14, anti-TRL4, anti-CD45 e anti-CD59 conjugados com FITC, APC, APC-Cy7 ¢
PE e incubadas por 1 hora no gelo. Apds incubacdo, as células foram lavadas com PBS,
fixadas com 4% de formaldeido e lidas no citometro de fluxo FACSCalibur
(BDBiosciencesfonte). Foram adquiridas 10000 eventos e analise foi realizada utilizando-

se o programa FlowJo.

4.7. Microscopia de fluorescéncia:

Sobre laminula tratada com polilisina, em placas TPP de 24 pogos, 10° mondcitos
foram plaqueados, tratados com 1mM e 10mM de HP-BCD e mantidos por 1h ¢ 48h. Em
seguida, as células sdo lavadas com PBS 1x e fixadas com solu¢@o de formaldeido 4%
por 15 minutos. Células sdo lavadas novamente em PBS 1x e bloqueadas com tampao de
bloqueio (BS com 10% de soro fetal bovino e Fc Block). Em seguida, as células sdo
marcadas com Bodipy 1:300 em tampdo de bloqueio por 1h. As laminulas sdo seladas em
contato com laminas e levadas para observagdo em microscopio de fluorescéncia Zeiss

Axio Imager D2.

4.8. PCR em tempo real:

As células sdo submetidas ao protocolo de extragdo de RNA por TRIzol reagente, de
acordo com as recomendagdes do fabricante (Thermo Fisher Scientific). O RNA
purificado sofreu acdo da transcriptase reversa para obtencdo do cDNA, através do kit
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Multiscribe Reverse Transcriptase), de
acordo com as recomendagoes do fabricante (Thermo Fisher Scientific). Com o cDNA, ¢
realizado PCR quantitativo em tempo real (QPCR-RT) utilizando o kit Power SYBR

Green master mix (Thermo Fisher Scientific), utilizando uma combina¢do dos
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iniciadores, de acordo com o que se quer analisar: TNF-asenso (5’-CAG AGG GAA
GAG TTC CCC AGG GAC-3’ ), TNdaanti-senso (5’- CCT TGG TCT GGT AGG AGA
CGG C-3° ), 10 senso (5’- AAT AAG GTT TCT CAA GGG GCT-3" ), 110 anti-
senso (5’- AGA ACC AAG ACC CAG ACA TCA A-3’ ), PPARsenso (5’-GCA GTG
GGG ATG TCT CAT AAT AG-3’ ), PPAR anti-senso (5’- CAG GGG GGT GAT GTG
TTT GAA-3’ ), GAPDH senso (5GTG GAC CTG ACC TGC CGT CT-3" ) e GAPDH
anti-senso (5’- GGA GGA GTG GGT GTC GCT GT-3" ). As reagdes foram feitas no
sistema de PCR em tempo real StepOnePlus (Thermo Fisher Scientific, Inc) com a
ciclagem de 50° C por 2nin, 95° C por 1@nin e adicionais 40 ciclos de desnaturacdo
(95° C por 15seg), anelamento de iniciadores (55° C por 30seg)extensdo (60° C por
60seg). As amostras ainda foram submetidas a uma curva de melting para eliminar os
dimeros de iniciadores (95° C por 15seg, 60° C por 60seg e €5por 15seg). Os dados
foram analisados através do método comparativo C-T(AACt), com normaliza¢ao de

GAPDH.

4.9. Western Blotting:

As células sdo lisadas com tampao de lise (10 mM Tris-HCI pH 7.5 cotendo 150 mM
de NaCl, 1% deoxicolato de sodio, 0.1% SDS, 1% Triton X-100) acrescido de inibidores
de protease (Sigma Aldrich) por 15 minutos no gelo. Os debris celulares sao removidos
por centrifugacdo a 7000g, por 2 minutos a temperatura ambiente. As amostras sao
normalizadas através da quantidade total de proteina. O extrato é submetido a eletroforese
em SDS-PAGE 10% para separagdo das proteinas e transferido para membrana de
fluoreto de polivinilideno (PVDF) (Milipore). Indicadores de peso molecular (Amersham
Pharmacia Biotech) sdo utilizados como padrio de corrida. As membranas sdo
bloqueadas com solug¢do TBS 1X contendo 2,5% de BSA por 30 minutos. Essas
membranas sdo lavadas trés vezes com TBS contendo 0,05% Tween 20 (TBS-Tween) e,
entdo, marcadas com anticorpo anti-p38, anti-Pp38, anti-pIkBa e anti-GAPDH (1:1000,
Cell Signaling Technologies, Boston, USA) overnight a 4°C. Apos sucessivas lavagens
com TBS, as membranas serdo incubadas com anticorpos anti-IgG de coelho ou anti-IgG
de camundongo conjugados a peroxidase (1:10000, Santa Cruz Biotechnology) por 1h,
sob agitagdo, a temperatura ambiente. As membranas serdo incubadas com o substrato
luminescente comercial Super Signal West Pico (Thermo Fisher Scientific) para detec¢do

da expressdo das proteinas. A relagdo entre as proteinas fosforiladas e ndo fosforiladas ou
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proteinas fosforiladas sobre proteinas constitutivas serdo determinadas utilizando o

programa Image].

4.10. Avaliacdo da viabilidade celular por XTT:

Mondcitos primarios humanos foram purificados de doadores saudaveis, plaqueados
em placa de 96 pogos na concentragdo de 10° células por pogo e tratados com as
concentragdes de TZD (10uM, 50uM e 100uM) ou GW9662 (3uM, 10uM e 30uM). Apos
48h de tratamento, foi acrescentado XTT (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-
2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). Apds a pesagem do
XTT (0,0012g), foi acrescentado 950ulL de PBS e a solug@o aquecida a 560C. A solugao
foi resfriada e foi adicionado PMS (N-methyl dibenzopyrazine methyl sulfate) (Sigma-
Aldrich). As células foram incubadas com XTT por 3h e a leitura foi realizada em
espectrofotometro (Bio-RAD) no comprimento de onda de 450nm. Como controle
positivo, células foram incubadas com Triton X100 (10%) durante 0 mesmo periodo de

incubagdo com XTT.
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5. Resultados
5.1 HP-BCD reduz os niveis totais de colesterol, os quais se reestabelecem em 48h
apoés o tratamento

Dados anteriores do grupo demonstraram que o tratamento de mondcitos obtidos de
pacientes HIV+ com HP-BCD levavam a uma diminui¢do da ativagdo dessas células
induzida por LPS. Para avaliar os mecanismos relacionados a esse evento, inicialmente,
investigamos alguns parametros associados expressdo de colesterol e organizacao de lipid
rafts, cujas alteracdes sdo os principais fendomenos biologicos descritos mediados por
ciclodextrinas. Nosso primeiro passo foi avaliar a cinética de deple¢ao e recuperacao dos
niveis de colesterol apods tratamento de mondcitos humanos primarios, obtidos de
doadores saudaveis, com HP-BCD. As células foram tratadas por 1h com HP-BCD a ImM
ou 10mM, lavadas, ¢ o meio substituido por meio completo, livre de HP-BCD. Apos
diferentes periodos de tempo, os niveis totais de colesterol foram dosados. Como
esperado, monocitos tratados com 10mM de HP-BCD por 1h, apresentaram, em média,
50% de redugao dos niveis totais de colesterol (Figura 6). Apds 1h, houve recuperacdo
gradativa dos niveis de colesterol até 48h, atingindo os niveis iniciais. Em relagdo a
concentragdo de 1mM de HP-BCD, ndo houve deplecao significativa dos niveis totais de
colesterol, se mantendo estaveis ao longo de 48h apos tratamento. Esses dados indicam
que o tratamento com HP-BCD de fato reduziu colesterol celular, mas ap6s 48h, as células

apresentaram niveis semelhantes aqueles observados em células nao tratadas.
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Figura 6: Tratamento de 10mM de HP-BCD diminui niveis totais de colesterol em
1h e ha recuperacdo gradativa até 48h. Mondcitos primarios humanos foram
purificados de doadores saudaveis, pré-tratados com 1mM e 10mM de HP-BCD, mantidos
em meio completo novo por 1h, 6h, 24h e 48h ¢, no pellet de células, foram dosados os

niveis totais de colesterol por kit Amplex Red reagente (n = 3) (A).
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5.2 HP-BCD afeta a organizacio de acidos graxos celulares
Em transcriptoma realizado pelo grupo, vimos que o tratamento de HP-BCD também leva
a modulacdo negativa na expressdo de moléculas associadas ao metabolismo de acidos
graxos, como FABP4 e FABPS. Nos perguntamos se o tratamento estaria modificando a
organizagdo dos acidos graxos nas células tratadas. Para isto, mondcitos primarios
humanos foram isolados de doadores saudaveis, tratados com 1mM e 10mM de HP-BCD
por 1h e mantidos em meio novo completo por 48h. Apoés 1h e 48h, as células foram
submetidas ao protocolo de microscopia de fluorescéncia e marcadas para 4cidos graxos
com bodipy. Aparentemente, hd uma reorganizacdo que forma focos de concentragdo de

acidos graxos nas células tratadas com 1mM e 10mM de HP-BCD por 1h e que ndo sdo
mais observados ap6s 48h (Figura 7).

1h 48h

Figura 8: HP-BCD aparenta reorganizar a localizacio de acidos graxos. Monocitos

Meio

primarios humano foram purificados de doadores saudaveis, tratados com ImM e 10mM
de HP-BCD por 1h e mantidos em meio novo completo por 48h. As células foram

submetidas ao protocolo de microscopia de fluorescéncia e marcadas com Bodipy. (n=1).
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5.3 Analise cinética da expressdo de receptores associados a lipid rafts apés
tratamento com HP-BCD

Como o tratamento de HP-BCD retira colesterol das membranas celulares, colesterol
estd majoritariamente distribuido em “lipid rafts” e o receptor de LPS, TLR4, esta
presente nas “lipid rafts”, investigamos se o tratamento com HP-BCD afeta os niveis de
expressdo de TLR4 na superficie. Como controle, foi analisada também a expressdo de
receptores associados ou ndo associados aos raft — CD59 e CD45, respectivamente.
Mondcitos primarios humanos foram purificados de doadores saudaveis, tratados com
ImM e 10mM de HP-BCD por 1h e mantidos por 48h em meio novo completo. Foram
analisadas a expressdao de TLR4 e dos marcadores de raft, CD59, e néo raft, CD45, apos
1h e 48h de tratamento. Nos observamos que ap6s 1h de tratamento com HP-BCD, as
células apresentaram uma reducao da expressdao de CD59, mas ndo de CD45, indicando
que houve desestruturacdo de “lipid rafts” (Figura 7B e 7C). Apds 48h de tratamento, a
expressdo de ambas as proteinas foi restabelecida, corroborando os dados anteriores de
que os rafts sdo restabelecidos nesse periodo de tempo. Importante, a expressdo de TLR4
ndo foi alterada pelo tratamento com HP-BCD (Figura 7A), indicando que os efeitos de
diminui¢do da ativacdo induzida por LPS anteriormente observados ndo se deviam a

diminuigdo da expressdo do receptor.



Count

%TLR-4 em CD14+

27

A HP-BCD 1h B HP-BCD 1h c HP-BCD 1h

300 E Meio -
1 - 1mM o . ]
0] 10mm 2

200 < TLR4+ [ CD45+
—_— |

| CD59+

Count
Count
&
1

T T T .| o - 5 “ . " 3
10 ‘0‘ 102 10 IDJ 1 2 3 4 0 ‘0‘ i 10 10
10 10 10 10 10
50 110+ 50+
& +
< 2
o o
30 £ g 404
S 100- 3
- 1 3 et N B
O 954 o
B g g 304 e —4
0 . . . %0 ’ . r 25 T T
o < & o
« S & & & RS 4 & \‘s ,\e““\\
D
150~ HP-BCD 48h
+
= 100+
a
Q
-
X 504
0-
> ® o
&F fod &

Figura 7: Tratamento de HP-BCD por 1h diminui a expressio de CD59, que se
reestabelece com com 48h. Mondcitos primarios humanos purificados de doadores
saudaveis foram tratados com 1mM e 10mM de HP-BCD por 1h (A, B e C) e mantidos
ou ndo por 48h em meio novo completo (D). Histograma representativo e grafico da
analise de células TLR4+ (A), CD45+ (B) e CD59+ (C) com 1h de tratamento (n=2).
Grafico da analise das células TLR4+, CD45+ e CD59+ apo6s 48h de tratamento (D)
(n=4). Células foram submetidas ao protocolo de citometria de fluxo, marcadas com anti-

TLRA4, anti-CDA45 e anti-59 e analisadas por FlowJo V10.
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5.4 HP-BCD nao afeta a transduciio de sinal por MyD88 e TRIF

Apesar de TLR4 estar expresso, as moléculas adaptadoras, MyD88 e TRIF, também
precisam estar associadas para a gerag@o de sinal por LPS. Para avaliar se a sinalizagdo
mediada por MyD88 ou TRIF estava mantida nas células tratadas com HP-BCD,
analisamos os niveis de expressdo de mRNA de IL-8, cuja via é Myd88 dependente ¢
TRIF independente, e os niveis de secrecao de [IFNa, cuja via é TRIF dependente e Myd88
independente. Em experimentos anteriores realizados pelo grupo a secrecao de multiplas
citocinas havia sido investigada em células tratadas com HP-BCD e estimuladas por LPS.
Nesses experimentos, foi observado que o tratamento com HP-BCD ndo alterava a
secrecdo de IFN induzida por LPS, sugerindo que a via de TRIF ndo havia sido alterada.
Como nesse modelo ndo observamos secrecao de IL-8 induzida por LPS, para investigar
essa via realizamos novo experimento com uma cinética mais apropriada para
investigacdo especifica da mesma. Monocitos foram tratados com HP-BCD, como
descrito anteriormente. Apos 48h de cultura, as células foram estimuladas com LPS por
4h e os niveis de expressio de mRNA correspondente a IL-8 foram avaliados.
Observamos que o tratamento com HP-BCD nao afetou a expressao de IL-8, indicando a
funcionalidade das moléculas MyD88 (Figura 9). Esses dados sugerem que os efeitos
induzidos por HP-BCD ndo se devem a um comprometimento do funcionamento das

moléculas adaptadoras MyD88 e TRIF ligadas ao receptor TLR4.
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Figura 9: HP-BCD nfo afeta a expressdo de IL-8. Monbcitos primdrios humanos
purificados de doadores saudaveis foram tratados com 10mM de HP-BCD por 1h,
mantidos por 48h em meio novo completo, e estimulados com LPS por 4h. mRNA total

foi extraido, transformado em cDNA ¢ analisado por PCR em tempo real (n=1).
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5.5 HP-BCD reduz a fosforilacio de p38 e IxBa

Seguindo a sinalizagdo por TLR4, analisamos moléculas de diferentes vias de
sinalizacdo estimuladas por LPS no intuito de determinar o mecanismo de inibicdo por
HP-BCD visto em nosso modelo. Dados preliminares feitos anteriormente sugeriram uma
inibi¢do da fosforilagdo de p38. Nos confirmamos ¢ investigamos também a atividade de
ERK e expressdo de PI3K. Vimos que o tratamento com HP-BCD reduz os niveis de
fosforilagdo de p38, mas ndo de ERK e PI3K, em comparag@o com o controle de ativacao

com LPS (Figura 11).
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Figura 11: HP-BCD diminui a fosforilacido p38 induzida por LPS (Matassoli et al.,
2018). Monocitos primarios humanos purificados de doadores saudaveis foram tratados
com ImM e 10mM de HP-BCD por 1h, mantidos por 48h em meio novo completo e
estimulados com LPS por 30 min. Proteinas totais foram extraidas e submetidas a
protocolo de Western Blotting utilizando anticorpos anti-p38, anti-pp38, anti-ERK, anti-
pERK, anti-PI3K e anti-GAPDH. Analises foram feitas por ImageJ.
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Posteriormente, investigamos a via de ativacdo de NF-kB de maneira indireta através
dos niveis de [kBa fosforilado. IkBa ¢ uma molécula que age de maneira inibitoria sobre
NF-kB, se mantendo ligada a ele e impedindo a sua translocagdo para o nucleo e
transcri¢do de genes alvos. Quando fosforilado, IxkBa se desacopla de NF-«xB e segue para
degradagdo via proteassoma. Para avaliar os niveis de fosforilagdo de IkBa, mondcitos
primarios humanos foram purificados de doadores saudaveis, tratados com 1mM e 10mM
de HP-BCD por 1h, mantidos por 48h em meio novo e estimulados com LPS por 30min.
Proteinas totais foram extraidas, submetidas ao protocolo de Western Blotting e marcadas
com anti-plkBa e anti-bActina. O tratamento com as diferentes concentracdes de HP-
BCD reduziu a fosforilagdo de IkBa comparado com a situagdo somente estimulada com
LPS (Figura 12). Esses dados sugerem que HP-BCD iniba a dissociagao entre IkBa e NF-
kB, inibindo a translocagdo do fator de transcri¢ao para o nucleo. Experimentos adicionais
para investigar essa hipotese, incluindo analise da expressdo de NF-kB no nucleo e

citoplasma por imunofluorescéncia e western blot estdo em andamento.
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Figura 12: Tratamento com HP-BCD reduz os niveis de fosforilacio de IkBa quando
estimulado com LPS. Monocitos primarios humanos foram purificados de doadores
saudaveis, tratados com 1mM e 10mM de HP-BCD por 1h, mantidos por 48h em meio
novo completo e estimulados com LPS por 30min. Proteinas totais foram submetidas ao
protocolo de Western Blotting, marcadas com anticorpos anti-plkBa e anti-bActina e

analisadas por Imagel (n=2).
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5.6 HP-BCD reduz a expressao de mRNA de PPARY até 48h apés o tratamento

Em analise de transcriptoma realizado pelo grupo, foi demonstrado que uma das
principais moléculas alteradas por HP-BCD apds 48h (momento de estimulo com LPS)
era o receptor PPARy. Uma vez que ja foi reportado que a ativacdo de PPARy pode
interferir na sinalizagdo por TLR4 em outros modelos (REF), resolvemos investigar
melhor essa via. Inicialmente, avaliamos a expressao de PPARy nas células tratadas com
HP-BCD para confirmar os dados de transcriptoma previamente obtidos. Para tal,
monocitos foramtratados com 1mM e 10mM de HP-BCD por 1h e mantidos com meio
novo completo por 48h e a expressdo de mRNA de PPARyfoi avaliada por RT-PCR
quantitativo. Em acordo com os dados ja obtidos, houve redugdo dose dependente da
expressio de mRNA de PPARy apos 48h (Figura 13A). Quando submetido a uma
cinética, em lh de tratamento ja ha inibicdo da expressio de mRNA de PPARy, se
mantendo até 48h (Figura 13B). Sendo assim, de acordo com o nosso modelo
experimental, quando o estimulo de LPS ¢ dado, apos 48h de tratamento com as diferentes
concentragdes de HP-BCD, os niveis de mRNA de PPARYy estdo abaixo de 50%. Apesar
de sabermos que o tratamento com HP-BCD reduz a expressao de PPARY, ndo sabemos
qual a implicagdo disto na fungdo da proteina em si, como receptor nuclear. Para isto,
estamos realizando uma colaboragdo com Francisco Neves, professor da Universidade de
Brasilia, que consiste em medir os niveis de transcricdo dos genes alvos de PPARy por

célula reporter, quando tratados com HP-BCD e associado a agonista e antagonista.
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Figura 13: Tratamento de HP-BCD reduz a expressio de mRNA de PPARYy até 48h.
Mondcitos primarios humanos foram purificados de doadores saudaveis, tratados com
ImM e 10mM de HP-BCD, mantidos em meio completo novo por 1h, 24h e 48h e
analisados niveis de expressdo de mRNA de PPARy por PCR em tempo real. Mantidos
por 48h (n = 3) (A). Cinética de 1h, 24h ¢ 48h (n=1) (B).
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5.7 Analise do efeito do tratamento com agonista (TZD) e antagonista
(GW9662) de PPARY sobre a expressdo de PPARy e TNF-a

Tendo confirmado, por PCR em tempo real, que o tratamento de HP-BCD de fato
reduz a expressdo de PPARy, em ambas as concentragdes testadas, apostamos em PPARy
como parte do mecanismo responsavel pela modulagdo causada por HP-BCD. Para
verificar se alteracdo funcional desse receptor estava relacionada aos efeitos da droga,
utilizamos o tratamento com agonista (TZD), e antagonista (GW9662) de PPARy para
avaliar se haveria reversdo do efeito observado por HP-BCD. Antes dos ensaios
funcionais com HP-BCD, analisamos o efeito das drogas na sobrevivéncia celular,

expressdo de PPARY e expressdo de TNF-a.

Na literatura, as concentragcdoes comumente usadas, em diferentes modelos de cultura
de células, de TZD sdo de 10uM a 100uM e de GW9662 sdo de 100nM a 50uM. Dessa
forma, no ensaio de citotoxicidade, monocitos primarios humanos foram submetidos ao
tratamento com agonista TZD nas concentra¢des de 10uM, 50uM e 100uM, tratamento
com antagonista GW9662 nas concentragdes de 3uM, 10uM e 30uM, e mantidos por 48h.

Nenhuma das concentracdes usadas foi toxica para a sobrevivéncia celular (Figura 14).

150+

% Viabilidade

Figura 14: Ensaio de citotoxicidade de TZD e GW9662. Mondcitos primario humanos
foram tratados com as concentra¢des discriminadas de TZD e GW9662 e mantidos em
cultura por 48h. Em seguida, foram submetidas ao protocolo de viabilidade celular por

XTT (n=2).

Tendo as doses de TZD e GW9662 determinadas, realizamos, entdo, um experimento
para avaliar o efeito de TZD e GW9662 na expressdao de PPARy e TNF-a. Para isto,

mondcitos primarios humanos foram purificados de doadores saudaveis, e tratados com
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100uM de TZD, 100uM de GW, por 48h. Para avaliagdo da expressio de TNF-a,
adicionalmente, as células foram estimuladas com LPS por 30min. Em seguida, os niveis

de expressdo de mRNA de PPARy e TNF-a dosados por PCR em tempo real.

A ativacdo e inibicdo de PPARy ndo influenciaram na sua propria expressao, pois 0s
niveis de mRNA de PPARY se mantiveram semelhantes ao controle (Figura 15A). Com
relagdo a expressao de TNF-a., a inibi¢do de PPARy por GW9662 aboliu quase totalmente

a sua expressdo, enquanto que a ativagao por TZD ndo parece influenciar (Figura 15B).
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Figura 15: Efeito de TZD e GW9662 sobre a expressio de PPARy e TNF-a.
Mondcitos primarios humanos purificados de doadores saudaveis foram tratados com
100uM de TZD ou 100uM de GW9662 e mantidos por 48h em cultura. Para dosar TNF-
o, apos 48h, monocitos foram estimulados com LPS por 4h. Niveis de mRNA de PPARy

(A) e TNF-a (B) foram medidos por PCR em tempo real.

Sendo assim, as concentragdes definidas ndo influenciam na sobrevivéncia das
células, o tratamento com TZD e GW9662 nao alteram a expressdo de PPARy e GW9662

gera efeito inibitorio na expressdo de TNF-a, semelhante ao observado com HP-BCD.
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5.8 Papel de PPARY sobre o efeito modulatorio de HP-PCD

Por fim, buscamos saber se o tratamento com TZD ou GW9662 reverteriam o efeito
observado no tratamento com HP-BCD, investigando entdo o papel de PPARy na
modulagdo por HP-BCD. Monocitos primarios humanos foram purificados de doadores
saudaveis, tratados com 1mM e 10mM de HP-BCD, tratados também com TZD ou
GW9662 e estimulados com LPS por 4h. Os niveis de mRNA de TNF-a foram analisados
por PCR em tempo real. Imaginamos que, se HP-BCD diminui a expressao de PPARY,
também hé4 diminuicdo da sua atividade e, portanto, o tratamento com um agonista
estimularia sua ativagdo, revertendo o efeito de HP-BCD. Entretanto, vimos que o
tratamento com 100uM de TZD nao impediu a inibicdo de expressdo de TNF-a,
comparado com o controle somente com HP-BCD e estimulado com LPS (Figura 16 A).
Além disto, o tratamento com antagonista GW9662 intensificou a inibi¢ao da expressao
de TNF-a (Figura 16 B). Sendo assim, entendemos que o papel de PPARY na modulagdo
vista por HP-BCD pode nio ser a causa da imunomodulacdo, mas um evento que ocorre

em paralelo.
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producdo de TNF-a visto pelo tratamento com HP-BCD. Mondcitos primarios
humanos purificados de doadores saudaveis foram tratados com 1mM e 10mM de HP-
BCD por 1h e tiveram seu meio substituido por meio novo completo. Algumas situagoes
foram tratadas com 100uM de TZD (A) ou GW9662 (B) ¢ a cultura de célula mantida por
48h. Os niveis de mRNA de TNF-a foram medidos por PCR em tempo real (n=3).
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6. Discussao

No presente trabalho investigamos os mecanismos moleculares envolvidos na inibigdo da
expressdao de TNF-a induzida por LPS em células previamente tratadas com HP-BCD. A
motivacdo vem de dados prévios realizados pelo grupo com pacientes HIV+, que
demonstraram que HP-BCD reduziu drasticamente a expressdo e secrecao,
exclusivamente, das citocinas TNF-o e IL-10 — principais citocinas secretadas
relacionadas a inflamacdo cronica desenvolvida em paciente HIV+ e sob tratamento
antiviral. A investigacdo dos mecanismos inibitorios causados por HP-BCD, quanto a
resposta por LPS, elucida tanto a relagdo entre os metabolismos de colesterol e acidos
graxos com o metabolismo de resposta imune inata, como também contribui para o

desenvolvimento de novos farmacos no tratamento de doengas com origem inflamatoria.

Inicialmente, ja sabiamos que o tratamento com 10mM de HP-BCD por 1h reduz, em
média, 50% do conteudo total de colesterol em monocitos e ha recuperagdo aos niveis
basais em 48h. Buscando entender o mecanismo por tras da modula¢do por HP-BCD,
investigamos a cinética de recuperagdo de colesterol total celular até atingir os niveis
basais. Vimos que, apds deplecdo de colesterol total por 10mM de HP-BCD, houve
recuperagdo gradativa, ao longo dos tempos de 6h e 24h até 48h, indicando que a célula
respondeu aos niveis baixos de colesterol de maneira a recupera-los ao longo do tempo.
Estudos anteriores realizados com células HepG2 tratadas com HP-BCD por 3h e
analisadas até 48 horas pds tratamento, foi detectado um aumento da sintese intracelular
e influxo de colesterol (Peluso e Dixon, 1997). Em modelo de célula endotelial adrtica
ABAE, apos 24h de deplegao de colesterol por HP-BCD, houve diminui¢do da expressao
de transportadores ABCA1 e ABCG1, envolvidos no efluxo de colesterol (Coisne et al.,
2016). Portanto, nossos dados colaboram com os encontrados na literatura indicando que
apos deplecdo de colesterol por HP-BCD, a célula dispde de mecanismos que resultam na
recuperagdo dos niveis basais de colesterol. Nesse sentido, a retirada de colesterol por
HP-BCD resulta na modulagdo do metabolismo de colesterol, no intuito de recupera-lo,
aumentando sintese intracelular de colesterol, estimulando influxo e reduzindo efluxo de

colesterol.

As vias bioquimicas de controle de metabolismo de colesterol e acidos graxos estdo
intimamente ligadas, sejam por compartilharem estimulos lipidicos, como também vias

metabdlicas e precursores basicos de origem lipidicas, como dacidos graxos. Em
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transcriptoma realizado, vimos que ha diminui¢do na expressao de moléculas envolvidas
no transporte intracelular de acidos graxos por FABP4 ¢ FABPS5. Nos perguntamos,
entdo, se HP-BCD influenciava na composi¢do de acidos graxos em nosso modelo, uma
vez que a modulacdo no metabolismo de 4cidos graxos também poderia estar envolvida
na modulac¢do da resposta a LPS. Para isto, utilizamos marcador de acidos graxos ¢
realizamos uma andlise por microscopia de fluorescéncia, comparando células tratadas
com nao tratadas. Vimos que o tratamento de HP-BCD aumenta a frequéncia de células
com focos de concentragdo de acidos graxos, podendo indicar uma reorganizagdo celular
e talvez modifica¢do no metabolismo de acidos graxos. Estudos anteriores demonstraram
que o fornecimento de colesterol as células levou a diminui¢ao da sintese de acidos graxos
(Huster et al, 1998; Cardoso et al., 2019). Além disso, houve shift no padrdo de producdo
de acidos graxos, prevalecendo sintese de acidos graxos insaturados sobre os saturados.
Isso mostra que, de fato, influéncias no metabolismo de colesterol, seja fornecendo ou
retirando-o, reflete também no metabolismo de acidos graxos. HP-BCD pode agir, entdo,
tanto modulando o bragco metabdlico de colesterol, como também o de acidos graxos.
Futuramente, dosaremos o contetdo total de acidos graxos para entender melhor o
envolvimento de HP-BCD na composicdo e metabolismo de 4cidos graxos. Além disso,
pretendemos avaliar os niveis de expressio de FABP4 e¢ SREBP, cuja ativagdo
dependente dos niveis de acidos graxos livres, pode estar relacionada a indugdo de um

estado anti-inflamatorio.

Ap6s investigarmos a a¢do de HP-BCD diretamente na composi¢ao de colesterol e 4cidos
graxos celulares, decidimos olhar para o efeito da deplegdo de colesterol na composigdo
de lipid rafts. Sabemos que colesterol é o principal componente de lipid rafts e que elas
sdo importantes na formacdo de plataformas capazes de gerar sinal para a célula. Em
conjunto, TLR4 esta presente nas lipid rafts na superficie celular. Assim, imaginamos que
o tratamento com HP-BCD poderia também resultar numa diminuic¢do dos niveis de TLR4
presentes na membrana e assim reduzir o sinal do estimulo com LPS. Nossos dados
mostraram que 1h de tratamento de HP-BCD desestruturou lipid rafts, reduzindo a
presenca de marcador de raft CD59 na membrana da célula em comparagdo com a ndo
tratada. Porém, apds 48h de tratamento, os seus niveis ja estavam normalizados. Além
disto, apos 48h, o tratamento ndo influenciou na composi¢do de TLR4 das células
tratadas, indicando que no momento do estimulo com LPS em nosso modelo, as células

jé haviam recomposto a composicao de lipid rafts e haviam niveis normais do receptor de
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LPS. Em outros modelos foi demonstrado que a deplecao de colesterol leva a diminui¢do
da resposta por LPS por comprometimento de expressdo de TLR na membrana (Koseki
et al., 2006). No entanto, nesses estudos as analise foram realizadas logo apos o
tratamento com HP-BCD, enquanto que no nosso modelo o estimulo com LPS foi feito
apenas 48h apods o tratamento, quando os niveis de colesterol ¢ expressdo de receptores

associados a raft ja estavam restabelecidos.

Estudos mostraram que o tratamento por ciclodextrinas também ¢é capaz de resultar na
ineficiéncia da resposta por TLR via desorganizagdo das moléculas adaptadoras
intracelulares (Koseki et al., 2006). Além disto, um mecanismo de ativagdo de LXR que
resulta no aumento da expressio de ABCAI1 levou a mudanga na organizagdo da
composi¢do de lipidios de membrana e desorganizacdo de moléculas adaptadoras,
resultando em inibi¢ao da sinalizacdo por diferentes TLRs (Ito et al., 2015). Em outro
modelo de receptor situado em lipid rafts na membrana, receptor de IgE em mastocitos,
a deplecdo de colesterol por BCD resultou na perda de ligagdo do receptor de IgE com a
Lyn quinase, na por¢do intracelular, impedindo geracdo de sinal via sequencias ITAM,

quando estimulados (Sheets et al., 1999; Holowka et al., 2005).

Portanto, embora tenhamos demonstrado uma expressdo normal de TLR4 apds o
tratamento com HP-BCD, seria possivel que o mesmo resultasse devido a deficiéncia na

sinalizag¢ao subsequente.

A resposta de TLR4, quando ativado por LPS, depende do recrutamento de moléculas
intracelulares adaptadoras MyD88 e TRIF. A primeira esta diretamente relacionada com
a expressdo de citocinas inflamatdrias, como TNF-a, e a segunda, relacionada a expressao
de interferon do tipo 1. Os efeitos modulatorios observador por HP-BCD poderiam existir
devido a uma modulacdo na expressdao ou localizagdo destas moléculas. Nossos dados
sugeriram, de maneira indireta que apds 48h de tratamento com HP-BCD, ndo houve
comprometimento do funcionamento de MyD88 ¢ TRIF, uma vez o tratamento ndo
influenciou na expressao de IL-8, dependente de MyD&8, e IFN-a, dependente de TRIF.
Sendo assim, efeito modulatorio por HP-BCD observado quanto a expressao de TNF-a
em resposta a LPS, ndo parece ser devido a uma deficiéncia no recrutamento das
moléculas adaptadoras, nos levando a investigar, entdo, moléculas envolvidas na cascata

de sinalizacdo intracelular em resposta a LPS.
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Como visto anteriormente, a cascata de sinalizacdo intracelular em resposta a LPS
envolve uma série de moléculas que levam, por fim, a expressdo de genes inflamatorios
alvo. Apds recrutamento de MyD88, ha fosforilagao de MAPKSs, que levam a translocagado
de AP-1 para o nucleo, e fosforilagao de IkBa, que se desliga de NF-«xB, liberando-o para
translocagdo ao nucleo. Vimos que o tratamento de HP-BCD resulta numa menor
atividade de p38, ¢ menor fosforilagdo de IxBa. A redugdo na fosforilagdo destas
moléculas pode resultar numa menor translocacdo de AP-1 e NF-xB para o nucleo e,
portanto redu¢do na expressao de citocinas inflamatdrias como TNF-o.. Em macrofagos
de camundongo, o estimulo com LPS associado a utilizacdo de inibidor de p38 resultou
no bloqueio da expressdo de TNF-a e IL-6 (Meng et al., 2015). Em macrofagos primarios
humanos, a expressdo de TNF-a.. em resposta a LPS também se mostrou dependente da
ativacao de p38 (Campbell et al., 2004). Sendo assim, a diminui¢do da fosforilacdo de
p38 e IkBa podem de fato ser responsaveis pela reducdo na expressdo de TNF-a e,
inclusive, ha relatos de envolvimento da ativacdo de receptores nucleares na menor
atividade destas moléculas e consequente efeito anti-inflamatorio. Ainda precisamos
avaliar o efeito de HP-BCD na translocagdo direta de NF-xB para o nucleo, através
microscopia de fluorescéncia e por fracionamento celular, para complementar o dado de

reduzida fosforilagdo de IxBa e provarmos que ha de fato uma menor ativagao de NF-kB.

Em paralelo, as andlises do transcriptoma das células tratadas com HP-BCD revelaram,
de maneira significativa, uma série de vias reguladas positivamente ¢ negativamente.
Entre elas, a regulacao negativa mais expressiva era a via de PPARy. Dados da literatura
demonstraram que a modulagdo da ativagdo de PPARy pode influenciar diferentes sinais
inflamatorios. Foi reportado que a ativacdo de PPARy e RXR por agonistas levou a
reducdo na fosforilacdo de p38 e translocacio de NF-kB, efeitos semelhantes ao
observado no nosso modelo (Desreumaux et al., 2001). De maneira inicial, confirmamos,
através de PCR em tempo real, que HP-BCD reduz a expressdo de PPARy nas
concentragdes de ImM e 10mM apo6s 1h de tratamento e isto se mantém até 48h. Apesar
de a reducao na expressao de PPARy nao estar diretamente relacionado com a sua fung¢ao,
hipotetizamos que o estimulo de PPARy com um agonista fosse capaz de recuperar a
regulacao negativa desta via e reverter o efeito de HP-BCD na expressao de TNF-a. Feito
isto, vimos que o tratamento com agonista nao recuperou a expressao de TNF-o. e que o
tratamento com o antagonista refor¢ou ainda mais a inibi¢do de TNF-a. Os dados na

literatura relativos a conversa entre PPARY e resposta imune sdo contraditorios. A maioria
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revela que a ativacdo de PPARY por agonistas naturais ou sintéticos leva a um efeito
inibitorio na expressdo de citocinas e quimiocinas em diferentes células (Ricote et al.,
1998; Jiang et al., 1998; Grip et al., 2002). Porém, alguns artigos criticam estes achados
e os atribuem a agonistas inespecificos ou utilizados em altas doses. Moore et al.
demonstrou os efeitos inibitorios do agonista natural de PPARy, 15d-PGJ2, mesmo em
células PPARy-/- (Moore et al., 2001). Em outro trabalho, a ativagdo de PPARy em
conjunto com RXR resulta num aumento do uptake de oxLDL e expressdo de CD36,
resultando em desenvolvimento de aterosclerose (Tontonoz et al., 1998). Sendo assim,
nossos dados mostram que a ativacdo de PPARy ndo recupera a expressao de TNF-a e
que, curiosamente, sua inibi¢ao leva a inibigdo de TNF-a, podendo ser o mecanismo de
acdo inibitoria de HP-BCD. Ainda precisamos relacionar estes achados com a diminuigao
de fosforilagdo de p38 e IkBa, para buscarmos descrever o mecanismo de atuacdo de HP-
BCD.

Ainda ha muitas perguntas a serem respondidas para conseguirmos explicar o mecanismo
de inibi¢ao de HP-BCD sobre a resposta a LPS. Nos parece promissor investir em avaliar
o efeito de HP-BCD no metabolismo de colesterol e acidos graxos e como isto pode
resultar numa imunomodulagdo, clareando processos celulares que inter-relacionam as
vias de sinalizagdo que controlam o funcionamento celular como um todo. A grande
quantidade de dados obtidos no transcriptoma realizado servirdo para explorarmos, ainda,

outras vias relacionadas com a regulacdo por HP-BCD e resposta imune inata.
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7. Conclusées
Tratamento com 10mM de HP-BCD em mondcitos primarios humanos reduz por

volta de 50% os niveis totais de colesterol, sendo estes recuperados com 48h.

O tratamento de 1mM ndo afeta os niveis totais de colesterol.

O tratamento leva a desestruturacdo de lipid rafts, sem afetar TLR4, que alcangam
niveis basais ap6s 48h. HP-BCD também ndo influencia no funcionamento de

MyD88 ¢ TRIF.

O tratamento com HP-BCD leva a inibi¢ao da atividade de p38 e IkBa.

HP-BCD inibe a expressdao de PPARg com 1h de tratamento até 48h.

TZD nao ¢ capaz de reverter efeito de HP-BCD e GW9662 induz ainda mais a
inibi¢do de TNF-a vista por HP-BCD.
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