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RESUMO

A hemoglobinopatia, anemia falciforme (AF), apresenta uma fisiopatologia
complexa que resulta num estado inflamatério crénico, fundamental para o inicio
e propagacao dos processos vaso-oclusivos associados a doenca, bem como
muitas das suas variaveis manifestacées, como a sindrome toracica aguda,
hipertensao pulmonar, AVC e nefropatia. Acredita-se que o estado inflamatorio
cronico da AF seja resultado de processos de hemdlise intravascular e de
isquemia/reperfusdo; por sua vez, o processo vaso-oclusivo € desencadeado
pela adesdo dos globulos vermelhos e leucdcitos ao endotélio da
microcirculagcdo, formando uma barreira fisica para o sangue. Atualmente, o
tratamento da AF é limitado a terapia de transfusao de eritrécitos, transplante de
células tronco-hematopoiéticas e alguns farmacoterapicos (como a hidroxiureia)
que mostram eficacia em pacientes AF. Acreditamos que a formacao de
estruturas do inflamassoma nos leucocitos de individuos com AF possa
contribuir de forma significativa para o seu estado inflamatério. O inflamassoma
€ um complexo proteico multimérico formado em células inflamatérias, sendo
constituido muitas vezes por uma molécula sensora, (como a NLRP3), uma
proteina adaptadora, denominada ASC (Apoptosis associated speck like protein
containing a CARD), e a caspase-1 (inflamassoma classico). A formacdo do
inflamassoma pode ser estimulada por uma série de moléculas liberadas durante
um processo infeccioso ou durante danos teciduais/desequilibrios metabdlicos;
estas moléculas sao conhecidas como padrées moleculares associados a
patdgenos (PAMPs) e padrdes moleculares associados a danos (DAMPs),
respectivamente. Este projeto teve como objetivo comprovar (ou néo) a
existéncia da formagédo de inflamassoma nos neutréfilos e monécitos de
individuos com AF, bem como identificar os componentes deste complexo e 0os
possiveis DAMPs que podem contribuir para a sua formagao nesta doenca. As
técnicas utilizadas para este estudo foram: ELISA, citometria de Fluxo,
imunofluorescéncia e microscopia confocal, citometria de fluxo com imagem,
PCR quantitativo (PCRq), Western blotting, co-imunoprecipitacdo, cultura de
células primarias e de linhagem, clonagem de plasmideos, ensaios de
transfeccdo e a técnica de Bimolecular fluorescence complementation.
Concentragdes circulantes de IL-113 e IL-18 foram encontradas significativamente
elevadas na populacdo de pacientes com AF estudada. Além disso,



apresentamos dados inéditos que indicam que neutréfilos de individuos AF
(neutrofilos AF) liberam IL-18 em uma quantidade aumentada, quando
comparado a neutrofilos de individuos sadios. No entanto, de forma interessante,
0 processamento dessa citocina nos neutrofilos AF foi dependente da atividade
aumentada de caspase-1, mas nao da participacdo do sensor NLRP3 ou da
molécula ASC. Assim sendo, sugerimos que o processamento de IL-1B por
neutréfilos em individuos AF ndo é mediado pela formacédo classica do
inflamassoma NLRP3. Em mondcitos de individuos AF, observamos o
processamento e liberacao de IL-13 e IL-18, mas ndo encontramos diferencas
significativas na sua liberacdo para o meio extracelular em comparacado aos
monacitos de individuos sadios. No entanto, dado o nimero aumentado desses
leucécitos na circulacdo de individuos AF, ndo podemos excluir a participagao
dos mondcitos nas concentracdes elevadas de IL-1B e IL-18 observadas na AF.
Evidéncias indicam que este inflamassoma, formado em mondcitos AF, é
mediado pela forma classica do inflamassoma NLRP3 e necessita do
recrutamento da molécula ASC para ativagcdo de caspase-1. DAMPs séao
significativamente aumentados no meio circulante em individuos AF;
demonstramos também que o plasma de individuos AF é capaz de estimular a
formacao do inflamassoma em neutréfilos e, mais importante, é capaz de ativar
a maquinaria inflamatdria em células ndo imunes transfectadas. Esses achados
sédo importantes para o aprimoramento da nossa compreensao da fisiopatologia
da AF, uma vez que mecanismos que induzem o processamento da IL-1
amplificam as respostas inflamatérias e podem representar importantes alvos

terapéuticos para a doenca.

Palavras chave: Anemia falciforme, inflamacéo, inflamassomos, interleucina-18,

interleucina-1beta.



ABSTRACT

Sickle cell anemia (SCA) has a complex pathophysiology that results in a chronic
inflammatory state, which plays a fundamental role in the initiation and
propagation of the vaso-occlusive processes that are associated with the
disease, as well as many of its variable manifestations, such as acute chest
syndrome, pulmonary hypertension, stroke and nephropathy. It is probable that
the chronic inflammatory state in SCA occurs as the result of intravascular
hemolysis and ischemia/reperfusion events. Consequently, the vaso-occlusive
process is initiated by the adhesion of red blood cells and activated leukocytes to
the activated endothelium of the microcirculation, forming a physical barrier to
blood flow. Currently, the treatment of SCA is limited to blood transfusion,
hematopoietic stem cell transplant and some pharmacotherapeutics, such as
hydroxyurea. We postulate that the formation of the inflammasome complex in
the leukocytes of patients with SCA may potentially contribute significantly to the
inflammatory state in this disease. The inflamasome is a multimeric protein
complex, formed in inflammatory cells, which often consists of a sensor molecule
(such as NLRP3), an adapter protein called ASC (Apoptosis associated speck
like protein containing a CARD) and caspase-1. The formation of the
inflammassome can be stimulated by a number of molecules released during an
infectious process or during tissue damage / metabolic imbalances; these
molecules are known as pathogen associated molecular patterns (PAMPs) and
damage associated molecular patterns (DAMPs), respectively. The aim of this
project was to demonstrate the existence of inflammation in the neutrophils and
monocytes of individuals with SCA, as well as to identify the components of this
complex and the possible DAMPs that may contribute to inflammasome formation
in this disease. The techniques used for this study were: ELISA, flow cytometry,
immunofluorescence and confocal microscopy, imaging flow cytometry,
quantitative PCR (PCRq), Western blotting, co-immunoprecipitation, culture of
primary and lineage cells, plasmid cloning, transfection assays, and Bimolecular
Fluorescence complementation. Circulating concentrations of both IL-1 3 and IL-
18 were significantly elevated in the population of patients with SCA studied.
Furthermore, novel findings demonstrate that neutrophils from the SCA
individuals (SCA neutrophils) studied release IL-1B in increased amounts, when
compared to neutrophils from healthy individuals. However, interestingly, while



the processing of this cytokine in SCA neutrophils was dependent on increased
caspase-1 activity, it was independent of the participation of NLRP3 and the ASC
molecule. Therefore, we suggest that the processing of IL-1p by neutrophils in
SCA individuals is not mediated by the classic formation of the inflammatory
molecule, NLRP3. In monocytes from SCA individuals, we observed the
processing and release of IL-1B and IL-18, but we did not find significant
differences in their release to the extracellular medium, as compared to
monocytes from healthy individuals; however, given the increased numbers of
these leukocytes in the SCA circulation, we cannot exclude the participation of
the monocytes in the elevated concentrations of IL-18 and IL-18 observed in
SCA. The inflammassome observed in SCA monocytes appears to be mediated
by the classical NLRP3 inflammasome with recruitment of the ASC molecule for
activation of caspase-1. Circulating DAMPs are significantly augmented in SCA
individuals, and we also showed that the plasma of SCA individuals is able to
stimulate the formation of inflammassome in neutrophils and, importantly, is able
to activate the inflammassome machinery in transfected non-immune cells.
These findings are of importance for the improvement of our understanding of the
pathophysiology of SCA, since mechanisms that induce IL-1 processing amplify
inflammatory responses and may constitute important therapeutic targets for the
disease.

Keywords: Sickle cell anemia, inflammation, inflammasomes, interleukin-18,

interleukin-1beta.
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Para o teste estatistico usou-se o teste de Kruskal-Wallis com pds teste de Dunns. ##
p<0.01, comparado ao CTRL; * p<0.05; comparado ao grupo CTRL; ** p< 0.01,
comparado a0 GrupO AF ... 75

Figura 9. Avaliacao da aglomeracao da molécula ASC em neutréfilos. Aglomeragao
da molécula ASC em neutrdfilos representativas de (A) individuos controles (CTRL) sem
estimulo, (B) individuos controles, quando estimulados com ATP (2,5 mM) por 30 min;
(C) de individuo portador de AF sem estimulo e com estimulo com ATP (D). (E)
quantificagcdo da porcentagem de neutrdfilos de individuos CTRL (N=2) e de individuos
AF (N=7) com aglomerados de ASC. Para o teste estatistico usou-se o teste de Kruskal-
Wallis com pés teste de Dunns.* p<0.05, comparado ao grupo CTRL. As imagens foram
feitas no microscépio confocal invertido LSM 780 NLO, utilizando os lasers Argon (488)
e NLO Mai Tai (DAPI), com aumento de 60 x. Anticorpos: anticorpo primario anti-ASC,
anticorpo secundario conjugado ao alexa fluor 488 (verde), Wheat germ Agglutinin,
alexa fluor 555 (vermelho) e Prolong® Gold DAPI (azul). Estas imagens s&o
representativas de um N experimental de 4 individuos controles e 7 individuos
POMAdOres de AF ... 77

Figura 10. Observacao da oligomerizacdo da molécula ASC em neutrofilos.
Avaliacao da expressao e oligomerizacdo de ASC specks, visualizadas por citometria
de fluxo com imagem (Amnis ImageStream®) em neutréfilos individuos controles e
individuos AF. (A) Imagens de neutréfilos de individuos saudaveis (CTRL) e individuos
portadores de AF (AF) com ASC oligomerizada. (B) Porcentagens de neutréfilos de
individuos controles (CTRL; N=7) e de individuos portadores de AF (N=12) que
demonstraram specks de ASC. Para o teste estatistico usou-se o teste de Mann-
Whitney, Valores, media + SEM; * p< 0.05, comparado ao grupo controle ....... 79

Figura 11. Observacao da expressao proteica da molécula ASC em neutréfilos.
Neutréfilos foram isolados de individuos CTRL (N=2) e de um individuo portador de AF
(N=1) e a expresséo da molécula adaptadora ASC foi detectada por Western blotting.
Os lisados celulares (100 pg) foram fracionados em gel de poliacrilamida 15%,
transferidos para membrana e esta foi incubada com anticorpo anti-ASC. (A) Western
Blotting representativo da expressao de ASC em individuos controles (CTRL) e
individuos AF (AF); (B) quantificacdo da densidade relativa das bandas............ 81

Figura 12. Investigacao da interacao da ASC e pro-caspase-1 em neutrofilos de
individuos controles e portadores de AF. (A) Extratos celulares de neutréfilos foram
imunoprecipitados com IgG ndo especifico ou anti-ASC de coelho. Os
imunoprecipitados (IP) e extratos totais foram fracionados em gel de poliacrilamida 15%,
transferidos para membrana e esta foi incubada com IgG anti-caspase-1 (painéis



superiores).Uma banda de pré-caspase 1 (50-45 kDa) co-imunoprecipitou
especificamente com ASC (painel superior). O painel do meio mostra a caspase-1 em
sua forma clivada (subunidade p20). Posteriormente, a membrana foi incubada com o
anticorpo anti-ASC para confirmacao da presenca de ASC nas membranas (24 kDa,
painel inferior). Todas as bandas foram detectadas com anticorpo secundario conjugada
a HRP e as bandas visualizadas com reagente ECL. Densidade relativa da expressao
de ASC. (B); de para o-caspase-1/ASC (C); e de caspase-1 clivada (D). Dados séo
referentes aos pools de proteinas; cada pool consiste da extragcao proteica de neutréfilos
provenientes de 6 individuos. IP=imunoprecipitacdo; IgG= imunoglobulina nao
especifico; ET= extrato total; IB=imunoblotting; CTRL= individuos controles saudaveis;
AF= individuos portadores de AF. Tetramero p20= caspase-1 clivada ............. 83

Figura 13. Avaliacao da co-localizacao de caspase-1 ativada e ASC em neutroéfilos
através da citometria de fluxo com imagem; (A) imagens representativas de
neutréfilos de individuos controle (CTRL; N=6) e de individuos portadores de AF (N=12),
apds marcacao para caspase-1 ativa (Flica; FAM-YVAD-FMK, verde) e com anti- ASC
alexa flaor 647(vermelho); ampliacdo 60x. (B) Porcentagem de neutréfilos que
apresentarem co-localizagdo de caspase-1 e ASC. Para o teste estatistico usou-se o
teste de two-way ANOVA seguido de Bonferroni com Multiplas comparagées, P>0,05
comparando CTRL com AF para cada parametro.......ccccccveevvevieiiieeeeieeeieeeeeeennn. 85

Figura 14. Liberacao de IL-1B por neutréfilos de individuos AF apés tratamento
com droga inibidora da molécula ASC. Neutréfilos isolados de individuos portadores
de AF (AF, N=8) e co-incubados com o inibidor de ASC, CAPE (1 e 5 uM, 1 hora).
Concentracoes de IL-18 nos sobrenadantes foram determinadas através de ELISA. Os
dados estao representados como média £ SEM. P>0,05........cccccevvvvvvvvvveeennnnn. 86

Figura 15. Avaliacao da liberacao de IL-1B dependente do receptor NLRP3 em
neutrofilos. Neutrofilos isolados de controles saudaveis foram ativados ou ndo com
LPS (100 ng/ml) e ATP (2,5 Mm) (CTRL, N=6) e co-incubados, ou ndao, com o inibidor
de NLRP3, MCC950 (5 uM). Neutrofilos de individuos portadores de AF (AF, N=10),
também foram incubados na presengca ou auséncia de MCC950 (5 uM). Os
sobrenadantes foram retirados e armazenados para detecgéo da presenca de IL-1B. Os
dados estao representados como média £ SEM. * p<0.05, comparado ao CTRL basal;
# p<0.05, comparado aos neutrdfilos ativados com LPS/ATP; eee p<0.001 comparado
ao grupo CTRL. Para o teste estatistico usou-se o Kruskal-Wallis com pos teste de
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Figura 16. Avaliacdo da expressao génica dos receptores (NOD-like) e
componentes do inflamassoma em neutrofilos. Expressdo dos genes NLRP3,
NLRP1, NLRP6, NLRC4, NLRP12, ASC e Caspase-1 (envolvidos na formagao de
inflamassomas) em neutréfilos de individuos controles (N=6) e de individuos portadores
de AF (N= 14). Os resultados foram expressos em unidades arbitrarias (UA) da
expressao génica quando comparados com os genes de controle endégeno, ACTB e
RPL13. Para o teste estatistico usou-se o teste de Mann-Whitney, Valores, mec'~ +
SEM; * p< 0.05; *** p< 0.001, comparado ao grupo controle..............c.ceeeuuueeee. 90

Figura 17. Avaliacao da liberacao de IL-18 em sobrenadantes de mondcitos. (A)
Sobrenadante de mondcitos de individuos controles (CTRL, N=6) e individuos



portadores de AF (AF, N=8), apds incubacgao (2h, 37°C, 5% CO>). Os niveis de IL-1
foram avaliados através do ensaio de ELISA. Valores, media + SEM e para o teste
estatistico usou-se o teste ndo-pareado de Mann-Whitney. **p< 0,01; comparado ao
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Figura 18. Avaliacao da liberacao de IL-1B de mondcitos. Liberagdo de IL-1B em
sobrenadante de mondécitos de individuos controles (CTRL, N= 3-5) e individuos
portadores de AF (AF, N= 4-6), apds incubagao (37°C, 5% CO3) por 1 hr (A); 3 hrs (B),
5 hrs (C) e 12 hrs (D); os niveis de IL-13 foram avaliados através do ensaio de ELISA.
Valores, media + SEM e para o teste estatistico usou-se o teste ndo-pareado de Mann-
Whitney; p>0.05 para todos as COMParagoies ..........cccuvrrrrereeeeriiiiiiiineeeeae e e 93

Figura 19. Avaliacao da liberacao de IL-18 em sobrenadantes de mondcitos. (A)
Sobrenadante de mondcitos de individuos controles (CTRL, N=4) e individuos
portadores de AF (AF, N=6), ap6s incubacgéao (1h, 37°C, 5% CO,); (B) Sobrenadante de
mondcitos de individuos controles (CTRL, N=5) e individuos portadores de AF (AF,
N=6), apés incubagédo (3h, 37°C, 5% CO2); (C) Sobrenadante de mondcitos de
individuos controles (CTRL, N=6) e individuos portadores de AF (AF, N=7), apos
incubagao (5h, 37°C, 5% CO). Os niveis de IL-18 foram avaliados através do ensaio de
ELISA. Valores, media £ SEM e para o teste estatistico usou-se o teste ndo-pareado de
Mann-Whitney. P>0.05 para todas as comparagoes..........cccuuveeeeeerriniurreneeenenn 94

Figura 20. Determinacao da ativacao da caspase-1 em mondcitos de individuos
portadores de anemia falciforme. Ativacdo de caspase-1 (FLICA.) em (A) mondcitos
classicos (CD14- CD16°); (B) monécitos nédo classicos (CD 14:.CD16%); (C) numero total
de mondcitos ndo-classicos positivos para caspase-1 ativada na circulagdo sanguinea
de individuos controles (CTRL, n= 13) e individuos portadores de AF (AF, n= 22). O
nuamero de monadcitos positivos para caspase-1, foi calculado a partir do nimero total de
monacitos obtidos através do hemograma. A ativacao de caspase-1 foi avaliada através
do kit FAM FLICA Caspase 1. Valores, media + SEM e para o teste estatistico usou-se
o teste ndo-pareado de Mann-Whitney; * p< 0.05; **** p< 0.0001, comparado ao grupo
(070 11 0] = 96

Figura 21. Caracterizacao da ativacao de caspase-1 em mondcitos. Avaliacdo da
atividade de caspase-1 em neutrdfilos de individuos controles saudaveis (CTRL) e
individuos portadores de AF (AF). (A) Imagens representativas de mondcitos nao-
classicos CTRL e de mondcitos AF com = 1 speck de caspase-1 (representado como
aglomerados puntiformes de caspase-1 ativa, em verde). As imagens foram obtidas por
citometria com imagem (Amnis ImageStream Mark Il) com aumento de 40X. (B)
Porcentagem de mondcitos classicos (CD14*CD16°) provenientes de individuos
controles saudaveis (CTRL; N=7) e individuos portadores de AF (N=11); (C)
Porcentagem de mondcitos inflamatérios (CD14" CD16*) provenientes de individuos
controles saudaveis (CTRL; N=8) e individuos portadores de AF (N=11); (D)
Porcentagem de mondcitos patrulheiros (CD14"° CD16") provenientes de individuos
controles saudaveis (CTRL; N=7) e individuos portadores de AF (N=11) com multiplas
caspase-1 specks. Para analise estatistica, usou-se o teste ndo-pareado de Mann-
WhItNEY, P>0.05....ceieeiieeiie e 98



Figura 22. Observacao da oligomerizacao da molécula ASC em mondcitos;
representativas de (A) individuos controles sem estimulo (CTRL), (B) individuos
controles, estimulados com ATP (2,5 mM) por 30 min (CTRL positivo); de individuo
portador de AF sem estimulo (C) e com estimulo com ATP (D). As imagens foram feitas
no microscoépio confocal invertido LSM 780 NLO, utilizando os lasers Argon (488) e NLO
Mai Tai (DAPI), com aumento de 60 x (INFABIC-UNICAMP). Anticorpos: anticorpo
primario anti-ASC, anticorpo secundario conjugado ao alexa fluor 488 (verde), Wheat
germ Agglutinin, alexa fluor 555 (vermelho) e Prolong® Gold DAPI (azul). Estas imagens
sao representativas de um N experimental de 6 individuos controles e 6 individuos
POMAAOrES AE AF ... 100

Figura 23. Observacao da oligomerizacao da molécula ASC em subpopulacoes de
monocitos através da técnica de citometria por imagem. Observagdo da
oligomerizagdo de ASC specks, visualizada por citometria de fluxo por imagem (Amnis
ImageStream®); (A) Imagens representativas da oligomerizagdo de ASC em mondcitos
inflamatérios; (B) Porcentagens de mondcitos inflamatérios de individuos controles
(CTRL; N=7) e de individuos portadores de AF (N=9) que demonstraram aglomerados
de ASC (26 specks) (C) Porcentagens de monécitos classicos de individuos controles
(CTRL; N=7) e de individuos portadores de AF (N=9) que demonstraram aglomerados
de ASC (=6 specks). Para o teste estatistico usou-se o teste de Mann-Whitney, Valores,
media + SEM; * p< 0,05, comparado ao grupo controle...........ccccceevviiviineennnn. 102

Figura 24. Avaliacao da co-localizacao de caspase-1 ativada e ASC em mondcitos
por citometria de fluxo com imagem; (A) imagens representativas de monécitos de
individuos controle (CTRL; N=7) e de individuos AF (N=10), apresentando co-
localizagdo de caspase-1 ativa (Flica; FAM-YVAD-FMK, verde) e vermelho - ASC
(ampliagdo 60x); (B) Porcentagem de mondcitos inflamatérios (CD14"CD16*) co-
localizados com caspase-1 e ASC; (C) Porcentagem de mondécitos patrulheiros
(CD14°CD16") co-expressos com caspase-1 e ASC; (D) Porcentagem de mondcitos
classicos (CD14*CD16) co-localizados com caspase-1 e ASC. Para o teste estatistico
usou-se o teste de Mann-Whitney, P>0.05 .........cccooieiiiiii e 104

Figura 25. Co-imunoprecipitacao da proteina ASC com caspase-1 em PBMC. (A)
Extratos celulares de PBMC foram imunoprecipitados com IgG controle nao especifico
de coelho ou IgG anti-ASC. Os imunoprecipitados (IP) e extratos totais foram
fracionados em gel de poliacrilamida 15%, transferidos para membrana e esta foi
incubada com anticorpo anti-caspase-1 (painéis superiores). Uma banda de pré-
caspase 1 de peso molecular aproximado de 50-45 kDa co-imunoprecipitou
especificamente com ASC (painel superior). No painel do meio, é possivel observar a
caspase-1 em sua forma clivada (subunidade p20). Posteriormente, a membrana foi
incubada com o anticorpo anti-ASC para confirmacdo da presenca de ASC nas
membranas (24 kDa, painel inferior). Estes dados sao referentes aos pools de proteinas;
cada pool consiste da extracdo proteica de PBMC provenientes de 6 individuos.
IP=imunoprecipitacdo; IgG= imunoglobulina controle de coelho; ET= extrato total
(controle positivo); IB=imunoblotting; CTRL= individuos controles saudaveis; AF=
individuos portadores de AF. Tetramero p20= caspase-1 clivada.................... 106

Figura 26. Liberacao de IL-1B em mondcitos apés tratamento com inibidores do
inflamassoma. (A) Mondcitos isolados de individuos controles foram ativados ou néo
com LPS (100 ng/ml) e ATP (2,5 mM) (CTRL, N=3) e co-incubados, ou ndo, com os



inibidores de NLRP3, MCC950 (5 uM), YVAD-FMK (40uM) e com BAY117082 (10 uM);
(B) Monécitos isolados de individuos AF (N=8) foram co-incubados com MCC950 (5
uM), YVAD-FMK (40uM) e com BAY117082 (10 uM) durante 1 hora. Os sobrenadantes
foram retirados e armazenados para deteccao da presenca de IL-1B. Os dados estéao
representados como média + SEM. Para o teste estatistico usou-se o teste nao-pareado
de Kruskal-Wallis com pds teste de Dunn’s. * p<0,05; ** p< 0,001 comparado ao né&o
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Figura 27. Liberacao de IL-18 em mondcitos de individuos AF apés incubacao com
inibidor da molécula ASC. Mondécitos isolados de individuos portadores de AF (AF,
N=3) e co-incubados com o inibidor de ASC - CAPE (1, 5 e 10 uM). A IL-1B foi
determinada através de Kit de ELISA, em sobrenadantes de monécitos AF incubados
por 1 hora. Os dados estao representados como média £ SEM. Para o teste estatistico
usou-se o teste ndo-pareado de Kruskal-Wallis com pods teste de Dunn’s. * p<0,05;
comparado a0 GrupO AF ... 109

Figura 28. Expressao proteica de NLRP3, ASC, caspase-1, IL-18 em células
mononucleares. Células mononucleares (PBMC) foram isolados de individuos CTRL e
de individuos portadores de AF e a expressao dos componentes do inflamassoma foram
detectados por Western blotting. Os extratos totais foram fracionados em gel de
poliacrilamida 15%, transferidos para membrana e esta foi incubada com os anticorpos
de interesse (A) Western Blotting representativo da densidade relativa de NLRP3; (B)
densidade relativa de ASC; (C) densidade relativa de caspase-1 clivada; (D) densidade
relativa de IL-1B. Representagcdo da densidade relativa das bandas foi avaliada por
densitometria usando 0 Image Lab software
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Figura 29. Determinagao dos niveis circulantes de determinados DAMPs em
individuos controles e portadores de anemia falciforme. Determinacdo dos niveis
de (A) heme livre total; (B) HSP70; (C) HMGB1; (D) ATP; (E) IL-33 no plasma de
individuos controles (CTRL, n=12) e individuos portadores de AF (AF, n=24). Os niveis
de HSP70, HMGB1, IL-33 e TNF-a foram quantificados através do ensaio de ELISA,
heme através do kit Quantichrome heme assay e ATP através do kit Molecular Probes
ATP Determination Kit. Para o teste estatistico usou-se o teste de Mann-Whitney. ***p<
0,001; *p<0,05, comparado ao grupo CONLrOIE ......cceveveeiieiiiiice e 113

Figura 30. Determinacao dos niveis plasmaticos de TNF-a em individuos controles
e portadores de anemia falciforme. Determinacao dos niveis de TNF-a no plasma de
individuos controles (CTRL, N=12) e individuos portadores de AF (AF, N=24). Os niveis
de TNF-a foram quantificados através do ensaio de ELISA de alta sensibilidade. Para o
teste estatistico usou-se o teste de Mann-Whitney. ***p< 0,001; comparado ao grupo
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Figura 31. Avaliacao da ativacao da caspase-1 em neutréfilos saudaveis
estimulados com plasma de individuos portadores de AF. Ativacdo de caspase-1
em neutrofilos controles (2x10°6 células/ml) apds incubacdo de 2 horas com 5-10% de
pool de plasma de individuos controles (CTRL, N=6) e pool de plasma de individuos



portadores de AF (AF, N=12). A ativacdo de caspase-1 foi avaliada através do kit FAM-
FLICA caspase 1 e citometria de fluxo convencional. Para o teste estatistico usou-se o
teste de Kruskal-Wallis; *p< 0,05, comparado ao grupo controle ...................... 115

Figura 32. Avaliacao da liberacao de IL-1B em neutréfilos saudaveis estimulados
com pool de plasma de individuos CTRL e portadores de AF. Liberacdo de IL-13
por neutréfilos controles (2x10 € células/ml, n=6) apo6s incubacéo de 2 horas com 5-10%
de plasma de individuos controles (CTRL, pool de n=6), e plasma de individuos
portadores de AF (pool de n=6). A liberacdo de IL-1B foi avaliada através do kit de
Human IL-18 DUOSEt ELISA ...t 116

Figura 33. Avaliacdo do efeito do plasma de individuos portadores de AF na
inducao de caspase-1 BiFC em células HelLa. As células HelLa foram transfectadas
transitoriamente com C1-Pro VC (5ng), C1-Pro VN (5ng) e dsRed-mito (5 ng) com/sem
um plasmideo codificando ASC (controle positivo, 125 ng). 24 horas ap6s da
transfeccao, 10% de plasma de individuos portadores de AF (AF, N=8) e/ou plasma de
individuos CTRL (CTRL, N=5) foram adicionados em seus respectivos pogos. Para o
teste estatistico usou-se o teste de Kruskall Wallis com pés teste de Dunn’s. **p<0.01,
quando comparado as células Hela basal. As células vénus positivas foram
determinadas a partir de um minimo de 100 células positivas para dsRed-mito
(contagem manual). (B) Imagens representativas de caspase-1 BiFC em células Hela,
em vermelho (mitocondrias), em verde (dimerizagdo de caspase-1 BiFC)........ 120

Figura 34. Avaliacao da transfeccao com o plasmideo mutante D59R para induzir
a dimerizacao de caspase-1. (A). As células Hela foram transfectadas
transitoriamente com C1-Pro VC (5ng), C1-Pro VN (5ng), par de plasmideo mutante
D59R C1-Pro venus (10 ng) e dsRedmito (5ng). (B) Imagens representativas de
caspase-1 BiFC em células HelLa, em vermelho (mitocondrias), em verde (dimerizacao
de caspase-1 BiFC). Para o teste estatistico usou-se o teste de Two-Way ANOVA com
multiplas comparagdes. ***p < 0.001 quando comparado ao grupo nao-tratado. # p<0.05
e ## p<0.01 quando comparado com cada nao-D59R grupo. Ampliacdo de x100
......................................................................................................................... 122

Figura 35. Avaliacdo do papel do plasma de individuos portadores de AF na
inducao de caspase-1 BiFC em células MCF-7. As células MCF-7 foram transfectadas
transitoriamente com C1-Pro VC (5ng), C1-Pro VN (5ng) e dsRed-mito (5 ng) com/sem
um plasmideo codificando ASC (controle positivo, 125 ng). Ap6s 24 hrs da transfeccao,
10% de plasma AF (AF, N=10) e/ou plasma CTRL (CTRL, N=5) foram adicionados em
seus respectivos pogos. * p<0,05; ***p < 0,001, quando comparado as células MCF-7
nao tratadas, Kruskal Wallis com pos teste de Dunn’s. As células venus positivas foram
determinadas a partir de um minimo de 100 células positivas para dsRed-mito
(contagem manual). (B) Imagens representativas de caspase-1 BiFC em células MCF-
7, em vermelho (mitocdndrias), em verde (dimerizagao de caspase-1 BiFC). Ampliacdo
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Figura 36. Associacoes entre a capacidade dos plasmas de individuos AF a induzir
a dimerizacao de caspae-1 e o uso de terapia com HU e niveis de hemoglobina
fetal. AssociagOes entre o uso de terapia com hidroxiureia (HU) ou néo (A) e niveis de
hemoglobina fetal (% HbF) (B) com a capacidade do plasma de pacientes AF em induzir



a dimerizagédo de caspase-1 BiFC em células HeLa e MCF-7. * p< 0,05, ANOVA com
multiplas comparagdes, comparado ao efeito do plasma de controle (CTRL)... 128

Figura 37. O efeito da hemopexina na dimerizacao de caspase-1 induzida por
plasma AF em células MCF-7. As células MCF-7 foram transfectadas transitoriamente
com C1-Pro VC (5ng), C1-Pro VN (5ng) e dsRed-mito (5 ng) com/sem um plasmideo
codificando ASC (controle positivo, 125 ng). Apds 24 hrs da transfeccéo, 10% de plasma
AF (AF, N=2) e/ou (50, 100 e 250 nM) de hemopexina (HPX), foram adicionados nas
células, 24 horas depois, as células venus positivas foram determinadas a partir de um
minimo de 100 células positivas para dsRed-mito (contagem manual). * p<0.05; **p<
0.01, quando comparado as células MCF-7 nao tratadas, Kruskal Wallis com pds teste
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Figura 38. Avaliacao da estimulacao da dimerizacao de caspase-1 induzida por
sobrenadante de neutréfilos em células HelLa. Neutroéfilos (1x10° células/ml)
provenientes de individuos controles (N=2) e de AF (N=2) foram estimulados com
nigericina (5 puM) durante 1,5 hrs. Células HelLa foram transfectadas transitoriamente
com C1-Pro VC (5ng), C1-Pro VN (5ng) e dsRed-mito (5 ng) com/sem plasmideo
codificando ASC (controle positivo,125 ng). Apdés 24 horas, sobrenadantes de
neutréfilos controles e/ou AF foram adicionados. Apds 24 horas, as células vénus
positivas foram determinadas a partir de um minimo de 100 células positivas para
dsRed-mito (contagem manual). Comparacdes entre os efeitos do sobrenadante de
neutréfilos nao tratados (A) ou tratados com nigericina (B). * p<0.05, comparado com o
grupo nao-tratado (Kruskal Wallis com pds teste de Dunn’s multiplas comparagdes)
......................................................................................................................... 132

Figura 39. Modelo proposto para ativacao de inflamassoma atipico e liberacao de
IL-18 em neutroéfilos AF. O sinal 1 induz a expressao génica de pro-IL13, através de
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1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos gerais da anemia falciforme

A anemia falciforme (AF), a doenga genética mais frequente nos seres
humanos, € uma hemoglobinopatia hereditaria resultante de uma mutacao de
ponto no gene da globina beta, que leva a substituicado do acido glutamico por
uma valina na sexta posicdo. Esta mutacdo resulta na formagdo de uma
hemoglobina com propriedades fisico-quimicas anormais, conhecida como HbS
(1)(2). Na presenca de baixa tensdo de oxigénio, a hemoglobina S (HbS)
polimeriza, formando fibras (3), resultando na deformacao dos eritrécitos, que
adquirem um formato de foice (4)(5).

A substituicdo de um unico aminodcido na estrutura da hemoglobina
compreende a base molecular para a anemia falciforme, mas a fisiopatologia e
a evolugdo clinica correspondente a esta doenca é complexa e
consequentemente, pode-se observar no individuo acometido diversas
manifestagcbes e complicagdes cronicas e agudas que incluem; anemia
hemolitica crénica, crises dolorosas vaso-oclusivas (CVO), asplénia funcional,
sindrome toracica aguda, hipertensdo pulmonar, acidente vascular cerebral,

dano cumulativo de multiplos érgaos e baixa expectativa de vida (6)(5).

1.2. Classificacao da anemia falciforme

O termo “doenca falciforme” é utilizado para se referir a todos os diferentes
gendtipos que causam a sindrome clinica caracteristica, enquanto que o termo
“anemia falciforme” refere-se especificamente a homozigose do alelo 3%, a forma
mais comum da doenga falciforme. No entanto, as formas heterozigéticas séo
representadas pela associagdo de HbS em heterozigose com outras variantes
de hemoglobinas, tais como: HbC (HbSC), HbD (HbSD) ou com as talassemias
(HbS/B° talassemia, HbS/B+ talassemia, HbS/a talassemia) (7). Em populagdes
de origem étnica Africana, a anemia falciforme geralmente é responsavel por
70% dos casos da doenca falciforme, sendo a maioria do restante dos casos,
doenca da hemoglobina SC (doenca falciforme SC). Essa variante da doenca
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falciforme resulta da co-hereditariedade dos alelos BS e BC e possui uma
gravidade clinica intermediaria (8).

Em 2016, 1.071 recém-nascidos tinham a doenca falciforme e > 60.000
eram heterozigotos para o alelo BS em todo o territério Brasileiro. No total, ha
cerca de 30.000 pessoas com anemia falciforme em todo o pais. A prevaléncia
do alelo Bs varia de 1,2 % a 10,9%, dependendo da regido, enquanto que a
prevaléncia do alelo B° esta entre 0,15% e 7,4% (2)(9).

1.3. O processo vaso-oclusivo e o estado inflamatério na anemia falciforme

O processo vaso-oclusivo compreende varias etapas, tipos celulares e
mecanismos, resultando na oclusdo de vasos, particularmente na
microcirculacdo. Esse processo vaso-oclusivo incorre danos a tecidos e é a
principal causa de morbidade e mortalidade da doenca (10). A fragilidade das
hemacias resulta em eventos constantes de hemolise intravascular que levam a
uma exacerbacao do processo inflamatério (11)(12)(13) e a diminuicdo da
biodisponibilidade de éxido nitrico (NO) no vaso, favorecendo a vasoconstricao
(14)(15), a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a ativacao de
células endoteliais. Apos ativagdo, as células endoteliais apresentam maior
expressao das moléculas de adesao (ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina) na sua
superficie e também liberam mais citocinas e quimiocinas, como a IL-8, IL-6 e
IL-1B, que juntamente com o TNF-a, podem colaborar para a inflamagao vascular
e a ativagcdo e recrutamento das células sanguineas (16). Eventos de
hipoxia/reperfusdo também podem contribuir para a geracdo de espécies
reativas de oxigénio e moléculas inflamatérias no vaso (17)(18).

Assim, processos inflamatérios sdo fundamentais para a iniciacao e
propagacao do processo vaso-oclusivo na AF. Existem muitas evidéncias que
sugerem um papel importante dos leucocitos na doenga falciforme e no processo
vaso-oclusivo. Os leucocitos sdo encontrados em um estado ativado na
circulagdo de individuos portadores de AF e estes leucécitos demonstram uma
maior expressdo de moléculas de adesao e alteragdes significativas nas suas
propriedades adesivas, facilitando o seu recrutamento ao endotélio (19). A
formacao de agregados heterocelulares entre leucdcitos, plaquetas e hemacias,
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também tem sido relatado na anemia falciforme, podendo contribuir para
amplificar o recrutamento celular e a obstrucéo do vaso (20). A obstrucéo fisica
do vaso pelo recrutamento de leucécitos, plaquetas e hemacias ao endotélio,
ocasiona uma redugdo no fluxo sanguineo com consequente diminuicdo na
concentragao de oxigénio e falcizacdo das hemécias, dificultando assim o fluxo

continuo e resultando na vaso-oclusao (Figura 1).
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Figura 1. Mecanismo de vaso-oclusao na anemia falciforme. O contato direto das
hemacias SS com a parede vascular pode contribuir para a ativacdo das células
endoteliais; a presenga da hemoglobina livre na circulagéo tem efeito deletério no vaso
e ainda consome o oxido nitrico (NO) sintetizado pelas células endoteliais. Juntamente
com a presenca de espécies reativas de oxigénio (ROS), a hipbéxia e moléculas
vasoconstritoras (como endotelina-1, ET-1), processos inflamatérios causam a ativacao
das células endoteliais, o recrutamento de leucdcitos e hemacias e a obstru¢do do vaso
sanguineo (6).

1.4. Terapias de tratamento para pacientes com anemia falciforme

Atualmente, o tratamento da AF é limitado a terapia de transfusdo de
eritrécitos, transplante de células tronco-hematopoiéticas e alguns
farmacotergpicos que mostram efichcia em pacientes AF. A terapia de
transfusdo sanguinea melhora o fluxo microvascular através da diminuigdo do
namero de eritrocitos falciformes circulantes e esta associada a diminuicdo da

lesdo endotelial e do dano inflamatério (21)(22).
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Nos EUA, a terapia transfusional crénica, quando disponivel, é prescrita
para cerca de 10% dos pacientes com AF principalmente aqueles pacientes que
apresentam alto risco de acidente vascular cerebral, podendo melhorar e
prevenir as crises de AVC (23). Entretanto, existem varios efeitos adversos
potenciais da terapia transfusional, como por exemplo; a sobrecarga de ferro,
aloimunizagédo e reacdes transfusionais hemoliticas e ainda podemos citar a
limitacdo do teste para deteccdo de agentes infecciosos nos hemoderivados
(23).

O transplante alogénico de células-tronco da medula éssea ou de sangue
do cordao umbilical € uma terapia potencialmente curativa, embora seja aplicavel
apenas para uma pequena porcentagem dos pacientes jovens com sintomas
graves que possuem doadores irmaos HLA-compativeis. Entretanto, o
transplante de células alogénicas, pode acarretar o risco da doenca do enxerto-
versus-hospedeiro (GVHD), que pode ser causa de elevada morbidade (24).

Atualmente a droga mais utilizada para o tratamento de AF, é a
hidroxiureia (HU), a qual foi aprovada pelo FDA Americano (The United States
Food and Drug Administration), em 1998 apenas para 0 uso em pacientes
adultos e pela Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA) em 2007 para 0 uso
em pacientes pediatricos e adultos, para o tratamento de individuos acometidos
com anemia falciforme. Em dezembro de 2017, o FDA aprovou, pela primeira
vez, o uso de HU para reduzir a frequéncia de crises dolorosas e a necessidade
de transfusao cronica em pacientes AF com dois anos, ou mais, que apresentem
recorrentes crises dolorosas moderadas a graves (25)(26) e também para o uso
em criangas que vivem em areas endémicas de malaria (27)(28).

A droga modifica o processo da doenca, melhorando a incidéncia de
crises vaso-oclusivas, parametros hematol6gicos e o tempo de hospitalizacéo,
podendo reduzir a taxa de mortalidade e morbidade dos pacientes (29)(30). No
entanto, estudos de reviséo realizados pela Cochrane em 2017, concluiram que
nao ha, atualmente, evidéncias suficientes dos beneficios a longo prazo do uso
de HU para prevencao das complicagdes cronicas da doenca (31). A droga
apresenta excelente perfil de seguranca, embora alguns pacientes nao tenham
uma resposta benéfica, geralmente por limitagcbes de adesédo ao tratamento, e
possivelmente por razbes farmacogend6micas (2). A HU age principalmente
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através do aumento da producdo de hemoglobina fetal (HbF), um tipo de
hemoglobina que inibe a polimerizagdo da HbS. Embora a HU seja conhecida
por inibir a sintese de DNA através do ribonucleotideo redutase (32), sugere-se
também que esta possa atuar como um doador de NO in vitro e in vivo (33). De
fato, alguns beneficios da droga sdo observados antes mesmo do aumento da
HbF nas hemacias, como a diminuicdo dos numeros de leucécitos e aumento do
transporte de cations nos eritrocitos (33). Adicionalmente, trabalhos recentes
relatam que a HU pode também exercer efeitos imediatos que sédo intermediados
pela liberagdo de NO. Em um modelo animal de AF, a administragdo de HU
associada a um estimulo inflamatério, inibiu a iniciacdo e a propagacao do
processo vaso-oclusivo nesses animais (34). Ademais, a HU possui efeitos
benéficos imediatos que revertem os efeitos inflamatorios agudos derivados
processos hemoliticos (13).

Recentemente, foi aprovado pelo FDA americano, o uso de um
suplemento de aminoéacido, L-glutamina, o qual tem atividade antioxidante,
reduzindo o estresse oxidativo e assim diminuindo a falcizacao dos eritrécitos
(FDA Briefing Document, Oncologic Drugs Advisory Committee Meeting, NDA
208587, L-glutamine, Applicant: Emmaus Medical, Inc. U.S. 2017). A L-glutamina
€ um aminodcido essencial para sintese de NAD (nicotinamida), arginina e
glutationina (GSH). Um estudo clinico multicéntrico de fase Ill, testou a L-
glutamina em mais de 230 pacientes AF durante 48 semanas,
concomitantemente ou ndo ao uso de HU. Os resultados obtidos, através do
ensaio, mostraram que 0s pacientes que receberam o tratamento com L-
glutamina tiveram menos episodios de vaso-oclusdo, crises de dor, sindrome
toracica aguda e menor aderéncia de eritrécitos a células endoteliais no vaso.
Porém, nao foi possivel observar melhorias significativas nos parametros
hematoldgicos como; niveis de hemoglobina, hematécrito ou contagem de
reticuldcitos e ainda foi observado que o grupo de pacientes em tratamento com
L-glutamina, apresentou dor toracica ndo cardiaca, fadiga e dor muscular,
quando comparados com o grupo placebo (35)(36)(37).

Nos ultimos 10 anos, o desenvolvimento e investigacdo de um grande
namero de novas estratégias farmacoterapéuticas vem sendo estudadas para o

tratamento da AF, adicionalmente, outros medicamentos ja em desenvolvimento
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ou em uso para o tratamento de outras doencas inflamatérias cronicas estao
sendo explorados em estudos pré-clinicos e ensaios clinicos para avaliar sua
eficacia nessa doenca (28). Dentre as drogas que estdo sendo testadas em
estudos clinicos de fase lll, nos ultimos 5 anos, podemos destacar; o voxelotor
(GBT-440) que propde aumentar a afinidade da hemoglobina (HbS) por oxigénio
e consequentemente inibe sua polimerizagao quando submetida a condi¢ées de
hipdxia (38); NCT03036813); o rivipansel (GMI-1070) que age como um agonista
da pan-selectina, e se liga a todos os trés membros da familia da selectina, E, P
e L-selectina, com potencial prevengdo a crises vaso oclusivas e tratamento de
pacientes AF hospitalizados com episédios vaso-oclusivos (39); NCT02187003);
e o crizanlizumabe (SEG-101) que € um anticorpo monoclonal anti-P-selectina
que neutraliza a atividade da P-selectina na superficie de células endoteliais e
plaguetas e que tem se mostrado eficaz na reducédo da frequéncia de crises
vaso-oclusivas em pacientes AF (40).

Nos Estados Unidos, a decisdo da Divisao de Produtos de Hematologia
da FDA, considera o desenvolvimento de novos tratamentos para a AF como
prioridade maxima e pode conceder a designacao de medicamento érfao com
“fast tracking”, facilitando os investimentos das industrias farmacéuticas para

submisséo de novos estudos clinicos (2).

1.5. Mecanismos Inflamatoérios

A inflamacao constitui a resposta adaptativa das células de um organismo
a um estimulo, como infeccdo ou lesao tecidual, com o objetivo de restaurar a
funcdo e a homeostase dos érgaos (41)(42). Durante o processo inflamatério
agudo, ocorrem diversos eventos mediados por componentes soluveis, celulares
e vasculares que induzem alteragdes morfolégicas e bioquimicas. O processo
inflamatério tem como sua principal caracteristica o recrutamento de células
inflamatérias, predominantemente os leucdcitos que, em geral, apresentam um
papel essencial no desenvolvimento deste processo. Durante a inflamacéo, os
neutroéfilos podem se acumular no tecido inflamado devido a sua rapida ativacao
e resposta ao estimulo quimiotéatico, seguida de uma segunda onda de infiltracdo

celular composta principalmente de células mononucleares, como os monécitos,
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0s quais, podem se diferenciar nos tecidos em fagocitos mononucleares
incluindo macréfagos e células dendriticas (43).

Embora a resposta inflamatéria a invasao por patégenos tenha sido
caracterizada ha muito tempo, os ativadores ndo microbianos também
desencadeiam mecanismos inflamatérios em processos de inflamagéao estéril
(41). O estresse ou lesdo tecidual pode levar a liberagdo de moléculas
enddgenas que atuam como padrées moleculares associados a danos (DAMPs,
em inglés: Damage-associated molecular patterns), sendo estes iniciadores de
processos inflamatorios (44). A inflamacao esteéril ocorre durante condi¢des
agudas de lesao tecidual e ap6s alguns eventos como lesdo de isquemia-
reperfusdo, além de se manifestar como inflamacgao crénica em certas doencas,
como a aterosclerose e a anemia falciforme (45). Em contrapartida, a inflamacao
nao-estéril, ocasionada por agentes microbianos, denominados de padrdes
moleculares associados a patégenos (PAMPs, em inglés: pathogen-associated
molecular patterns), ocorre em resposta a estimulos inflamatorios infecciosos e
esta por sua vez, pode levar a uma resposta controlada do sistema imune inato,
restaurando a leséo tecidual e mantendo a homeostase (46). Sabe-se que as
respostas inflamatérias sdo importantes para a reparacdo da homeostase
tecidual, entretanto, a inflamac&o n&o resolvida, devido a constante liberacédo de
DAMPs e a incapacidade de remover os estimulos inflamatérios prejudiciais,
pode ser maléfica ao organismo e resultar em lesdes teciduais e inflamagéo néao
controlada (45)(46).

1.6. O Processo vaso-oclusao e a inflamacao

No caso da anemia falciforme, o maior desencadeador do processo de
inflamacédo crénica é o fenbmeno de vaso-oclusdao (47)(48). As interacoes
celulares desempenham um papel central no processo vaso-oclusivo, onde as
células endoteliais sao ativadas pelo contato direto com os eritrécitos alterados,
heme livre e a liberagao de ROS, induzido pela hipdxia local (49)(50). A redugao
da biodisponibilidade de NO pode induzir a expressao de moléculas de adesao
no endotélio e a producao de endotelina 1 (51)(52). A expressdo aumentada de

moléculas de adesdo nas células endoteliais e nas células circulantes, como
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VCAM-1, ICAM-1, P-selectina, E-selectina, CD47, integrina aVp3,
proteoglicanos e fosfatidilserina, resulta na adesao de eritrocitos e leucécitos a
parede do vaso (53)(54)(55)(56)(57)(52).

As células endoteliais, mondcitos, neutrdfilos e plaquetas ativadas
produzem mediadores inflamatorios, como IL-1[3, IL-6 e fator de necrose tumoral-
a (TNF) (49)(58)(2), no entanto, outros fendmenos também sao importantes para
levar a um estado inflamatério crénico como, por exemplo, alteragbes na
membrana dos glébulos vermelhos e hemdlise podem desencadear sinais pré-
inflamatorios que levam ao circulo vicioso de ativagcado pan-celular. Esses
processos inflamatérios desempenham um papel fundamental no inicio das
crises dolorosas agudas que representam a principal causa de hospitalizacéo
em individuos com a doenca (59) e muitas de suas numerosas manifestacoes,
incluindo a autosplenectomia (60), hipertensao pulmonar (61), sindrome toracica
aguda (62), ulceras de perna (63), nefropatia (64), funcao cognitiva prejudicada

(65) e acidente vascular cerebral (66).

1.7. A hemolise intravascular e a inflamacao

Os eritrocitos de individuos AF sao altamente instaveis, com uma vida util
reduzida em = 75% (2). Hip6teses sugerem que a taxa de hemdlise intravascular
na AF é insuficiente para produzir um fendtipo clinico, incluindo a hipertenséo
pulmonar, a consequéncia mais grave da hemdlise intravascular. Contudo, os
dados epidemiolégicos, bioquimicos, genéticos e fisiolégicos apoiam uma
ligacéo entre a hemdlise intravascular e a fisiopatologia da AF (2)(67)(68).

Evidéncias recentes demonstram que a hemdlise intravascular tem uma
participacdo significativa no estado inflamatério da anemia falciforme. A
hemoglobina livre, quando no plasma, sequestra o NO proveniente das células
endoteliais e ocasiona a producdo de ROS (69). Como o NO & um potente
vasodilatador que também inibe processos inflamatérios, a diminuicdo da
biodisponibilidade de NO na AF provavelmente tem um papel importante em
facilitar a vaso-constricdo e aumentar a ativacdo endotelial e processos
inflamatorios na doenca (69), no entanto, o produto da hemoglobina oxidada, Hb-

Fe3+, acumula-se na circulagdo e nos tecidos, onde por sua vez occore a
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liberagdo do grupo heme, uma molécula hidréfobica inflamatéria (70). Estudos
recentes sugerem que microparticulas de eritrocitos carregadas do grupo heme
sao geradas na anemia falciforme e que estas microparticulas podem se ligar e
interagir com células endoteliais, induzindo estresse oxidativo e apoptose (71).

O Heme é caracterizada como um potente DAMP, exercendo varios
efeitos incluindo a ativacao de leucécitos e células endoteliais pelo receptor do
tipo toll-like receptor 4 (TLR4), aumentando a expressdo das moléculas de
adesao, e a producédo de oxidantes e a peroxidacgao lipidica (11)(70)(72)(73)(74).
Publicac6es recentes indicam um papel para o heme livre no plasma, na ativagao
de neutrofilos com a consequente liberacao de NETs (neutrophil extracelular
traps - redes extracelulares de neutrofilos) (75). A ejecdo da cromatina para o
espaco extracelular durante a formacao dos NETs tem sido descrita como uma
resposta pro-inflamatéria de neutrofilos para imobilizar e matar patégenos
extracelulares (76)(77).

De grande importancia, estudos publicados por Dutra e colaboradores,
indicam que o heme provoca a formacao de inflamassoma do tipo NLRP3 em
macréfagos, e o subsequente processamento de IL-1B, que por sua vez, pode
promover o recrutamento de leucécitos para o local afetado, favorecendo a
acumulacao destas células em doencas hemoliticas como a anemia falciforme
(73).

A hemolise também é conhecida pela liberacdo de ATP dos eritrécitos. O
ATP extracelular funciona como uma molécula de sinalizacdo através da
ativacao de receptores purinérgicos do tipo P2 (78), a ligacao do ATP ao receptor
P2X7, pode levar ao efluxo de K*, via abertura do canal catiénico controlado por
ATP e pode contribuir para a ativacao de inflamassomas do tipo NLRP3 (79).

Além disso, o ATP extracelular é rapidamente convertido em adenosina
pelas ectonucleotidases, enquanto que a interagdo da adenosina com o receptor
de adenosina Adora2a, pode ter efeitos anti-inflamatérios, inibindo seletivamente
as células iINKT (em inglés: célula natural killer ou “ exterminadoras naturais”).
Porém, a sinalizacdo da adenosina através do receptor de adenosina Adora2b
na membrana eritrocitaria pode contribuir para a falcizacao dos eritrécitos na AF
(80)(81).
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1.8._Reconhecimento de danos pelo sistema imune inato

Os padrbes moleculares associados a danos (DAMPS), liberados durante
as lesdes celulares, por células apoptoticas, necroéticas ou por eritrécitos
submetidos a processos hemoliticos, podem ser detectados por células
inflamatérias; tais como: neutréfilos, monécitos, células T, macréfagos e células
dendriticas (82)(74). As células necrdticas liberam uma variedade de DAMPs,
incluindo a proteina do grupo 1 de mobilidade alta (HMGB-1), proteina de choque
térmico 70 (HSP70) e metabdlitos de purinas, como o ATP, enquanto que, 0s
eritrécitos rompidos liberam hemoglobina, heme livre, HSP70, ATP e DNA
mitocondrial (83)(74)(84). As reservas intracelulares de citocinas pro-
inflamatorias, como IL-1a e IL-33, também podem ser liberadas por células
necréticas, juntamente com (ROS) e proteases ativadas, que podem estimular
vias inflamatdérias estéreis (45).

O sistema imune inato é composto de uma grande variedade de
receptores especificos para o reconhecimento de patdégenos ou lesdes
endogenas, estes receptores sdo reconhecidos como ‘“receptores de
reconhecimento de padrées” (PRR, em inglés: pattern recognition receptors),
que ao identificar PAMPs ou DAMPs, ativam vias de sinalizagdo que resultam na
producgéo de citocinas (85)(45). Existem quatro subfamilias principais de PRR:
receptores do tipo toll (TLRs, em inglés: Toll-like receptors ), receptores do tipo
NOD (NLRs; em inglés: the nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-
Leucine Rich Repeats (LRR)-containing receptors (NLR), receptores de lectina
do tipo C (em inglés: C-type lectin receptors (CLRs), receptores do tipo RIG e
sensores de DNA citosélico (em inglés: retinoic acid-inducible gene 1 (RIG-1)-
like receptors (RLR; aka RIG-1-like helicases—RLH)(86).

No entanto, os PRRs mais estudados séo os TLRs e os NLRs. A familia
dos receptores do tipo toll € composta por 10 membros que compreende do
TLR1-TLR10. Os TLRs séao glicoproteinas de membrana que possuem dois
dominios: o dominio intracelular C terminal, denominado TIR e o dominio externo
N-terminal composto por repeticdes ricas em leucinas (LRR) (85)(87). A
localizagdo dos TLRs na célula é variavel, podendo ser encontrado em
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superficies celulares ou nas membranas de vesiculas endociticas (88)(89). Além
das células do sistema imune, outros tipos celulares também podem expressar
os TLRs (89). Em mamiferos, os ligantes de TLRs podem ser agrupados, em
trés categorias: (1) lipideos e lipopeptideos que podem ser reconhecidos através
dos receptores: TLR1, TLR2, TLR4, TLR6; (2) proteinas que podem ser
reconhecidas pelo receptor TLR5; (3) &cidos nucleicos que podem ser
reconhecidos através dos receptores: TLR3, TLR7, TLR8, TLR9 (89)(90). A
estimulacdo de TLRs por seus ligantes resulta no recrutamento de moléculas
adaptadoras especificas que irdo transduzir o sinal, levando a ativagdo das
cascatas de sinalizacdo NF-kB, interferon (IFN), fatores de resposta (IRFs) e
proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAP). Esses fatores de transcricao
induzem a ativacdo de varios genes da resposta imune, incluindo as citocinas
inflamatorias (IL-6, IL-12, IL-23 e TNF-a) (89)(91).

A familia dos receptores do tipo NLR é composta de 23 proteinas (em
humanos) e mais de 34 genes NLR ja foram descritos em camundongos (92).
Os NLRs séo constituidos por trés dominios funcionais: (1) um dominio de
interagdo proteina-proteina com uma porcdo N-terminal, necessario para a
transdugéo do sinal; (2) um dominio central NACHT ou (NBD), necessario para
oligomerizacao; e (3) um dominio C-terminal com repeticées ricas em leucina
(LRR), que confere reconhecimento ao ligante, mas também age como um
repressor da sinalizacdo de NLR, na auséncia de estimulo (93). Os NLRs de
mamiferos séo classificados de acordo com o tipo do seu dominio N-terminal:
Os NLRA, ou transactivator de Classe Il (CIITA), contém um dominio de
transativacdo acida; NLRBs ou proteinas neuronais inibidoras de apoptose
(NAIPs), contém um inibidor de baculovirus (BIR); as NLRCs possuem um
dominio de ativagéo e recrutamento de caspase (CARD) e NLRPs contém um
dominio de pirina (PYD) (93).

ApGs a sinalizacao de um estimulo, os NLRs sao ativados para mediar respostas
imunes inatas, tais como a indugao de inflamacao, autofagia ou morte celular
(93). Os receptores do tipo NLRP10, NOD1, NOD2, NLRC3, NLRC5, NLRX1 e
CIITA podem mediar a regulacao das vias do fator de transcricdo nuclear- kB
(NF-kB), proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPK), ou até mesmo,

atuam como reguladores transcricionais no nucleo celular. Os receptores
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NLRP1, NLRP3, NLRP6, NLP7, NLRP12, NLRC4 e NAIP sao conhecidos como
sensores intracelulares de PAMPs e/ou DAMPs, sendo sua ativagcao essencial
para desencadear a formagdo de um complexo multiproteico denominado

inflamassoma (93)(94).

1.9. Os inflamassomas e a sua formacao

A plataforma molecular do inflamassoma, cuja existéncia foi proposta pela
primeira vez por Martinon e colaboradores em 2002 (95), é responsavel pela
maturacao e liberacao das citocinas, IL-13 e IL-18, embora uma organizacao
complexa de varias proteinas seja necessaria para que isto ocorra (96). Os
inflamassomas sao compostos, de maneira geral, (1) por uma proteina iniciadora
pertencente a uma familia de PRRs, podendo ser um sensor citosélico da familia
NLR, AIM2 (em inglés: the absent in melanoma-2 (AIM2)-like receptors (ALRS)
ou da familia de sensores do tipo PYRIN (pyrin e HIN domain-containing protein);
(2) por uma molécula adaptadora denominada ASC (em inglés: apoptosis-
associated speck-like protein containing a CARD); (3) e por moléculas efetoras,
que sao cisteinos-proteases de pré-caspase 1, 4 ou 5 (em humanos) e pro-
caspase 11 (em camundongos) (97)(42)(98). Uma vez que os sinais de danos
séo detectados através dos receptores, 0 sensor que antes estava em um estado
inibitério, agora se apresenta ativado e oligomeriza a molécula ASC, induzindo
interacdes homotipicas entre seus dominios efetores do tipo pirina (PYD). Em
seguida, ASC recruta a pro-caspase-1 por meio de interagdes entre seu dominio
CARD e os dominios de caspase (99)(100).

Os NLRs que possuem o dominio PYD, como o NLRP3 e o AIM2, sdo
estritamente dependentes do adaptador ASC. Em contraste, NLRP1 e NLRC4
possuem um dominio CARD e podem recrutar caspase-1 diretamente, podendo
induzir a montagem do inflamassoma e a maturagdo das citocinas proé-

inflamatorias independente de ASC (101) (Figura 2).
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Figura 2. Ativacao do inflamassoma e seus componentes. Os inflamassomas sao
ativados por um amplo espectro de DAMPs e PAMPs. O NLR se encontra inativado,
porém, uma vez que reconhece um sinal de perigo, este sofre uma mudanca
conformacional, permitindo a ligacao do receptor NLR a proteina ASC, através dos
dominios de pirina (PYD). O ASC atua como uma proteina adaptadora e se liga a pro-
caspase-1 (efetora), através dos dominios de recrutamento de caspase (CARD). Os
inflamassomas NLRP3 e o AIM2 sao estritamente dependentes do adaptador ASC para
montagem da maquinaria, enquanto os sensores NLRP1 e NLRC4 possuem um
dominio CARD e podem recrutar caspase-1 diretamente, resultando na ativagéo de
caspase-1 que, por sua vez, cliva seus efetores: Gasdermina-D (envolvido na morte
celular por piroptosis) e as pré-formas das citocinas IL-1B e IL-18 - Adaptado de (97).

As cisteinos-proteases (caspases) sao amplamente conhecidas como as
principais mediadoras da resposta de morte celular apoptética (102). As
caspases inflamatoérias (-1, -4, -5) participam da montagem e/ou ativacdo dos
inflamassomas (103). Porém, a melhor elucidada no contexto do nosso trabalho,
€ a caspase-1, que uma vez ativada permite o processamento e ativacao das
citocinas pro-inflamatorias IL-18 e IL-18 (geradas na sua forma inativa, pro-IL 18
e pro-IL 18). ApGs o processamento e clivagem das pré-formas, essas citocinas
se tornam biologicamente ativas e sao liberadas para o meio extracelular (103).

Além da maturagao e liberacdo das citocinas IL-13 e IL-18, provocadas
pela clivagem da caspase-1, a formacdo do inflamassoma resulta em morte
celular programada com liberacdo do conteudo intracelular pro-inflamatério,
chamada de piroptosis (104). Uma vez processadas e liberadas, as citocinas IL-
18 e IL-18 ativam e estimulam interacdes adesivas das células endoteliais,
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leucocitos e células do musculo liso, estimulando a liberagao de IL-6, IL-17 (via
da IL-1B) e interferon y (IFN-y), IL-2 e IL-12 (via da IL-18), que entdo podem levar
a inducao de respostas imunes do tipo T-helper 1 (Th1) e T-helper 17 (105). O
complexo inflamassoma pode ser encontrado em diversas células inflamatorias,
tais como: macrofagos, neutréfilos e células dendriticas e tem sido observado
em diferentes doencas: gota, artrite, diabetes tipo 2, doengca de Alzheimer,
aterosclerose e obesidade (94)(101).

1.10. O Inflamassoma do tipo NLRP3

O inflamassoma melhor caracterizado até o momento é o NLRP3, o qual
pode ser formado principalmente em mondcitos, macréfagos e células
dendriticas e alguns estudos demonstram a formagdo deste inflamassoma
também em neutréfilos (106)(107). O inflamassoma do tipo NLRP3 pode
reconhecer uma variedade de estimulos exégenos e enddgenos, tais como
agonistas microbianos, ATP, heme, DNA mitocondrial, HMGB-1 e HSP70
(108)(109). No entanto, a ativagdo do NLRP3 por DAMPs especificos parece
ocorrer através de um mecanismo indireto, desencadeado por intermediarios de
sinalizagado; redugdo nos niveis intracelulares de potassio, desestabilizagdo
lisossomal e a geracdo de ROS mitocondrial (110)(111)(112). Ap6s reconhecer
o sinal de dano, o receptor NLRP3 induz rapidamente a oligomerizacédo de ASC,
que por sua vez, fornece um recrutamento e dimerizacao de pré-caspase-1,
resultando na sua auto ativacéo e consequente clivagem das citocinas pro-1L-13
e pro-IL-18 e liberacao das citocinas IL-1B e IL-18 na sua forma clivada
(113)(114)(115)(116).

Além dos sinais liberados por PAMPs ou DAMPs, também é necessario
um sinal de “priming” para que a produgao da IL-1f clivada possa ocorrer. Este
sinal de priming, ou “sinal 17, regula positivamente a transcricdo dos genes do
complexo inflamassoma e a forma imatura da IL-13, e um segundo sinal é
necessario para que inicie a montagem da maquinaria do inflamassoma,
direcionando para clivagem da caspase-1 e a consequente liberacao de IL-13
(108)(117). Por exemplo, para o heme induzir a formacdo do inflamassoma
NLRP3 em macréfagos, essas células necessitam receber priming por LPS (ou
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outra molécula inflamatéria) para ativar a via de NF-kB e induzir a expressao dos
genes NLRPS3, caspase 1 e IL-1B, sendo este mecanismo provavelmente

mediado por TLRs (como demonstra a Figura 3).

O priming celular acontece tipicamente através de um ligante microbiano
do tipo TLR. Entretanto, os inflamassomas também sao ativados durante a
progressdo de doencas inflamatdrias estéreis, como a aterosclerose, doenga
metabdlica e disturbios neuroinflamatérios. Portanto, é importante considerar os
fatores e mecanismos enddgenos que podem estimular o inflamassoma em

certas condicoes (118).
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Figura 3. Mecanismo de ativacao (priming) do inflamassoma NLRP3 e liberacao
de IL-1B. A liberagéo de IL-13 é regulada por duas etapas: a sintese transcricional de
pro-IL 1B e o processamento proteolitico na sua forma ativa pelos inflamassomas. A
regulacdo transcricional do RNAm da IL-13 é mediado por receptores do tipo TLRs e
receptores de IL-1 (sinal 1), que também induz a expressdo do RNAm do receptor
NLRP3. A ativacdo do inflamassoma NLRP3 induz a clivagem de caspase-1 € o
consequente processamento da pro-IL-13 para sua forma ativa (sinal 2).

1.11. O inflamassoma como alvo terapéutico em doencas inflamatorias
cronicas

Desde a descoberta do inflamassoma e a sua relagdo com as doencas
inflamatérias crénicas, varios grupos de pesquisas e industrias farmacéuticas
vem desenvolvendo novas substancias capazes de bloquear ou atenuar os
efeitos desse complexo multiproteico, seja através da via de liberacdo das
citocinas IL-1B e IL-18, ou até mesmo, bloqueando os componentes da formagao

deste complexo. No entanto, podemos destacar algumas drogas ja conhecidas
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e que cada vez mais, estdo sendo aplicadas no tratamento de diferentes doencas
inflamatérias crénicas; a anakinra (recombinante da proteina antagonista do
receptor da IL-1), canakinumab (inibidor de IL-1B), rinolacept (IL-1 Trap, inibidor
de IL-1), proteina de ligacdo da IL-18, receptores soluveis da IL-18 e os
anticorpos monoclonais anti-receptor da IL-18 foram desenvolvidos para o
tratamento de doencas inflamatérias. Entretanto, independente da IL-13 e IL-18,
a morte celular inflamatdria do tipo piroptosis ira liberar DAMPs para induzir um
novo processo de inflamacao e assim reiniciar a formacgéo de inflamassomas
constantemente. Neste caso, os inibidores dos componentes do inflamassoma

(small drugs) sdo uma promessa terapéutica para o futuro (119).

A glibenclamida que é um agente antidiabético da classe das
sulfonilureias de segunda geracao, foi o primeiro composto a ser identificado
como um possivel inibidor do receptor NLRP3 e assim inibir a liberagédo de IL-
18. Um farmaco recentemente identificado como inibidor do receptor NLRP3,
através da sinalizacado do canal de ATP (P2X7) é o inibidor de nucledsido da
transcriptase reversa (NRTIs), que é principalmente usado para bloquear a
replicacédo de retrovirus (116).

Recentemente um novo estudo propds a eficacia da inibicdo do receptor
NLRP3, através do composto MCC950. Estudos in vitro demonstraram que o
MCC950 foi capaz de bloquear a ativacao do inflamassoma NLRP3 canbnico e
nao-canbnico, em concentragdes nanomolares, sendo um inibidor especifico
apenas do receptor NLRP3. Estudos in vivo, demonstraram que o MCC950
reduziu a producgéo de IL-1B e atenuou os sintomas em um modelo de doenga

de esclerose multipla (120).

Como a anemia falciforme se apresenta como uma doenga inflamatéria
cronica, estudos in vivo com os inibidores de IL-1 e inibidores dos componentes
do inflamassoma seria uma op¢ao para o descobrimento de novos tratamentos
para essa doenca, podendo dessa forma atenuar os sintomas e
consequentemente melhorar as condi¢des de sobrevida.
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2. JUSTIFICATIVA

Dois subprojetos foram desenvolvidos:

2.1. Subprojeto I:

A anemia falciforme é reconhecida como uma doenca inflamatéria cronica,
diante disso, temos como hip6tese a formacéao de inflamassomas nos leucécitos
de pacientes com essa doenca. Ha relatos que as concentracdes plasmaticas
das citocinas IL-1P e IL-18 sejam aumentadas em alguns pacientes com AF, que
seria indicativo da formacdo destes inflamassomas (121)(122), bem como
evidéncias de concentracbes aumentadas de heme livre e outros DAMPs
potentes (HMBG-1, ATP) e da alarmina IL-33 no plasma destes pacientes
(123)(124)(125)(126)(81). Assim sendo, o objetivo deste estudo foi identificar se
h& a formacéao de inflamassomas na AF e em quais células, pois estas estruturas
inflamatoérias podem contribuir de forma significativa para a fisiopatologia da AF.
Inicialmente, o foco do nosso estudo foi compreender quais os estimulos
enddgenos (sinal 1 e/ou sinal 2) que poderiam contribuir para inducao do
processamento das citocinas IL-18 e IL-18, bem como identificar os
componentes da formacao de inflamassomas nas células desses individuos.
Essas descobertas foram importantes, pois podem ser usadas como alvos

moleculares para eventual intervencgao terapéutica futura.

2.2, Subprojeto ll:

Dada a dificuldade em averiguar e identificar as atividades das caspases
inflamatorias nas células e a necessidade de definir mecanismos pelos quais o
processamento de IL-13 ocorre, este projeto teve como objetivo a investigagao
da capacidade do plasma de pacientes com AF de induzir a dimerizacéo
especifica de caspases na presenca de componentes do inflamassoma. Além
disso, buscamos entender o papel dos neutréfilos de individuos AF na ativacédo
dos mecanismos da via de ativacao da caspase-1.
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3. OBJETIVOS

3.1. Subprojeto I:

Objetivo geral:

|dentificar a formagéo, ou ndo, de inflamassomas e de seus componentes em

leucécitos de individuos portadores de anemia falciforme.

Objetivos Especificos:

1- Estabelecer se ha formacéo e ativagdo dos componentes do inflamassoma
(com a consequente producgao e liberagdo de IL-13 e IL-18) nos leucdcitos
(neutrdéfilos e mondécitos) de individuos portadores de anemia falciforme.

2- Avaliar a presenca de alguns DAMPs circulantes que potencialmente

contribuem para a formacéao de inflamassoma na anemia falciforme.

3- Caracterizar a via de ativagdo da formacéo dos inflamassomas leucocitarios

na anemia falciforme.

3.2. Subprojeto ll:

Objetivo geral:

Empregar a técnica BiFC, desenvolvida pelo laboratério da Dr. Bouchier-Hayes,
para investigar a capacidade do plasma e do sobrenadante de neutréfilos
provenientes de individuos portadores de AF em ativar caspase-1 e avaliar a

dimerizagao desta caspase com os componentes do inflamassoma.
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Objetivos Especificos:

1- Avaliar a capacidade do plasma de individuos portadores de AF em induzir a
dimerizagdao de caspase-1 e/ou a secrecao de IL-6 (via da IL-13), em células
HelLa e MCF-7.

2- Correlacionar o efeito do plasma de individuos pediatricos portadores de AF
na dimerizacao de caspase-1 com os parametros hematolégicos e niveis de HbF

destes individuos.

3- Avaliar o papel do heme (DAMP) na indugdo da atividade de caspase-1,
observando o efeito da co-incubagao com hemopexina (scavenger de heme) na

dimerizacao de caspase-1.

4- Avaliar se o sobrenadante de neutrofilos AF, ativados ou ndo, induz a
dimerizacao de caspase-1 e/ou a secrecdo de IL-6, quando co-incubados com

células Hela.
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4. CASUISTICA E ASPECTOS ETICOS

4.1. Subprojeto 1:

Os Médicos responsaveis pelos pacientes portadores de anemia falciforme
(pacientes AF): Prof. Dr. Fernando Ferreira Costa, Prof2 Dra. Sara T.O. Saad,
Centro de Hematologia e Hemoterapia, UNICAMP, foram os responsaveis por
revisar os casos dos pacientes portadores de AF. Foram recrutados para este
estudo, pacientes AF homozigotos (AF) e individuos saudaveis sem anemia
falciforme (CTRL). Pacientes AF em acompanhamento pelo Hemocentro da
UNICAMP foram diagnosticados através dos métodos de eletroforese de
hemoglobina e de cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC) (VARIANT™;
Bio-Rad Laboratories). Os pacientes foram recrutados para o estudo em fase
estavel, auséncia de crises de dores, sem infeccao e transfusées prévias por
pelo menos 3 meses anteriores a data da coleta das amostras. O inicio do
tratamento do grupo de pacientes em terapia com hidroxiuréia (HU; 15-30
mg/Kg/dia em tratamento ha pelo menos 3 meses) foi decidido pelo meédico
responsavel de acordo com o0s seguintes critérios de inclusdo: ocorréncia de
crises de vaso-oclusao superiores a 3 vezes ao ano, e/ou repetidos episddios de
sindrome toracica aguda. Todos os individuos que participaram deste estudo
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido aprovado no dia 29
de Janeiro de 2015, pelo Comité de Etica e Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
Médicas da UNICAMP. Projeto de acordo com a Resolugcao CSN 466/12 numero
CAAE 31962214.1.0000.5404 (anexo 1). (Veja Tabela 1 para dados clinicos e

demograficos para estes pacientes).

4.2. Subprojeto 2:

Pacientes pediatricos e jovens adultos com AF (AF — com idade entre 10-20
anos) sem ou com tratamento de Hidroxiureia (n=14) e adultos controles (n=5)
(CTRL- com idade entre 18-35 anos) foram recrutados para o estudo. Os
pacientes AF foram diagnosticados através dos métodos de eletroforese de
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hemoglobina e de cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC) (VARIANT™,;
Bio-Rad Laboratories) e estavam recebendo acompanhamento médico no Texas
Children’s Hospital. Neste projeto, o grupo controle foi composto através de
funcionarios (individuos saudaveis) do Baylor College of Medicine/Texas
Children’s Hospital (Houston-TX, EUA). Os pacientes foram recrutados durante
o estado estacionario da doenca, sem nenhum episddio doloroso agudo ou
crises de vaso oclusdo durante os 3 meses anteriores a data da coleta. Para os
pacientes em uso de HU, o inicio do tratamento do grupo em terapia com
hidroxiuréia (HU; 15-30 mg/Kg/dia) teve inicio pelo menos 3 meses antes da data
de coleta.

O consentimento informado por escrito foi obtido de sujeitos e/ou
responsaveis pelos individuos com idade inferior a 18 anos, de acordo com o
comité de ética estabelecido pelo Texas Children’s Hospital e submetido ao
comité de ética em pesquisa do Baylor College of Medicine. O hemograma de
rotina e a dosagem dos niveis de hemoglobina fetal (HbF) foram adquiridos ap6s
a inclusdo dos pacientes no estudo (Veja Tabela 2 para dados clinicos e

demograficos para estes pacientes).
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Separacao de plasma do sangue periférico

O sangue periférico foi coletado em tubo de EDTA e centrifugado a 1000g
durante 15 minutos a temperatura de 4 °C. As amostras de sangue foram
processadas dentro de 30 minutos, apds a coleta para evitar a ocorréncia de
hemolise. O plasma foi retirado e cuidadosamente fracionado para

armazenamento em -80°C (19).

5.2. Separacao de mondcitos e neutréfilos do sangue periférico

O sangue periférico foi coletado em tubo de heparina; os neutréfilos foram
separados utilizando um gradiente de Ficoll-Hypaque® (Sigma-Aldrich, MN,
EUA) de densidades 1.0771 g/mL e 1.1191 g/mL de acordo com (19). Para o
isolamento dos mondécitos totais, a primeira camada, contendo as células
mononucleares (PBMC) foi retirada e as células foram diluidas 1:2 em meio
RPMI; apds essa etapa, os mondcitos foram separados através de um gradiente
de Percoll® (Sigma-Aldrich) (45%), de acordo com (127) e ressuspendidos em
meio RPMI (6x10° células/mL) para uso nos ensaios. A segunda camada de
células (localizagdo dos neutréfilos, no gradiente de ficoll-hypaque), foi retirada
e realizada uma “lise celular’ com o uso do tampao de lise de amoénia, apos essa
etapa, os neutréfilos foram lavados em PBS, ressuspendidos em meio RPMI e
ajustados para a concentragdo de 2x108 células/mL para o uso em ensaios.
Apenas as amostras com mais de 92% de pureza foram utilizadas nos

experimentos (determinado por cytospin das células e analise morfoldgica).
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5.3.__Separacao de células mononucleares (PBMC) do sanque periférico

Ap0Gs a coleta do sangue em tubo de heparina, as células PBMC foram isoladas
utilizando um gradiente de Ficoll-Hypaque de densidades 1.0771 g/mL e 1.1191
g/mL de acordo com (19). Subsequentemente, a primeira camada de células foi
retirada e resuspendida em PBS, para depois isolar as células PBMC por
centrifugagéo (800g, 20 minutos, 20°C). O sobrenadante foi descartado e o pellet
de células foi usado para os experimentos de Western blotting e co-
imunoprecipitacao.

5.4. Purificacao de mondcitos CD14+ por selecao positiva de células
usando colunas magnéticas

Os mondcitos também foram isolados com o uso das beads CD14., uma vez,
que quando isolados pela técnica de Percoll®, ndo obtemos uma pureza maior
que >80%. As células PBMC foram isoladas a partir de amostras de sangue
através da técnica de separacao por Ficoll-Hypaque de densidades 1.0771
g/mLe 1.1191 g/mL de acordo com (19). Da suspenséo de células PBMC, os
monocitos CD14+ foram isolados utilizando microbeads magnéticas anti-CD14
(Miltenyi Biotech®, Auburn, CA, EUA), de acordo com o protocolo do fabricante.
As células foram lavadas com tampao MACS (PBS suplementado com 1% de
BSA e citrato acido dextrose) e centrifugadas a 360g durante 5 minutos. O
sobrenadante foi completamente eliminado e as células foram ressuspendidas
em tampdo MACS (para cada 107 de células foi usado 40ul de tampéo) e para
cada 107 células foram adicionados 10uL de beads anti-CD14 (Miltenyi
microbeads Biotech). A solucédo de células/beads foi uniformizada, e incubadas
durante 20 minutos a 4 °C, em seguida as células foram lavadas em tampao
MACS e centrifugadas a 650g durante 10 minutos. As células foram
ressuspendidas em 500ul de tampao MACS e passadas através de um filtro de
70um (BD Falcon) para remover aglomerados celulares. A coluna magnética LS
(Miltenyi Biotech®) foi fixada no seu respectivo suporte magnético e lavada com
3mL tampao de MACS. Posteriormente as células foram adicionadas na coluna,
seguida por 3 lavagens de 3mL com tampao de MACS. Em seguida, a coluna foi
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removida do suporte magnético e com auxilio de um émbolo as células CD14*
aderidas na coluna foram eluidas em 5mL de tampao de MACS. As células
purificadas foram lavadas em RPMI completo, centrifugadas a 360g durante 5

minutos, contadas e ajustada na concentragao de acordo com o experimento.

5.5. Separacao de neutroéfilos de buffy coat

Bolsas de buffy coat foram obtidas do Gulf Coast Regional Blood Center com o
consentimento do Conselho do banco de Sangue do Texas. Para as amostras
de pacientes AF, foram coletadas bolsas de sangue, provenientes do servigo de
aférese do Texas Children’s Hospital com consentimento e de acordo com as

normas estabelecidas pelo hospital.

A amostra foi diluida 1:2 com PBS estéril e centrifugada (Centrifuga
Eppendorf 5810R) a 1250g durante 10 minutos a temperatura ambiente. A
camada do buffy coat que continha os leucécitos foi removida, diluida em PBS,
e submetida a gradiente de densidade com Ficoll-Paque™ PLUS (GE
Healthcare®, Chicago, EUA). Subsequentemente, os neutréfilos foram isolados
por centrifugacdo (800g, 30 minutos, 20°C). A camada de neutrofilos foi
cuidadosamente removida usando uma pipeta Pasteur, e as células foram
lavadas em PBS estéril e centrifugada durante 10 minutos a 650g. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento contendo os neutréfilos foi submetido
a lise das hemécias (em tampéao de lise de aménia - durante 15 min) e
centrifugado novamente a 290g durante 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento foi ressuspenso em meio RPMI completo e realizada
a contagem total das células. O meio RPMI completo foi suplementado com 10%
de soro fetal bovino, 2 mM de L-Glutamina e 100 unidades/mL de penicilina. Para
a contagem, as células em meio RPMI foram diluidas em azul de tripan (Sigma
Aldrich®, Missouri, EUA) e os neutrodfilos viaveis foram contados através de um
microscopio. Os neutréfilos obtidos por esta técnica foram utilizados nas
concentragdes especificadas nos experimentos realizados no subprojeto II.
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5.6. ELISA

Concentragdes de Pro-IL-1B, IL-1B, IL-18, IL-1a, TNF-a, IL-33, e IL-6 foram
determinados no plasma e/ou sobrenadante celular utilizando kits de ELISA
especificos para a detecgao de cada proteina (R&D systems®, Minneapolis, MN,
EUA). O nivel plasméatico de HMGB1 foi determinado com o uso do Kit de ELISA
HMGB1 (CD creative diagnostics®, NY, EUA). A proteina HSP70 foi determinada
através do uso do kit de ELISA HSP70 HS (Enzo life sciences ®, NY, EUA). A
faixa de deteccao de cada Kit de ELISA e fabricantes pode ser acessada no

apéndice |.

5.7. Determinacao de ATP e heme no plasma

Os niveis de ATP foram avaliados através do ensaio de bioluminescéncia
utiizando o Kit Molecular probes® ATP determination (Thermofischer®,
Rockford, IL, EUA), de acordo com as instru¢cées do fabricante e utilizando o
equipamento SpectraMax® minimax 300 Imaging Cytometer para detecg¢édo da
bioluminescéncia. Os niveis de Heme livre nas amostras de plasma foram
quantificados através do kit colorimétrico Quantichrom heme assay (Bioassay
systems®, Hayward, CA, EUA), de acordo com as instrucdes do fabricante.

5.8. Citometria de Fluxo para determinacao da ativacao de caspase-1

Utilizamos a técnica de citometria de fluxo com o emprego da sonda de
marcacao intracelular, FAM-YVAD-FMK (Fam-Flica Capase-1 reagent,
Immunochemistry Technologies®, Bloomington, MN, EUA), a qual, ao se ligar
irreversivelmente a caspase-1 ativada, se torna covalentemente acoplado a
enzima ativa, sendo retido intracelularmente. O sangue periférico foi submetido
a lise das hemacias, utilizando o tampéo de lise (Pharm Lyse Buffer — BD) e as
células foram imediatamente lavadas com DPBS Calcium, Magnesium
(Dulbecco’s phosphate buffer saline - 1X - pH=7,4). As células foram

ressuspendidas a 1x107 células/mL em PBS em tubos de citometria. O reagente
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FAM-YVAD-FMK  (Fam-Flica  Capase-1 reagent, Immunochemistry
Technologies®) foi adicionado (1:40), de acordo com as instru¢des do fabricante.
Posteriormente, foram adicionados anticorpos anti-CD66b conjugado ao
fluorocromo PE (para identificacao de neutréfilos — 1:100) e anticorpos anti-CD16
conjugado ao fluorocromo APC (1:100) e CD14 conjugado ao fluorocromo Percp
(1:30) (para identificacdo de mondcitos) - (Becton Dickinson®, Franklin Lakes,
NJ, EUA). ApGs incubacao a 30 min, 37° C, 5% COz, as células foram lavadas
2x com PBS 1X. As analises foram realizadas no citémetro de fluxo FACSCalibur
(Becton Dickinson®), utiizando o BD FACSDIVA® Software (Becton
Dickinson®). Foram analisadas um total de 50.000 células, das quais os
neutréfilos e mondcitos foram identificados de acordo com os parametros
FSC/SSC e a expressédo dos marcadores celulares. A porcentagem de células
Caspase-1 positiva (FLICA+) foi calculada utilizando dot plots. As imagens dos
dot plots podem ser acessadas no apéndice II.

5.9. Imunofluorescéncia e microscopia confocal para analise da molécula
ASC

As células (2x10¢° total) foram aderidas & laminulas previamente recobertas com
fibronectina 20 pg/mL (16h, 37° C, 5% COz). Subsequentemente, as laminulas
foram lavadas repetidamente com PBS, fixadas com paraformaldeido 4% e
bloqueadas com PBS/BSA 3%. As células foram incubadas com o anticorpo
primario anti-ASC (Santa Cruz Biotechnology ® Dallas, TX, EUA) (com diluicao
de 1:100 em PBS/BSA 3%) por 16h, o mesmo foi realizado com o anticorpo
secundario conjugado ao Alexa fluor 488 (com diluicdo de 1:400) (Life
Technologies®, Waltham, MA, EUA). Para finalizacdo, as laminulas foram
montadas com o marcador nuclear DAPI (Prolong Gold DAPI ThermoFisher®).
As observaces das células foram realizadas no microscépio invertido confocal
LSM780 NLO (Zeiss ®, Alemanha) com controle de temperatura e COg,
utilizando os lasers Argon para visualizagao do fluorocromo 488 e o NLO-Mai Tai
para o DAPI (INFABIC-UNICAMP) (128).
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5.10. Identificacdo dos “specks” de caspase-1 e de ASC por citometria de
fluxo por imagem

Utilizamos citometria de fluxo por imagem (Amnis ImageStream Mark Il/
Milipore®) para identificar e quantificar a presenca de “specks” de caspase-1 e
de ASC em neutréfilos e em mondcitos. Apds o isolamento das células (como
descrito anteriormente), estas (2x107/mL) foram marcadas com anticorpos
fluorescentes; anti-CD66b PE (1:50) para identificacdo de neutrofilos, e anti-
CD14 PercP (1:50) mais anti-CD16 APC (1:50) (Becton Dickinson®) para
identificacdo dos mondécitos e de suas subpopulacées. Os aglomerados de
caspase-1 ativada e de ASC foram revelados mediante incubagéo das células
com a sonda FAM-YVAD-FMK FLICA® (como descrito previamente) seguida de
marcacao intracelular com o anticorpo anti-ASC Alexa Fluor 647 (30 minutos,
1:50) - (Santa Cruz Biotechnology®). Aproximadamente 10.000 eventos
contidos em uma regido delimitada por area igual ou superior a 100u? foram
adquiridos em citdmetro de imagem com 488 nm, 642 nm e 785 nm ativados e
amplificagdo de imagem configurada para 40X. As imagens foram analisadas
pela aplicagdo de um protocolo de analise guiada, o “Spot Wizard’, do software
IDEAS. Durante o processo guiado pelo “Spot Wizard” foi criada uma mascara
sobre as regides brilhantes do objeto (“spots ou specks”) e, manualmente, foram
selecionadas imagens representativas de duas populagdes: uma populacao
contendo poucos “spots” de caspase-1 ou de ASC e outra contendo muitos
“spots” para caspase-1 ou ASC; finalmente, a partir desses modelos de
populagdes, o “Spot Wizard” gerou um histograma da frequéncia de células para
cada numero de “spots” (106).

5.11._Tratamento das células com drogas inibidoras de componentes de
inflamassoma e de NFkB

Apods isolamento dos neutrofilos e mondcitos (2x10% e 5x10° células totais,
respectivamente, em meio RPMI suplementado com soro fetal bovino 10%), as
células foram incubados com o inibidor de NLRP3 - MCC 950 (5 uM)
(Invivogen®, San Diego, CA, EUA), com o inibidor de caspase 1 - YVAD (40 uM)
(Biovision Incorporated®, Milpitas, CA, EUA) com o inibidor de NFkB- BAY
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117082 (10 uM) (Calbiochem®, La Jolla, CA, EUA), e/ou com o inibidor de ASC
— CAPE (5 pM) (Abcam®, Cambridge, Inglaterra) ambos por 1 hora.
Posteriormente foi realizada a retirada do sobrenadante e o congelamento do
mesmo para mensuragao dos niveis de IL-1[3, através de ELISA. Adicionalmente,
as células foram analisadas para a atividade de caspase-1, como descrito
anteriormente. Células estimuladas com LPS (100 ng/mL) (priming de sinal 1)
durante 3 horas e com ATP (sinal 2) durante 30 min foram utilizadas como um

controle positivo.

5.12. Tratamento das células com pool de plasma

AplGs isolamento, os neutrdfilos (2x10° células/mL em meio RPMI) foram
incubados com 5-10% do pool de plasma de controles saudaveis (n=6) ou pool
de plasma de AF em uso ou ndo de HU (n=6) por 2 horas, posteriormente, as

células foram processadas de acordo com a técnica descrita.

5.13._Determinacao de proé-IL 18

Neutréfilos de controles saudaveis e de pacientes AF com e sem HU, foram
isolados (6x10° células em meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal
bovino). Apds esse periodo de incubagéo, retiramos o sobrenadante e as células
aderentes foram lisadas com tampao de lise celular, associado com lise
mecanica (aproximadamente 60 segundos com movimentos circulares e forga
constante), para verificagdo da lise, a placa foi levada ao microscopio invertido
para total certificacdo de que nao haviam células aderidas na placa. Apds
finalizacdo, o sobrenadante e lisado celular foram congelados e posteriormente
realizado ELISA para avaliagédo da liberacao de pro-IL 13 (R&D systems® - faixa
de deteccgao: 23,4 — 1.500 pg/mL e sensibilidade de deteccao de 3.3 pg/mL).
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5.14. Extracao de RNA

O RNA dos neutrofilos foi isolado utilizando o método de extragcdo por Trizol
(ThermoFisher scientific ®), seguindo as instrucées do fabricante a partir de
15x108 células totais. A quantificacdo do RNA foi realizada através da leitura da
densidade ¢6ptica (DO) de uma aliquota da amostra em espectrofotdmetro
NanoDrop (ND-1000 Spectrophotometer) com comprimento de onda equivalente
a 260 nm, considerando que 1 DO a 260 nm equivale a 40 mg/mL de RNA. A
relagédo entre as leituras realizadas a 260 e 280 nm foi utilizada como parametro
na estimativa do grau de contaminagé&o do RNA por proteinas. A integridade das
amostras foi avaliada pelo programa 2100 Expert (Agilent) na qual permite uma
estimativa da integridade do RNA por meio de analise da intensidade das bandas
de todo o tracado eletroforetico da amostra. Apenas as amostras de alta

integridade foram utilizadas nos experimentos.

5.15. Tratamento do RNA total com DNAse | e sintese de cDNA

O RNA total de neutrdfilos foi tratado com DNAse livre de RNAse 1 U/uL (Life
Techologies®), utilizando 1 U da enzima para tratar 5 ug de RNA por 15 minutos
a temperatura ambiente, a fim de eliminar uma possivel contaminagcdo deste
material com DNA gendmico. A reacao foi interrompida pela adicdo de uma
solucado de EDTA com concentracao final de 2 mM. A enzima foi inativada por
uma incubagcdo de 10 minutos a 65°C. A transcricdo reversa foi realizada
utilizando-se o kit Super Script Il (Life Technologies ®), de acordo com as
instrugdes do fabricante. O cDNA produzido foi armazenado a -20°C até o uso

em ensaios.

5.16. PCR quantitativo (PCRq)

A amplificagdo do cDNA foi realizada no ABI 7500 Sequence Detector System
(Applied Biosystems®, Foster City, CA, EUA) utilizando-se SybrGreen PCR
Master Mix (Applied Biosystems®). Quarenta ng de cada amostra de cDNA
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foram utilizadas na reacdo com os iniciadores. Um controle negativo, sem adicéao
de cDNA, foi realizado para cada par de iniciadores. O protocolo de dissociacéao
se realizou no final de cada reacéao para verificar amplificacdes nao especificas.
Cada reacéo foi repetida duas vezes no mesmo experimento. Os primers foram
desenhados de acordo com (Primer-express, Applied Biosystems®) e
comprados (Invitrogen®, Sao Paulo, Brasil). Para confirmar a precisdo e
reprodutividade da PCR em tempo real, a precisao intra-ensaio foi calculado de
acordo com a equagéao E (-1/slope). As amostras foram analisadas em duplicata
e os resultados foram expressos em unidades arbitrarias (UA) da expressao
génica quando comparados com o0 gene controle Beta-Actina (ACTB) e
Ribosomal protein L13 (RPL 13)(129). As sequéncias de iniciadores podem ser

acessadas no apéndice Il

5.17. Extracao de proteinas, imunoprecipitacao de complexos proteicos e
Western blotting

As células (neutrofilos e células mononucleares) foram lisadas em tampéao
HSLB (50 mM HEPES, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, glicerol 10%, NP-40 1%)
contendo inibidores de protease (PMSF 100 mM, leupeptina 1mg/mL, NasVOs4
100 mM) e mantidas em gelo por 30 minutos. Em seguida, os lisados foram
centrifugados a 12.000 g por 20 minutos. Os sobrenadantes foram transferidos
para novos tubos de 1,5 mL e o conteudo proteico foi dosado pela utilizacdo do
reagente (BioRad®, Hercules, CA, EUA), tendo como base uma curva padrao de
alboumina (BSA), segundo as especificagdes do fabricante. Quando foram
realizados estudos de co-imunoprecipitacdo, quantidades correspondentes a
400 g de extrato proteico foram incubadas com 2-5 ug do anticorpo (conforme
recomendado pelo fabricante) por 16-18 horas (4°C) sob agitagcdo. Os imuno-
complexos foram recuperados pela incubagdo com solugéo de 50% proteina-A
Sepharose (GE) por 1 hora sob agitagédo (4°C), seguida de lavagens em tampéao
solugdo para lavar o imunoprecipitado (trés lavagens com centrifugacdes de 30
segundos 10.000 g entre elas) para remocao das ligacoes inespecificas.

Quantidades de proteinas correspondentes a 25 pl foram fracionadas em
gel & 15% de poliacrilamida-SDS. Apés a corrida, as proteinas foram transferidas
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para membranas de nitrocelulose de 0.45 Microns (Thermo Scientific®) por 2
horas (4°C), 100 volts. As membranas foram incubadas em solugédo de TBS-T
(50 mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl e 0,1% Tween-20) contendo 5% de leite
desnatado para bloqueio dos sitios inespecificos. Em seguida foram incubadas
com anticorpo primario de interesse (diluicées 1:1000) por 16-18 horas. No dia
seguinte foram lavadas em TBS-T por 3 vezes de 10 minutos e, em seguida,
foram incubadas com anticorpo secundario conjugado a peroxidase (KPL) por 1
hora (temperatura ambiente). Seguiram-se outras lavagens para retirada do
excesso de anticorpo e os Westerns foram revelados utilizando-se o reagente
Pierce ECL Western Blotting Substrate (Thermo Scientific®). Para quantificagao
das bandas na membrana utilizou-se o programa Imaged, disponivel no site do
NIH (Bethesda, USA) (130).

Para Western blotting, extratos totais das células (50-100 pg), foram
submetidos a eletroforese em gel de 15% de poliacrilamida-SDS e a
transferéncia das proteinas para a membrana de nitrocelulose ocorreu como
descrito acima. Em seguida a membrana foi incubada com o anticorpo de
interesse, como descrito acima. A diluicdo dos anticorpos utilizados no Western
blotting, pode ser acessada no apéndice IV.

5.18. Cultivo de células HelLa e MCF-7 para estudo de transfeccao BiFC

As células de linhagem Hel.a (células imortalizadas provenientes de um cancer
cervical), MCF-7 (células provenientes de um cancer de mama) foram obtidas
através do banco da American Type Culture Collection — (ATCC, Manassas, VA,
EUA). As células HeLa e MCF-7 foram cultivadas em meio DMEM suplementado
com 10% de soro fetal bovino, L-glutamina e penicilina. As células foram
cultivadas a 37°C em uma estufa umidificada com 5% de COz. As células
estavam na 15° passagem e a cada dois dias (70-90% de confluéncia celular)

foram tratadas com tripsina e transferidas para uma nova placa.
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5.19. Clonagem de Plasmideos

Os plasmideos de caspase BiFC, dsRed-mito e ASC foram clonados pela técnica
de PCR padrao com a utilizagcao de primers especificos para incorporacao dos
locais de enzimas de restricao apropriados dentro de um plasmideo de caspase-
1 completo (ICE) para um plasmideo BiFC. Apos esta etapa, foi realizado uma
validagdo para verificar a sua fungdo em relacdo ao recrutamento de
inflamassomas (131). As mutacdes pontuais foram introduzidas usando o Kit
Quick Change Site Directed Mutagenesis (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, EUA), e ap6s a clonagem, cada plasmideo foi verificado por sequenciamento
convencional. Os plasmideos que expressam a molécula ASC foram gentilmente
cedidos pelo laboratério do Dr. Seamus Martin (Trinity college, Dublin, Irlanda)
para o laboratério da Dr. Bouchier-Hayes (Baylor college of medicine/Texas
Children’s Hospital, Houston, EUA). O plasmideo dsRed-mito (Clontech) foi
usado como reporter para o experimento de transfeccdo. As sequéncias de
plasmideos utilizados para este estudo, bem como, a padronizacdo da
concentracao e a titulacdo utilizada nos ensaios, podem ser acessadas no
apéndice V, VI, VII.

5.20. Ensaios de transfeccao

As células HeLa e MCF-7 (1x10° células/mL) foram plagueadas 24 horas antes
da transfeccdo em placas de 12 pocos e transfectadas transitoriamente
utilizando o reagente de transfeccao lipofectamina 2000 (Invitrogen, Grand
Island, NY, EUA) e com as combinacées de plasmideos de caspase-1,
denominados de C1-Pro VC (5 ng), C1-Pro VN (5 ng) e dsRed-mito (5 ng) (sendo
este o reporter desta transfecgdo). Como controle positivo, algumas células
foram transfectadas com C1-Pro VC, C1-Pro VN e dsRed-mito (5 ng), e também
com um plasmideo para codificacdo de ASC (125 ng). Ap6s 48 horas do inicio
da transfeccgéao, as células foram analisadas.
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5.21._Analise de células vénus-positivas em tempo real por microscopia
confocal

As células HeLa e MCF-7 (1x10° células/mL) foram plagueadas em placas de 12
pocos, contendo laminulas de vidro revestidas com fibronectina (Mattek Corp,
Ashland, MA, EUA) 24 horas antes da transfeccdo. Apos os tratamentos, as
células foram visualizadas usando um microscéopio confocal de disco giratério
(Zeiss, Thornwood, NY, EUA), equipado com uma unidade de disco giratorio
CSU-X1A500 (Yokogowa eletric corporation, Téquio, Japao), mdédulo multi-laser
com comprimentos de ondas de 458, 488, 514 e 561 nm, e um microscopio
invertido motorizado Axio observer Z1 equipado com um estagio XY motorizado
de precisao (Carl Zeiss Microlmaging, Thornwood, NY, USA). As imagens foram
adquiridas com uma objetiva Zeiss PlanNeofluar 40x1.3 NA ou 64x1.4 NA em
uma camera Orca R2 CCD usando o software Zen 2012 (Zeiss, Thornwood,
NY,EUA). Aproximadamente 25-50 Imagens foram obtidas por poc¢o, e a analise
foi realizada através do célculo da porcentagem de células positivas para a
proximidade induzida de caspase (nomeadas de células venus-positivas), a
partir do numero total de células transfectadas.

5.22. Analise Estatistica

Os dados sédo apresentados como médias * erro da média (SEM) de N de
individuos. Os dados foram confirmados como paramétricos ou nao-
paramétricos e as medias foram comparadas, utilizando os testes; de Kruskal-
Wallis e o pds teste de Dunns (teste nao-paramétrico e ndo-pareado para analise
de 3 ou mais grupos); Mann-Whitney (teste ndo-paramétrico e nao-pareado para
analise entre 2 grupos), Wilcoxon e two-way ANOVA (teste ndo-paramétrico,
para comparacao de grupos pareados). Os graficos e os calculos foram gerados
utilizando o programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc.). Os valores
de p menores ou igual a 0,05 foram considerados como estatisticamente
significantes.
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6. RESULTADOS

6.1. Subprojeto 1: Investigacao da formacao de inflamassoma em
pacientes com anemia falciforme

6.1.1. Populacao de pacientes AF estudados

Neste estudo investigamos a formacédo de inflamassomas em leucécitos de
pacientes portadores de AF. Individuos controles (individuos saudaveis HbAA -
grupo CTRL, N=120) e individuos portadores de AF em estado estavel (HbSS,
grupo AF, N=95) foram recrutados no setor de doacdo de sangue e no
ambulatério de hematologia do hemocentro da UNICAMP, respectivamente. Dos
pacientes, 63 estavam em terapia com HU (15-30 mg/kg/d), como dados
posteriores ndo mostraram diferengas significantes referente a liberagdo de IL-
18 e a formacgao de inflamassomas nos leucocitos, entre pacientes tomando ou
nao HU, os pacientes foram agrupados em um unico grupo. Segue abaixo, 0s
dados clinicos dos pacientes AF utilizados neste estudo (Tabela 1). Os controles

foram pareados aos pacientes em sexo ou idade, quando possivel.
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Tabela 1. Detalhes clinicos dos pacientes participantes deste estudo
(populacao — Hemocentro, UNICAMP, Campinas, Brasil)

Parametros Hematologicos Média
(Mediana, Min, Max)
Homem/Mulher 43/52
Idade (anos) 38,5 (37,5; 19; 65)
N° de paciente sem/com tratamento com HU 32/63
Células vermelhas (10 '?/L) 2,55 (2,49; 1,39; 6,36)
Hematdcrito (%) 26, 2 (25,85; 16,5; 47,8)
Hemoglobina (g/L) 8,65 (8,5; 4,9; 16,9)
Vol. Corpuscular médio (fl) 104,05 (102,9; 68,2; 144,1)
Reticuldcitos (%) 13,05 (12,95; 2,09; 28)
Contagem leucacitos (10 °/L) 8,04 (8,21; 3,32; 14,1)
Contagem plaquetas (10°L) 372,9 (370,25; 85; 888)
HbF (%) 11,75 (11,85; 2; 28,8)

Com excecao do sexo, todos os dados estao representados como média (mediana;
minimo; maximo) valores para pacientes com AF em estado estavel (AF), pacientes
AF em terapia com HU (AFHU; 15-30 mg/kg/d). HbF: hemoglobina fetal.

6.1.2. Determinacao dos niveis plasmaticos de IL-13 e IL-18

Os niveis de IL-1B e IL-18 foram determinados no plasma de individuos
controle (controles; CTRL, n= 11-12) e individuos portadores de anemia
falciforme (AF, n=23) pelo método de ELISA. Os niveis plasmaticos de IL-13
(Figura 4A) e de IL-18 (Figura 4B) foram significativamente maiores (p<0.001)
em individuos AF, quando comparado ao grupo controle. Dados indicam que ha

um aumento significativo no processamento de IL-18 e IL-18 em individuos
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portadores de AF, indicativo de uma maior formacao de inflamassoma nesses

individuos.
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Figura 4. Determinacao dos niveis plasmaticos de IL-1$ e IL-18. Niveis de (A) IL-13
e (B) IL-18 no plasma de individuos controles (CTRL, n= 11-12) e individuos portadores
de AF (AF, n= 23). Os niveis de IL-1B e IL-18 foram avaliados através de ELISA. Para
o teste estatistico usou-se o teste de Mann-Whitney, ***p<0.001; comparado ao grupo
controle.

6.1.3. Determinacao da liberacao de IL-18 por neutréfilos de individuos
controles e AF

Os neutréfilos representam cerca de 60 a 70% dos leucécitos da
circulagdo sanguinea humana e sdo uma fonte importante de citocinas proé-
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inflamatérias. Diante disso, avaliamos a liberacdo de IL-1B proveniente de
neutrofilos isolados (2x10° células/ml) do sangue periférico de individuos
controles e de individuos AF, durante 2 horas de incubacéo (37°C, 5% COz2), em
meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino. Apds esse periodo de
incubagéo, o sobrenadante foi coletado e avaliamos as concentragdes dessa
citocina. Os neutrofilos de individuos portadores de AF (AF) liberam uma maior
quantidade de IL-13 (p<0.0001) quando comparado aos neutréfilos de individuos
controles (CTRL) (Figura 5).
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Figura 5. Determinacao dos niveis de IL-18 no sobrenadante de neutrofilos.
Liberacao de IL-1B pelos neutrdfilos de individuos controles (CTRL, n=8) e de individuos
portadores de AF (AF, n=19). Células isoladas foram incubadas (2h, 37°C, 5% CO.) e
as concentracoes de IL-1B no sobrenadante foram avaliadas através do ensaio de
ELISA. Para o teste estatistico usou-se o teste de Mann-Whitney. ****p< 0.0001;
comparado ao grupo controle.

6.1.4. Avaliacao da producao e liberacao de Pro-IL-138 em neutroéfilos

Para confirmar que a IL-1B liberada pelos neutréfilos AF é IL-1B ja
processada pelo inflamassoma, determinamos a quantidade de pré-IL-18 no
lisado celular e no sobrenadante de neutrdéfilos. Incubamos neutrofilos (6x10°
células/ml) de individuos controles (CTRL, N=4) e AF (AF, N=8), durante 2 horas
(37°C, 5% CO2) em meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino
(nas mesmas condi¢des experimentais para dosagem de IL-1 8). A pro-IL-1p foi
determinada por ELISA especifico (Tabela 2) no lisado celular e no

sobrenadante. Em neutréfilos de individuos controles, nao foi possivel detectar
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pré-IL-1B nos lisados celulares, bem como nos sobrenadantes. Em contraste,
em neutréfilos de quatro dos oito individuos portadores de AF foi possivel
detectar pr6-IL-13 apenas nos lisados celulares com uma média + SEM

aproximada de 42 pg/ml (N=4).

Esses dados nos indicam que os niveis de IL-1B encontrado no
sobrenadante de neutrofilos AF (Seccgéo 6.3), correspondem a IL-18 processada
pelo inflamassoma e ndo a forma n&o-clivada da citocina (pré-IL-1B3). Assim
sendo, podemos sugerir que os neutréfilos de individuos portadores de AF

podem formar inflamassomas e liberar IL-13 processada.

Adicionalmente, aparentemente ha uma producé&o maior da pro-IL-18 nos
neutrofilos de individuos AF, que pode ser uma indicagcéo de priming celular.

Tabela 2: Avaliacao da liberacao de pro-IL-138 em lisado e sobrenadante
de neutrofilos provenientes de individuos saudaveis e AF

CTRL/Paciente | Lisado celular Sobrenadante

CTRL1 Nao detectavel Nao detectavel
CTRL2 Nao detectavel Nao detectavel
CTRL3 Nao detectavel Nao detectavel
CTRL4 Nao detectavel Nao detectavel
AF1 Nao detectavel Nao detectavel
AF2 67,932 pg/ml Nao detectavel
AF3 67,013 pg/ml Nio detectével
AF4 Nao detectavel Nao detectavel
AF5 Nao detectavel Mo detectavel
AF6 Nao detectavel Nao detectavel
AFT 29,191 pg/ml Nao detectavel
AF8 6,055 pg/ml Nao detectavel

A pré-IL 1B foi determinada no lisado e sobrenadante de neutrdfilos (6x10° células/ml)
provenientes de individuos controles (CTRL, N= 4) e individuos AF (AF, N= 8), através
do kit de pré-IL 13 ELISA (R&D systems ®).
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6.1.5. Avaliacao da ativacao de caspase-1 em neutréfilos através da técnica
de citometria de fluxo

Usamos o kit FAM FLICA, em associacao com a citometria de fluxo
convencional, para identificar células que apresentavam ativacao de caspase-1.
O sangue periférico foi obtido de individuos controles (CTRL) e individuos
portadores de anemia falciforme (AF); apOs lise das hemacias, as amostras
foram marcadas com anticorpo para a identificacao de neutréfilos (CD66b*) e
com a sonda intracelular para marcacao de caspase-1 ativada. A porcentagem
de neutrofilos com marcacao para caspase-1 ativada foi avaliada através do
deslocamento do gate de neutréfilos e a andlise da porcentagem de células na
populacao deslocada (FLICA*). Um exemplo dessa analise pode ser observado
no apéndice Il.

Podemos notar que os neutréfilos de individuos portadores de AF
apresentam uma porcentagem significativamente aumentada de caspase-1
ativada (p<0.001) quando comparado aos neutréfilos de individuos CTRL (Figura
6A). Para a avaliacdo do numero circulantes de neutrofilos apresentando
caspase-1 ativada na circulagdo sanguinea, foi feito a contagem diferencial dos
leucécitos de amostras de sangue total de cada individuo (através de
hemograma automatizado) e contabilizamos o niumero de neutréfilos FLICA*
circulantes, através do numero total de neutréfilos (Figura 6B). Como pode ser
observado, os individuos AF demonstraram aumento significativo (p<0.001) na
contagem de neutréfilos com atividade de caspase-1, quando comparado ao

grupo controle.
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Figura 6. Avaliacao da ativacdao de caspase-1 em neutroéfilos em individuos
controles e AF. Avaliacao da ativacao de caspase-1 (FLICA*) em neutréfilos (CD66b*)
de individuos controles (CTRL, N=9) e individuos portadores de AF (AF, N=21[A] e 15
[B]. A ativacdo de caspase-1 foi avaliada através do kit FAM FLICA Caspase 1; (A)
Ativacao é expressa como porcentagem dos neutréfilos (CD66*) positivas para FLICA;
(B) avaliagdo da contagem de neutréfilos com caspase-1 ativada na circulagéo
sanguinea. Para o teste estatistico usou-se o teste de Mann-Whitney. *** p< 0.001;
comparado ao grupo controle.
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6.1.6. Avaliacao da ativacao de caspase-1 em neutroéfilos através da técnica
de citometria de fluxo com imagem

Para melhor caracterizar a ativacdo de caspase-1 em neutréfilos do
sangue periférico, utilizamos a tecnologia da citometria de fluxo com imagem
(Amnis ImageStream, Milipore®). Os neutrdéfilos foram isolados de amostras de
sangue periférico (através da técnica de Ficoll-Hypaque) e identificados com o
anticorpo CD66b-PE e a atividade de caspase-1 nas células foi avaliada através
da sonda intracelular FAM-YVAD-FMK-FLICA.

Os neutrdfilos foram primeiramente analisados através da granulosidade
e tamanho celular, através dos parametros FSC (forware scatter) x SSC (side
scatter), posteriormente cada neutrdéfilo foi avaliado individualmente, através da
imagem obtida pela tecnologia do Amnis e a avaliacdo dos specks foi realizada
utilizando o software IDEAS. Interessantemente, observamos que a caspase-1,
quando ativada, forma multiplas aglomeragdes ou “specks” (Figura 7A) nos
neutrofilos. Visto isso, podemos observar que os individuos portadores de AF
apresentaram uma maior porcentagem de neutréfilos com = 4 specks de

caspase-1, quando comparado aos neutréfilos do grupo CTRL (Figura 7B).
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Figura 7. Avaliacao da ativacao de caspase-1 em neutréfilos. Avaliagao da atividade
de caspase-1 em neutréfilos de individuos controles saudaveis (CTRL) e individuos
portadores de AF (AF), utilizando citomeria de fluxo com imagem. (A) Imagens
representativas de neutréfilos CTRL e AF com = 1 speck de caspase-1 (observados
como aglomerados puntiformes de caspase-1 ativa). A ativagdo de caspase-1 pode ser
observada em verde (que representa a clivagem peptidica da sonda FAM-YVAD-FMK-
FLICA). Neutrofilos foram identificados por citometria de fluxo e as imagens foram
obtidas (Amnis ImageStream Mark Il) com aumento de 40X para a caracterizagdo dos
aglomerados de caspase-1 ativada. (B) Porcentagem de neutréfilos provenientes de
individuos controles saudaveis (CTRL; N=6) e individuos portadores de AF (N=12), com
multiplas specks de caspase-1 ativada. Para o teste estatistico usou-se o teste de two-
way ANOVA seguido de Bonferroni com Multiplas comparacgées, * p< 0,05, comparado
ao grupo controle.
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6.1.7. Avaliacao da liberacdao de IL-18 dependente de caspase-1 em
neutrofilos

Sabe-se que a clivagem da pr6-forma de IL-18 € mediada através da
molécula efetora caspase-1. Isolamos neutrofilos provenientes de individuos
CTRL e de individuos portadores de AF e incubamos com o inibidor seletivo de
caspase-1, YVAD (40 uM) (1h, 37°C, 5% COz2), antes de medir a concentragcao
de IL-1B no sobrenadante das células. Podemos observar que o uso do inibidor
YVAD, diminuiu de forma significativa a secrecéo de IL-18 em neutréfilos CTRL
estimulados com LPS/ATP, assim como, a liberagao de IL-18 em neutrofilos AF
nao estimulados (Figura 8), confirmando que a liberacao de IL-1 dos neutrofilos
AF (e de neutréfilos controles estimulados) € dependente da ativacao de

caspase-1.
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Figura 8. Avaliacao da liberacao de IL-1B dependente de caspase-1 em neutrofilos.
Neutréfilos isolados de controles saudaveis (CTRL; N=3) foram ativados ou ndo com
LPS (100 ng/ml) e ATP (2,5 mM) e co-incubados com YVAD (40 uM); neutréfilos (n&o
estimulados) de individuos portadores de AF (AF; N=10) também foram incubados na
presenca ou auséncia de YVAD. Os dados estao representados como média = SEM.
Para o teste estatistico usou-se o teste de Kruskal-Wallis com pos teste de Dunns. ##
p<0.01, comparado ao CTRL; * p<0.05; comparado ao grupo CTRL; ** p< 0.01,
comparado ao grupo AF.
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6.1.8. Avaliacao da aglomeracao da molécula ASC em neutréfilos através
de imunofluorescéncia e microscopia confocal

Os inflamassomas classicos sdo geralmente formados através da
participacao de dois sinais, para que ocorra a expressao do receptor NLRP3 e
pro-IL-1B3, ha a necessidade do reconhecimento de um primeiro sinal (ex: LPS
ou algumas moléculas enddgenas) via TLR4 e para a montagem da maquinaria
desse complexo multimérico, h4 a necessidade de um segundo sinal (ex:
DAMPs; ATP, HMGB1, heme, HSP70). Esses complexos, em macréfagos e
células dendriticas, apresentam a interacao do sensor molecular com a molécula
adaptadora ASC. A organizagdo de multiplos dimeros de ASC (as chamadas
ASC specks, pontos densos de oligomerizacao de ASC), por sua vez, pode
resultar no recrutamento da pro-caspase-1 e a sua clivagem por proximidade
induzida. A participacao da molécula ASC na formagéo de inflamassomas tem
sido menos caracterizada em neutréfilos e sugere-se que a oligomerizagéao
classica de ASC sé ocorra em certas circunstancias (132). Neste contexto,
avaliamos a apresentacao de aglomeragdes de ASC em neutrdfilos (formagdes
de varios pontos densos de oligomerizacdo de ASC) de individuos controle e de
individuos AF. Para isto, isolamos neutréfilos de individuos CTRL e de individuos
AF, estimulados ou ndo com ATP (2,5 mM), e usamos um o anticorpo anti-ASC

para posterior observagéo por microscopia confocal (Figura 9).

Os neutréfilos controles ndo estimulados apresentaram baixa
aglomeracao de ASC (Figura 9A). Em contraste, ap6s 30 min de estimulo com
ATP (sinal 2), h4 um aumento da aglomeragdo de ASC nestes neutrdéfilos
(p<0.05) (Figura 9B). Todavia, os neutrdfilos de individuos portadores de AF
apresentaram aglomeracéao de ASC, mesmo quando ndo estimulados (Figura 9C
e D). Para quantificacdo da porcentagem de neutréfilos com aglomerados de
ASC, contabilizamos as células totais de 5 campos diferentes e dentro de cada
campo, identificamos as células que apresentavam aglomerados, essa
quantificacdo pode ser observada na figura 10E, porém, ndo encontramos
diferengas significativas entre os grupos estudados.
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Figura 9. Avaliacao da aglomeracao da molécula ASC em neutréfilos. Aglomeragao
da molécula ASC em neutrdfilos representativas de (A) individuos controles (CTRL) sem
estimulo, (B) individuos controles, quando estimulados com ATP (2,5 mM) por 30 min;
(C) de individuo portador de AF sem estimulo e com estimulo com ATP (D). (E)
quantificagdo da porcentagem de neutrofilos de individuos CTRL (N=2) e de individuos
AF (N=7) com aglomerados de ASC. Para o teste estatistico usou-se o teste de Kruskal-
Wallis com pés teste de Dunns.* p<0.05, comparado ao grupo CTRL. As imagens foram
feitas no microscépio confocal invertido LSM 780 NLO, utilizando os lasers Argon (488)
e NLO Mai Tai (DAPI), com aumento de 60 x. Anticorpos: anticorpo primario anti-ASC,
anticorpo secundario conjugado ao alexa fluor 488 (verde), Wheat germ Agglutinin,
alexa fluor 555 (vermelho) e Prolong® Gold DAPI (azul). Estas imagens sao
representativas de um N experimental de 4 individuos controles e 7 individuos
portadores de AF.
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6.1.9. Observacao da oligomerizacao da molécula ASC em neutréfilos
através da técnica de citometria de fluxo com imagem

Dada a escassez da visualizacdo dos ASC specks ao observar os
neutréfilos provenientes de individuos CTRL e de individuos AF por microscopia
confocal, quantificamos a formagdo de ASC specks nesses neutrofilos por

citometria de fluxo com imagem (Amnis ImageStream®).

Visto que n&o foi possivel observar diferenga significativa na expressao
de ASC entre os neutrofilos CTRL e AF. Confirmamos estes achados atravées da
tecnologia do Amnis. Os dados, obtidos com essa técnica, indicam que a
porcentagem de neutréfilos ndo estimulados de individuos controles
apresentando ASC specks foi significantemente maior (p< 0.05) do que em

neutréfilos ndo estimulados de individuos AF (Figura 10 A-B).
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Figura 10. Observacao da oligomerizacdo da molécula ASC em neutrofilos.
Avaliagéo da expressédo e oligomerizagcado de ASC specks, visualizadas por citometria
de fluxo com imagem (Amnis ImageStream®) em neutréfilos individuos controles e
individuos AF. (A) Imagens de neutréfilos de individuos saudaveis (CTRL) e individuos
portadores de AF (AF) com ASC oligomerizada. (B) Porcentagens de neutréfilos de
individuos controles (CTRL; N=7) e de individuos portadores de AF (N=12) que
demonstraram specks de ASC. Para o teste estatistico usou-se o teste de Mann-
Whitney, Valores, media + SEM; * p< 0.05, comparado ao grupo controle.
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6.1.10. Observacao da expressao proteica da molécula ASC em neutrofilos
através da técnica de Western blotting

Dado os resultados encontrados nos experimentos anteriores, decidimos
também avaliar a expressao proteica de ASC em lisados de neutrdfilos, através
da técnica de Western blotting (WB). Para este experimento, isolamos neutréfilos
provenientes de individuos CTRL (N=2) e individuos portadores de AF (N=1)
(sem estimulacao prévia); o pellet celular foi lisado e a proteina foi dosada
através do método de Bradford. Os lisados celulares (100 pg) foram submetidos
a eletroforese em gel de 15% de poliacrilamida-SDS e a transferéncia das
proteinas para a membrana de nitrocelulose ocorreu como descrito na (seccao
5.17). Em seguida a membrana foi incubada com o anticorpo de interesse.

Com estes dados preliminares, podemos observar que os neutréfilos
CTRL, bem como os neutréfilos AF, expressam aproximadamente a mesma
quantidade de ASC (Figura 11A), ndo havendo uma diferenca nessa expressao
proteica nos grupos estudados, quando quantificados através da densidade
relativa das bandas do controle endégeno (GAPDH) dividido pela densidade
relativa das bandas do anticorpo de interesse ASC (Figura 11B).
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Figura 11. Observacao da expressao proteica da molécula ASC em neutrofilos.
Neutréfilos foram isolados de individuos CTRL (N=2) e de um individuo portador de AF
(N=1) e a expressao da molécula adaptadora ASC foi detectada por Western blotting.
Os lisados celulares (100 pg) foram fracionados em gel de poliacrilamida 15%,
transferidos para membrana e esta foi incubada com anticorpo anti-ASC. (A) Western
Blotting representativo da expressdao de ASC em individuos controles (CTRL) e
individuos AF (AF); (B) quantificagdo da densidade relativa das bandas (triplicatas).

6.1.11. Investigacao da interacao da ASC e pro-caspase-1 em neutréfilos de
individuos controles e portadores de anemia falciforme

Para que ocorra a montagem da maquinaria do inflamassoma, os NLRs
que possuem o dominio PYD, como o NLRP3 e o AIM2, dependem da
oligomerizacao da proteina ASC, que por sua vez, efetua o recrutamento de pré-
caspase-1 para o seu sitio de ligacao (dominio CARD-CARD). Em contraste,
NLRP1 e NLRC4 possuem um dominio CARD e podem recrutar caspase-1,
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independente da participacao de ASC (94). Em vista disto, avaliamos a interacéao
entre as proteinas ASC e caspase-1, utilizando a técnica de co-

imunoprecipitagéo (co-IP).

Realizamos a imunoprecipitacdo de ASC em pools de neutréfilos isolados
de individuos controles (CTRL; N=6) e de dois grupos distintos de individuos
portadores de AF (grupo 1; N=6) e (grupo 2; N=6). ApOs separacao das proteinas
do imunoprecipitado de ASC e dos extratos totais por eletroforese (SDS-PAGE),
e sua transferéncia para membrana de nitrocelulose, o blot foi incubado com
anticorpo anti-caspase-1 (Figura 12A, painéis superiores). Posteriormente a
membrana foi incubada com tampéao de stripping (para remo¢cao da marcacao
anterior) e a presenga de ASC na membrana foi confirmada, com o uso do
anticorpo anti-ASC (Figura 12 A, painel inferior). No painel inferior, confirmamos
a presenca de ASC na membrana, tanto no imunoprecipitado quanto no extrato
total (Figura 12B). Observamos no painel superior (colunas 1-3) que ha uma
imunoprecipitagdo significante de pré-caspase-1 (50 KDa) junto a uma
quantidade de ASC tanto nos neutréfilos controles, quanto nos neutréfilos AF
(Figura 12C). Podemos observar que em neutréfilos de individuos AF do grupo
2, hda uma diminuic&o na interacao entre ASC e pré-caspase 1. Porém, no extrato
total, podemos observar que ha caspase-1 clivada (tetrdmero p20) nos
neutrofilos dos trés grupos (Figura 12D). Como esperado, nao houve deteccao
de bandas do anticorpo IgG nao especifico no imunoprecipitado, sendo o
controle negativo neste experimento (colunas 4-6). No extrato total, é possivel
visualizar a caspase-1 clivada, que nao foi ligada a proteina ASC. Dados indicam
que, em neutrofilos, ha o recrutamento de pro-casase-1 pela ASC, no entanto
nao foi visualizada diferenca aparente neste recrutamento entre os neutrofilos
CTRL e AF.
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Figura 12. Investigacao da interacao da ASC e pro-caspase-1 em neutroéfilos de
individuos controles e portadores de AF. (A) Extratos celulares de neutréfilos foram
imunoprecipitados com IgG ndo especifico ou anti-ASC de coelho. Os
imunoprecipitados (IP) e extratos totais foram fracionados em gel de poliacrilamida 15%,
transferidos para membrana e esta foi incubada com IgG anti-caspase-1 (painéis
superiores). Uma banda de pré-caspase 1 (50-45 kDa) co-imunoprecipitou
especificamente com ASC (painel superior). O painel do meio mostra a caspase-1 em
sua forma clivada (subunidade p20). Posteriormente, a membrana foi incubada com o
anticorpo anti-ASC para confirmagao da presenca de ASC nas membranas (24 kDa,
painel inferior). Todas as bandas foram detectadas com anticorpo secundario conjugada
a HRP e as bandas visualizadas com reagente ECL. Densidade relativa da expressao
de ASC. (B); de pro-caspase-1/ASC (C); e de caspase-1 clivada (D). Dados sao
referentes aos pools de proteinas; cada pool consiste da extragao proteica de neutréfilos
provenientes de 6 individuos. IP=imunoprecipitacdo; IgG= imunoglobulina nao
especifico; ET= extrato total; IB=imunoblotting; CTRL= individuos controles saudaveis;
AF= individuos portadores de AF. Tetramero p20= caspase-1 clivada.
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6.1.12. Avaliacao da co-localizacao de caspase-1 ativada e ASC através da
citometria de fluxo com imagem

A citometria de fluxo com imagem foi utilizada para identificar neutrofilos
(marcados pela expressdao CD66b*PE), em individuos controles e AF, que
expressaram tanto a caspase-1 ativada (identificada pela clivagem do peptideo
FAM-YVAD-FMK-FLICA) quanto os aglomerados de specks de ASC.
Curiosamente, descobrimos que em alguns neutréfilos de individuos portadores
de AF e também em CTRL, specks de caspase-1 ativados podiam ser
observados em associacao com a presenca de multiplos aglomerados de ASC
(Figura 13A), apresentando uma co-localizagdo que se assemelhava a uma
formacao de roseta. No entanto, a proporg¢do de neutréfilos CTRL e AF com
essas formacgoes, foi extremamente baixa (Figura 13B), sendo inferior a 5%.
Como a porcentagem de neutréfilos AF que apresentavam = 4 caspase-1 specks
era de aproximadamente 34%, mas a coapresentacao da caspase-1 ativada com
specks de ASC foi muito menor, podemos sugerir que a clivagem de proé-

caspase-1 para caspase-1 ativa, pode ser independente de ASC.
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Figura 13. Avaliacao da co-localizacao de caspase-1 ativada e ASC em neutrofilos através
da citometria de fluxo com imagem; (A) imagens representativas de neutréfilos de individuos
controle (CTRL; N=6) e de individuos portadores de AF (N=12), ap6s marcacao para caspase-1
ativa (Flica; FAM-YVAD-FMK, verde) e com anti- ASC alexa fluor 647(vermelho); ampliagdo 60x.
(B) Porcentagem de neutréfilos que apresentarem co-localizacdo de caspase-1 e ASC. Para o
teste estatistico usou-se o teste de two-way ANOVA seguido de Bonferroni com Mdltiplas
comparagodes, P>0,05 comparando CTRL com AF para cada parametro.
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6.1.13. Liberacao de IL-1 em neutréfilos apés tratamento com droga inibidora da
molécula ASC

A molécula CAPE (éster fenetilico de acido cafeico) apresenta atividade como
inibidor da molécula adaptadora ASC (133). Utilizamos esta molécula para confirmar a
participacdo, ou ndo, da ASC no processamento de IL-13 em neutréfilos de individuos
portadores de AF. Neutréfilos foram isolados de individuos portadores de AF (N=8) e
tratados durante 1 hora (37°C, 5% CQOz2) com a droga CAPE (1, 5 e 10 uM) antes da
coleta do sobrenadante e determinacdo da concentragao de IL-1B por ELISA. A CAPE
nao inibiu a liberacédo de IL-1B de neutréfilos AF (Figura 14). Em contraste, a mesma
droga, nas concentracées minimas de 1 e 5 uM, foi capaz de inibir a liberacao da citocina
IL-18 em mondcitos AF (dados apresentados na secgdo 6.1.25). Consistente com os
outros dados apresentados, este experimento sugere que o inflamassoma formado em

neutrofilos de individuos AF, e a liberacao de IL-13, ndo é dependente de ASC.
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Figura 14. Liberacao de IL-1B por neutréfilos de individuos AF apds tratamento com droga
inibidora da molécula ASC. Neutrdfilos isolados de individuos portadores de AF (AF, N=8) e
co-incubados com o inibidor de ASC, CAPE (1 e 5 uM, 1 hora). Concentragdes de IL-1B nos
sobrenadantes foram determinadas através de ELISA. Os dados estdo representados como
média + SEM. P>0,05.
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6.1.14. Avaliacao da liberacao de IL-18 dependente do receptor NLRP3 em
neutréfilos

Uma vez que a formacao do inflamassoma NLRPS3 foi previamente reportada em
neutrofilos, investigamos um papel para este receptor no inflamassoma que é formado
em neutrofilos de individuos portadores de AF. Primeiramente, estimulamos neutrdéfilos
de individuos controles com LPS (100 ng/ml) durante 2 horas (37°C, 5% COQOz2), ap6s essa
estimulacdo, tratamos as células com a droga MCC950 (5 uM), sendo esta um inibidor
seletivo do receptor NLRP3, durante 1 hora de incubacdo, apdés esse periodo
acrescentamos ATP (2.5 mM) por 30 minutos, devido a sua rapida acao e perda de
atividade, para induzir a formagdo de um inflamassoma classico do tipo NLRP3 e

consequente liberacao de IL-1B3 (experimento controle positivo).

Embora a pré-incubagdo com MCC950, revogou com sucesso a liberagéo de IL-
18 de neutrdfilos controles estimulados com LPS/ATP, de forma interessante, este
inibidor ndo foi capaz de reduzir a secrecao de IL-1B proveniente de neutréfilos ndo
estimulados, isolados de individuos AF (Figura 15). Os dados indicam que, enquanto a
secrecdo de IL-1B de neutrdfilos CTRL estimulados (LPS/ATP) parece ocorrer via
inflamassoma NLRP3, este receptor ndo parece ser responsavel pelo aumento do

processamento de IL-13 observado em neutréfilos AF.
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Figura 15. Avaliacao da liberacao de IL-1B8 dependente do receptor NLRP3 em neutréfilos.
Neutrofilos isolados de controles saudaveis foram ativados ou ndo com LPS (100 ng/ml) e ATP
(2,5 Mm) (CTRL, N=6) e co-incubados, ou nao, com o inibidor de NLRP3, MCC950 (5 uM).
Neutréfilos de individuos portadores de AF (AF, N=10), também foram incubados na presenca
ou auséncia de MCC950 (5 pM). Os sobrenadantes foram retirados e armazenados para
deteccdo da presenca de IL-1B. Os dados estao representados como média £+ SEM. * p<0.05,
comparado ao CTRL basal; # p<0.05, comparado aos neutrdéfilos ativados com LPS/ATP; eee
p<0.001 comparado ao grupo CTRL. Para o teste estatistico usou-se o Kruskal-Wallis com pds
teste de Dunns.

6.1.15. Avaliacao da expressao génica dos receptores (NOD-like) e componentes
do inflamassoma em neutréfilos de individuos saudaveis e portadores de AF

Nossos achados indicam que a formagao do inflamassoma que ocorre em
neutrofilos de individuos portadores de AF, ndo estéa relacionado com o receptor NLRP3.
Com o propésito de investigar os provaveis receptores (NOD-like receptor) e as proteinas
envolvidas na formacédo deste inflamassoma atipico, utilizamos a técnica de PCR em
tempo real. Extraimos RNA dos neutréfilos isolados do sangue periférico de individuos
controles (CTRL; N=6) e individuos portadores de AF (N=14). A expressao dos genes de
interesse foi comparada com as expressdes de ACTB e RPL13 e foi observada a
expressao génica de NLRP1, NLRP3, NLRP6, NLRC4, NLRP12, CASP1 (caspase-1) e
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PYCARD (ASC) nos neutréfilos selecionados para este estudo. Como nao foi observado
um aumento na expressdao de nenhum dos genes que codificam os receptores mais
conhecidos na formacao de inflamassoma em neutréfilos de individuos portadores de
AF, quando comparado ao grupo CTRL (Figura 16A-E), nao foi possivel identificar um

provavel receptor do inflammasoma utilizando esta abordagem.

De fato, quando avaliamos as expressdes dos genes NLRP6 e NLRP12 (Figura
16C e E), PYCARD e CASP 1 (Figura 16F-G), podemos observar que ha uma diminuicao
significativa da sua expressao génica (p<0.05) em neutréfilos de individuos portadores
de AF, quando comparado ao grupo CTRL. Podemos notar que a expressao do gene
NLRC4 também apresentou diminuicdo significativa (p<0.001) em neutréfilos de
individuos portadores de AF quando comparado ao grupo CTRL (Figura 16G). Assim
sendo, os resultados ressaltam a importancia de modificagées pos transcricionais no
processamento de IL-1 e ndo foi possivel identificar um gene candidato para compor o

complexo inflamassoma que esta sendo ativado em neutréfilos AF.
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Figura 16. Avaliacao da expressao génica dos receptores (NOD-like) e componentes do
inflamassoma em neutrofilos. Expressdao dos genes NLRP3, NLRP1, NLRP6, NLRCA4,
NLRP12, ASC e Caspase-1 (envolvidos na formacdo de inflamassomas) em neutréfilos de
individuos controles (N=6) e de individuos portadores de AF (N= 14). Os resultados foram
expressos em unidades arbitrarias (UA) da expressao génica quando comparados com 0s genes
de controle endégeno, ACTB e RPL13. Para o teste estatistico usou-se o teste de Mann-Whitney,
Valores, media + SEM; * p< 0.05; *** p< 0.001, comparado ao grupo controle.
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6.1.16. Avaliacao da liberacao de IL-18 em sobrenadantes de monécitos

Os mondcitos representam cerca de 5-10% dos leucdcitos; também investigamos
se a formacéao de inflamassomas ocorre em mondécitos de individuos AF com o intuito de
verificar se estas células participam na liberacao dessa citocina na AF. Primeiramente,
isolamos os mondcitos através da técnica de Percoll (conforme descrito em materiais e
métodos) de sangue periférico de individuos controles e portadores de AF e as
incubamos (5x10° células/ml) durante 2 horas (37°C, 5% CO2) em meio RPMI
suplementado com 10% de soro fetal bovino. Apds esse periodo de incubacdo, o
sobrenadante foi coletado e avaliamos a presengca de IL-18 (Figura 17A).
Surpreendentemente, os mondcitos de individuos portadores de AF apresentaram uma

diminuicao na liberacao de IL-1 quando comparados ao grupo CTRL.
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Figura 17. Avaliacao da liberacao de IL-1B8 em sobrenadantes de mondcitos. (A)
Sobrenadante de monécitos de individuos controles (CTRL, N=6) e individuos portadores de AF
(AF, N=8), ap6s incubagao (2h, 37°C, 5% CO.). Os niveis de IL-1B foram avaliados através do
ensaio de ELISA. Valores, media + SEM e para o teste estatistico usou-se o teste nao-pareado
de Mann-Whitney. **p< 0,01; comparado ao grupo controle.

Porém, conforme continuamos com as investigacbes da formacdo de
inflamassoma nessas células, decidimos investigar se 0 método anteriormente utilizado

para o isolamento de mondcitos (Percoll) realmente era o mais apropriado ou se 0
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isolamento por beads magnéticas (CD14*) nos mostraria outro perfil de liberagdo de IL-
1B (considerando que com este método, temos uma pureza de aproximadamente 90%).
Incubamos (5x10° células/ml) de individuos controles e AF durante 1, 3, 5 e 12 horas
(37°C, 5% CO2), em meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino. Apds esse
periodo de incubagéo, o sobrenadante foi coletado e avaliamos a presenca de IL-1pB.
Podemos observar que ndo houve uma diferenga significativa na liberacao de IL-18 em
ambos os periodos de incubacao (1, 3, 5 e 12 horas) entre os grupos CTRL e AF (Figura
18A-D). Porém, podemos sugerir que apos 3 horas de incubacao, é possivel observar
uma tendéncia no aumento da liberacdo de IL-13 no sobrenadante de mondcitos AF
quando comparado ao grupo CTRL (Figura 18B). Neste caso, podemos concluir que os
mondécitos de individuos AF e CTRL liberam concentracdes de IL-1B aproximadamente

equivalentes.
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Figura 18. Avaliacao da liberacao de IL-1B de monécitos. Liberacdo de IL-1B em
sobrenadante de mondcitos de individuos controles (CTRL, N= 3-5) e individuos portadores de
AF (AF, N= 4-6), ap0s incubacao (37°C, 5% COg) por 1 hr (A); 3 hrs (B), 5 hrs (C) e 12 hrs (D);
os niveis de IL-1B foram avaliados através do ensaio de ELISA. Valores, media + SEM e para o

teste estatistico usou-se o teste ndo-pareado de Mann-Whitney; p>0.05 para todos as
comparagoes.

6.1.17. Avaliacao da liberacao de IL-18 em sobrenadantes de mondcitos

Visto que o processamento de IL-18 também é considerado um hallmark da
formagdo de inflamassomas, avaliamos a liberacdo de IL-18 em sobrenadantes de
mondcitos. Para isto, isolamos os mondcitos através do uso de beads magnéticas

(CD14+) e incubamos (5x10° células/ml) de individuos controles e AF durante 1,3 e 5
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horas (37°C, 5% CO2), em meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino. Apds
esse periodo de incubagéo, o sobrenadante foi coletado e avaliamos a presenga de IL-
18. No entanto, ndo foi possivel observar nenhuma diferenga significativa na liberacao

de IL-18 entre monécitos de individuos controles e AF nos periodos estudados (Figura
19A-C).
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Figura 19. Avaliacdo da liberacao de IL-18 em sobrenadantes de mondcitos. (A)
Sobrenadante de monécitos de individuos controles (CTRL, N=4) e individuos portadores de AF
(AF, N=6), apds incubacao (1h, 37°C, 5% CO3); (B) Sobrenadante de mondcitos de individuos
controles (CTRL, N=5) e individuos portadores de AF (AF, N=6), apds incubacao (3h, 37°C, 5%
COy2); (C) Sobrenadante de mondcitos de individuos controles (CTRL, N=6) e individuos
portadores de AF (AF, N=7), apds incubagao (5h, 37°C, 5% CO,). Os niveis de IL-18 foram
avaliados através do ensaio de ELISA. Valores, media + SEM e para o teste estatistico usou-se
o teste ndo-pareado de Mann-Whitney. P>0.05 para todas as comparagdes.
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6.1.18. Determinacao da ativacao da caspase-1 em mondcitos de individuos
portadores de anemia falciforme

Usamos o kit FAM FLICA, em associagao com a citometria de fluxo convencional,
para identificar populagdes de mondcitos que apresentavam ativacao de caspase-1. Os
mondcitos classicos CD14*CD16™ representam aproximadamente 85-90% do total de
mondcitos e tem altos niveis de expressao de CD14. Os mondcitos CD16* podem ser
subdivididos em popula¢des com alta expressdo de CD14 e baixa expressao de CD16,
denominados de mondcitos intermediarios (CD14+ CD16*) e mondcitos com baixa
expressdao de CD14 e alta expressdao de CD16, denominados de mondcitos nao-
classicos (CD14+* CD16**). Estudos funcionais mostraram que os mondcitos CD16* sao
a principal fonte de TNF e IL-1 quando estimulados através da via de TLR2 e TLR4.
Portanto, os monécitos CD16* sdo potentes indutores de inflamacao e sao considerados
monacitos inflamatorios (134).

O sangue periférico foi obtido de individuos controles (CTRL) e de individuos
portadores de anemia falciforme (AF). Apés a lise das heméacias, os leucdcitos foram
marcados com anticorpos para a identificacdo dos mondcitos classicos (CD14+CD16;
Figura 20A) e monécitos nédo-classicos (CD14+*CD16+*; Figura 20B). Nota-se que nao foi
possivel observar ativacdo de caspase-1 nos mondcitos classicos dos individuos AF,
enquanto que os mondcitos ndo-classicos AF demonstraram aumento significativo da
atividade de caspase-1, quando comparados aos mondcitos nao-classicos do grupo
CTRL. Para a avaliagdo da contagem de mondcitos ndo-classicos positivos para
caspase-1 ativada na circulagdo sanguinea, analisamos os hemogramas das amostras
utilizadas neste grupo experimental e contabilizamos o nimero de mondcitos néo-
classicos/FLICA* circulantes, através do numero total de monécitos. Podemos observar
que os individuos portadores de AF possuem um numero significativamente aumentado
(p<0.001) de monécitos ndo-classicos com ativacdo de caspase-1 quando comparado
aos mondcitos CTRL (Figura 20C).
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Figura 20. Determinacdao da ativacdo da caspase-1 em monécitos de individuos
portadores de anemia falciforme. Ativagado de caspase-1 (FLICA.) em (A) mondcitos classicos
(CD14- CD16°); (B) mondécitos nao classicos (CD 14'.CD16%); (C) numero total de mondcitos nao-
classicos positivos para caspase-1 ativada na circulagdo sanguinea de individuos controles
(CTRL, n=13) e individuos portadores de AF (AF, n=22). O numero de mondécitos positivos para
caspase-1, foi calculado a partir do numero total de mondcitos obtidos através do hemograma. A
ativacéo de caspase-1 foi avaliada através do kit FAM FLICA Caspase 1. Valores, media + SEM
e para o teste estatistico usou-se o teste ndo-pareado de Mann-Whitney; * p< 0.05; **** p<
0.0001, comparado ao grupo controle.
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6.1.19. Caracterizacao da ativacao de caspase-1 em mondcitos através da técnica
de citometria de fluxo com imagem

Utilizamos a tecnologia da citometria com imagem Amnis ImageStream
(Milipore®) para caracterizagao da ativacao de caspase-1 em mondcitos. Os monécitos
e suas subpopulagdes foram identificados com os anticorpos: anti- CD14 PercP e anti-
CD16 APC, e a atividade de caspase-1 nas células foi avaliada através da sonda
intracelular FAM-YVAD-FMK-FLICA. Neste experimento analisamos as subpopulacoes
de mondcitos classicos (CD14+* CD16°) e os mondcitos ndo-classicos foram subdivididos
em: CD14" CD16* (mondcitos inflamatérios ou intermediarios) e CD14° CD16"

(mondcitos patrulheiros).

Os monocitos apresentaram a organizagdo de caspase-1 em mudltiplas
aglomeragdes ou “specks” (Figura 21A). No entanto, ndo observamos diferenca
significativa na porcentagem de caspase-1 specks (1-3 specks) nos mondcitos classicos
e inflamatérios quando avaliamos o grupo CTRL e o grupo AF (Figura 21B-C). Podemos
observar uma tendéncia no aumento da porcentagem de caspase-1 specks (1-3 specks)
nos mondcitos nao-classicos do tipo patrulheiros dos individuos portadores de AF
quando comparado ao grupo CTRL (Figura 21D).
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Figura 21. Caracterizacao da ativacao de caspase-1 em mondocitos. Avaliagdo da atividade
de caspase-1 em neutrdéfilos de individuos controles saudaveis (CTRL) e individuos portadores
de AF (AF). (A) Imagens representativas de mondcitos ndo-classicos CTRL e de mondcitos AF
com = 1 speck de caspase-1 (representado como aglomerados puntiformes de caspase-1 ativa,
em verde). As imagens foram obtidas por citometria com imagem (Amnis ImageStream Mark 1)
com aumento de 40X. (B) Porcentagem de mondécitos classicos (CD14*CD16°) provenientes de
individuos controles saudaveis (CTRL; N=7) e individuos portadores de AF (N=11); (C)
Porcentagem de mondcitos inflamatérios (CD14" CD16*) provenientes de individuos controles
saudaveis (CTRL; N=8) e individuos portadores de AF (N=11); (D) Porcentagem de mondcitos
patrulheiros (CD14"° CD16") provenientes de individuos controles saudaveis (CTRL; N=7) e
individuos portadores de AF (N=11) com multiplas caspase-1 specks. Para analise estatistica,
usou-se o teste ndo-pareado de Mann-Whitney, p>0.05.
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6.1.20. Observacao da oligomerizacao da molécula ASC em mondcitos através da
técnica de microscopia confocal e imunofluorescéncia

Como descrito na literatura, sabe-se que os inflamassomas formam os complexos
multiméricos de ASC em macréfagos e células dendriticas, que por sua vez, recrutam
caspase-1 (132). Observamos a oligomerizagcdo de ASC em mondcitos totais isolados
de individuos CTRL e de individuos AF, estimulados ou ndo com ATP (2,5 mM), para
isso, utilizamos a técnica de microscopia confocal e imunofluorescéncia (Figura 22). Os
mondcitos controles ndo estimulados, apresentaram baixa oligomerizacdo de ASC
(Figura 22A), em contraste apds 30 min de estimulo com ATP (sinal 2), a oligomerizacéo
de ASC estava visivelmente expressa nestes mondcitos (Figura 22B). Ao analisar os
mondcitos encontramos pequenos focos de oligomerizacdo de ASC, indicativa da
formacao dos ASC specks, porem observamos que, em mondcitos AF, esses ASC
specks aparentam ser mais acentuados e aglomerados quando comparado ao grupo
controle (Figura 22C-D).
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Figura 22. Observacao da oligomerizacao da molécula ASC em mondcitos; representativas
de (A) individuos controles sem estimulo (CTRL), (B) individuos controles, estimulados com ATP
(2,5 mM) por 30 min (CTRL positivo); de individuo portador de AF sem estimulo (C) e com
estimulo com ATP (D). As imagens foram feitas no microscépio confocal invertido LSM 780 NLO,
utilizando os lasers Argon (488) e NLO Mai Tai (DAPI), com aumento de 60 x (INFABIC-
UNICAMP). Anticorpos: anticorpo primario anti-ASC, anticorpo secundério conjugado ao alexa
fluor 488 (verde), Wheat germ Agglutinin, alexa fluor 555 (vermelho) e Prolong® Gold DAPI
(azul). Estas imagens sao representativas de um N experimental de 6 individuos controles e 6
individuos portadores de AF.

6.1.21. Observacao da oligomerizacao da molécula ASC em subpopulacées de
mondacitos através da técnica de citometria de fluxo com imagem

Ha relatos que em mondcitos/macréfagos os agregados de ASC parecem
aumentar de tamanho conforme o estimulo inflamatério e o tempo de exposi¢ao a este
estimulo (135). Quantificamos a formacéao de ASC specks em mondécitos de individuos
controles e individuos AF por citometria de fluxo com imagem (Amnis ImageStream®).
Classificamos esses specks (como conjuntos de punctas fluorescentes de ASC) e
contabilizamos através da ferramenta “Spot Wizard’, do software |IDEAS). Podemos
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observar que os mondcitos de individuos portadores de AF (AF, N=9) apresentaram um
aumento significativo (p>0.05) de ASC specks (= 6 specks/célula) na subpopulacéo de
mondcitos inflamatérios (CD14" CD16*), quando comparado a mesma subpopulagéo de
mondcitos nos individuos controles (CTRL, N=7) (Figura 23A-B). Porém, quando
analisamos o0s mondcitos classicos (CD14+*CD167) nao encontramos diferencas
significativas na oligomerizacdo de ASC specks entre o grupo AF e o grupo CTRL (Figura
23C).
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Figura 23. Observacao da oligomerizacao da molécula ASC em subpopulacoes de
mondcitos através da técnica de citometria por imagem. Observagao da oligomerizagao de
ASC specks, visualizada por citometria de fluxo por imagem (Amnis ImageStream®); (A) Imagens
representativas da oligomerizagdo de ASC em mondcitos inflamatérios; (B) Porcentagens de
mondcitos inflamatérios de individuos controles (CTRL; N=7) e de individuos portadores de AF
(N=9) que demonstraram aglomerados de ASC (=6 specks) (C) Porcentagens de mondcitos
classicos de individuos controles (CTRL; N=7) e de individuos portadores de AF (N=9) que
demonstraram aglomerados de ASC (=6 specks). Para o teste estatistico usou-se o teste de
Mann-Whitney, Valores, media + SEM; * p< 0,05, comparado ao grupo controle.
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6.1.22. Avaliacao da porcentagem de mondcitos apresentando co-localizacao de
ASC specks e ativacao de caspase-1

A citometria de fluxo com imagem foi utilizada para identificar monécitos
(marcados pela expressao de CD14 PercP e CD16 APC), em individuos controles e AF,
que apresentaram tanto a caspase-1 ativada (identificada pela clivagem do peptideo
FAM-YVAD-FMK-FLICA) quanto os aglomerados de specks de ASC (Figura 24A). Neste
experimento analisamos as subpopulacées de monécitos classicos (CD14+ CD16°) e os
mondcitos ndo-classicos, foram subdivididos em: CD14" CD16* (mondcitos inflamatérios
ou intermediarios) e CD14° CD16" (mondcitos patrulheiros). Podemos observar que as
populacées de mondcitos inflamatoérios e patrulheiros de individuos AF, possuem uma
tendéncia no aumento da co-localizacdo de caspase-1 ativada em associacdo com a
presenca de multiplos aglomerados de ASC (Figura 24B-C). No entanto, nao foi possivel
observar esse mesmo fendbmeno nos mondcitos classicos de ambos os grupos
estudados (Figura 24D).



104

Ch01 Caspase ASC Caspase/ASC

CTRL

AF

monécitos inflamatérios (CD14"'cD16%) € monécitos patrulheiros (CD14'°cD16")

o
=)
1

IS
o

T

co-localizagdo ASC+caspase-1
N
)
N
°
L

co-localizacdo ASC+caspase

)

T T
CTRL CTRL

D monécitos classicos (CD14°CD16)

801

40

204

0

co-localizacdo ASC+caspase-1

T
CTRL

Figura 24. Avaliacao da co-localizacdo de caspase-1 ativada e ASC em mondcitos por
citometria de fluxo com imagem; (A) imagens representativas de monécitos de individuos
controle (CTRL; N=7) e de individuos AF (N=10), apresentando co-localizagdo de caspase-1
ativa (Flica; FAM-YVAD-FMK, verde) e vermelho - ASC (ampliagao 60x); (B) Porcentagem de
mondcitos inflamatérios (CD14"CD16+) co-localizados com caspase-1 e ASC; (C) Porcentagem
de mondcitos patrulheiros (CD14°CD16") co-expressos com caspase-1 e ASC; (D) Porcentagem
de mondcitos classicos (CD14*CD16°) co-localizados com caspase-1 e ASC. Para o teste
estatistico usou-se o teste de Mann-Whitney, P>0.05.
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6.1.23. A proteina ASC interage com caspase-1 em células mononucleares de
individuos portadores de anemia falciforme

Dada a dificuldade em conseguir um volume ideal de amostra bioldgica,
proveniente de individuos portadores de AF para o isolamento de monécitos para ser
imunoprecipitado (400 pg de proteina), optamos por utilizar células mononucleares
(PBMC) neste experimento. Realizamos a imunoprecipitagcdo de ASC em pools de PBMC
isolados de individuos controles (N=6) e de dois grupos distintos de pacientes AF; grupo
1 (N=6) e grupo 2 (N=6). Apbs separacao das proteinas do imunoprecipitado de ASC e
dos extratos totais por eletroforese (15% SDS-PAGE), e sua transferéncia para
membrana de nitrocelulose, o blot foi incubado com anticorpo anti-caspase-1 (Figura 25,
painéis superiores). Posteriormente a membrana foi incubada com tampéao de “stripping”
e a presenca de ASC na membrana foi confirmada com o uso do anticorpo anti-ASC
(Figura 25, painel inferior). No painel inferior, foi confirmada a presenca de ASC na
membrana, tanto no imunoprecipitado quanto no extrato total. Observamos no painel
superior (colunas 1-3) que ha uma imunoprecipitacao significante de pr6-caspase-1 (50
KDa) junto a ASC nos grupos AF quando, comparado ao grupo controle.

Podemos observar que, em PBMC de individuos AF, hd um aumento da interagéo
entre ASC e pr6-caspase 1. Porém, no extrato total, podemos observar que ha caspase-
1 clivada (tetramero p20) nas PBMC dos individuos portadores de AF. Como esperado,
ndo houve deteccédo de bandas do anticorpo IgG nao especifico no imunoprecipitado,
sendo nosso controle negativo, neste experimento (colunas 4-6). No extrato total é
possivel visualizar a caspase-1 clivada. Dados indicam que, em PBMC, ha o
recrutamento de pré-caspase-1 pela ASC, o que pode ser confirmado através deste
ensaio, evidenciando que, em ceélulas mononucleares de individuos portadores de AF,
h& a interagcdo necessaria para que ocorra a maquinaria de ativagdo do complexo

inflamassoma e a clivagem de caspase-1.



106

A
IP: ASC IP: 1gG Extrato total
CTRL AF  AF CTRL AF AF CTRL  AF  AF
4.8 25 035 7.5 794 461 18: Pré-caspase 1
— oo B

18: Caspase 1
clivada (20 KDa)

1B: ASC (24 KDa)

1001

80

©
o
o

60

n
3
o

40+

Pro-caspase 1
(densidade relativa)

ASC
(densidade relativa)
>
S

20

B

T T
CTRL AF CTRL AF

a
o

o
o

o
)
1

caspase-iclivada
(densidade relativa)
N
s
IP Pro-caspasel1/ASC
(densidade relativa)

T T
CTRL AF CTRL AF

Figura 25. Co-imunoprecipitacao da proteina ASC com caspase-1 em PBMC. (A) Extratos
celulares de PBMC foram imunoprecipitados com IgG controle ndo especifico de coelho ou IgG
anti-ASC. Os imunoprecipitados (IP) e extratos totais foram fracionados em gel de poliacrilamida
15%, transferidos para membrana e esta foi incubada com anticorpo anti-caspase-1 (painéis
superiores). Uma banda de pro-caspase 1 de peso molecular aproximado de 50-45 kDa co-
imunoprecipitou especificamente com ASC (painel superior). No painel do meio, € possivel
observar a caspase-1 em sua forma clivada (subunidade p20). Posteriormente, a membrana foi
incubada com o anticorpo anti-ASC para confirmagao da presenca de ASC nas membranas (24
kDa, painel inferior). Estes dados séo referentes aos pools de proteinas; cada pool consiste da
extracdo proteica de PBMC provenientes de 6 individuos. IP=imunoprecipitacao; IgG=
imunoglobulina controle de coelho; ET= extrato total (controle positivo); IB=imunoblotting; CTRL=
individuos controles saudaveis; AF= individuos portadores de AF. Tetramero p20= caspase-1
clivada.
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6.1.24. Liberacao de IL-18 em mondcitos AF apos tratamento com inibidores do
inflamassoma

Uma vez que a formacao do inflamassoma NLRPS3 foi previamente reportada em
mondcitos, investigamos um papel potencial para este receptor no inflamassoma que é
formado em mondcitos de individuos portadores de AF. Mondcitos isolados (através da
técnica de Percoll) de individuos controles foram estimulados com LPS (100 ng/ml)
durante 2 horas (37°C, 5% COz2); ap6s essa estimulacdo, tratamos as células com as
drogas; MCC950 (5 uM), sendo esta um inibidor seletivo do receptor NLRP3, YVAD-FMK
(40 uM), sendo esta um inibidor de caspase-1 e BAY117082 (10 uM), inibidor especifico
da fosforilagao de IkBa (via do NFkB), durante 1 hora de incubagao, apds esse periodo,
acrescentamos ATP (2.5 mM) por 30 minutos, devido a sua rapida acao e perda de
atividade, para induzir a formacao de um inflamassoma classico do tipo NLRP3 e
consequente liberacao de IL-1B (experimento controle positivo) (Figura 26 A). Podemos
notar que ha uma reducéo significativa (p<0.05) na liberagcéo de IL-13 quando tratamos
0s monocitos estimulados (LPS+ATP) com o inibidor especifico da fosforilagdo de IkBa
(via do NFkB), quando tratamos os mondcitos estimulados com as outras drogas,

podemos observar uma tendéncia na revogacgao da liberacao de IL-13.

Posteriormente tratamos os mondcitos isolados de individuos portadores de AF
durante 1 hora (37°C, 5% COz2), com a droga MCC950 (5 uM), YVAD-FMK (40 uM) e
BAY117082 (10 uM). A pré-incubacao com MCC950, revogou com sucesso a liberacédo
de IL-1B de mondcitos AF, podemos notar que as outras drogas inibidoras de caspase-
1 e inibidora de IkBa, também reduziram os niveis de IL-1p liberados (Figura 26 B). Estes
dados confirmam que o inflamassoma formado em mondcitos de individuos AF € do tipo
NLRP3 e que envolve a ativacdo de caspase-1 (visto que o inibidor seletivo YVAD
reduziu a producdo de IL-1B). Consistente com os nossos achados, outros estudos
relatam que o inibidor da fosforilagao de IkBa (via do NFkB), também inibiu os efeitos da
ativagéo do inflamassoma NLRP3 em macrofagos e que essa inibicdo pode ser via
MyD88.



1000
@&
v 800
=
o =
T E
° 5 |
0]
o 2
: %%%
o
® S .
amamutamn! —_—
:&i r L
Basal MCC 950 YVAD BAY
1 |
I 1
LPS/ATP
B
80 1
-
- —
| 60
o =
*
T E
22" :
T
2
o 20 1
(]
(7]

Basal MCC 950

YVAD BAY

108

Figura 26. Liberacao de IL-1B8 em monécitos apdés tratamento com inibidores do
inflamassoma. (A) Mondcitos isolados de individuos controles foram ativados ou ndo com LPS
(100 ng/ml) e ATP (2,5 mM) (CTRL, N=3) e co-incubados, ou ndo, com os inibidores de NLRP3,
MCC950 (5 pM), YVAD-FMK (40uM) e com BAY117082 (10 uM); (B) Mondcitos isolados de
individuos AF (N=8) foram co-incubados com MCC950 (5 uM), YVAD-FMK (40uM) e com
BAY117082 (10 uM) durante 1 hora. Os sobrenadantes foram retirados e armazenados para
deteccgao da presenca de IL-1B. Os dados estéo representados como média £ SEM. Para o teste
estatistico usou-se o teste ndo-pareado de Kruskal-Wallis com poés teste de Dunn’s. * p<0,05; **

p< 0,001 comparado ao nao tratado.
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6.1.25. Liberacao de IL-18 em mondcitos apos tratamento com droga inibidora da
molécula ASC

Para confirmar a participagdo da molécula ASC na formagéo do inflamassoma que
intermedia o processamento de IL-18 em mondcitos de individuos AF, utilizamos o
inibidor CAPE, que exerce agdo sob a molécula adaptadora ASC. Primeiramente,
isolamos mondcitos (através da técnica de beads magnéticas) de individuos portadores
de AF (N=3) e tratamos as células durante 1 hora (37°C, 5% CO2), com a droga CAPE
(1, 5 e 10 uM), apos esse periodo coletamos o sobrenadante e quantificamos a IL-13
através do kit de ELISA. Nossos dados mostraram que nas concentracoes de 1 a 5 uM
de CAPE, ha a inibicao da liberacao de IL-1B pelos mondcitos AF, confirmando a

participacdo da molécula ASC no inflamassoma formado nestas células (Figura 27).
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Figura 27. Liberacao de IL-18 em mondcitos de individuos AF apés incubagao com inibidor
da molécula ASC. Mondcitos isolados de individuos portadores de AF (AF, N=3) e co-incubados
com o inibidor de ASC - CAPE (1, 5 e 10 uM). A IL-1pB foi determinada através de Kit de ELISA,
em sobrenadantes de monécitos AF incubados por 1 hora. Os dados estao representados como
média + SEM. Para o teste estatistico usou-se o teste ndo-pareado de Kruskal-Wallis com pés
teste de Dunn’s. * p<0,05; comparado ao grupo AF.
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6.1.26. Confirmacao da expressao dos componentes necessarios para formacao
do inflamassoma NLRP3 através da técnica de Western blotting

Avaliamos a expressao proteica dos principais componentes necessarios para a
formacdo do inflamassoma em células mononucleares (PBMC) provenientes de
individuos CTRL e individuos portadores de AF. Dentre as proteinas, avaliamos a
expressao proteica de: NLRP3, ASC, Pré-caspasei, caspase-1 e IL-1f clivada. Como
controle positivo, estimulamos as PBMC durante 4 horas (37°C, 5% CO2) com 1 pg/ml
de LPS (sinal 1) e com ATP (2,5 mM) (30 min; 37°C, 5% COz2). Na figura 29 analisamos
a expressdao dos componentes do inflamassoma; e podemos notar um aumento na
expressao do receptor NLRP3 em PBMC de individuos portadores de AF quando
comparado ao grupo CTRL positivo e ao grupo CTRL (Figura 28A). Também avaliamos
a expressao proteica da molécula adaptadora ASC e da molécula efetora caspase-1,
podemos notar que ambos 0s grupos expressam a molécula adaptadora ASC, porem o
grupo CTRL positivo e o grupo AF, tem uma expressdao aumentada dessa molécula
(Figura 28B). Nota-se que ha uma quantidade menor de pré-caspase-1 no grupo CTRL
estimulado, quando comparada ao grupo CTRL nao estimulado e ao grupo AF. Em
contraste, quando avaliamos a forma clivada de caspase-1, notamos um aumento nitido
no grupo AF, quando comparado aos demais grupos (Figura 28C). Por fim, avaliamos a
expressao proteica de IL-1f clivada e so foi possivel notar a expressao dessa citocina
nos grupos CTRL positivo € no grupo AF (Figura 28D). Nossos resultados comprovam
que as PBMCs de individuos AF expressam todas as proteinas necessarias para a

maquinaria do inflamassoma.
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mononucleares. Células mononucleares (PBMC) foram isolados de individuos CTRL e de
individuos portadores de AF e a expressao dos componentes do inflamassoma foram detectados
por Western blotting. Os extratos totais foram fracionados em gel de poliacrilamida 15%,
transferidos para membrana e esta foi incubada com os anticorpos de interesse (A) Western
Blotting representativo da densidade relativa de NLRP3; (B) densidade relativa de ASC; (C)
densidade relativa de caspase-1 clivada; (D) densidade relativa de IL-13. Representagéo da
densidade relativa das bandas foi avaliada por densitometria usando o Image Lab software

(BioRad).
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Subprojeto 2: Ativacao de caspases inflamatorias na anemia falciforme: Papel
dos leucocitos e do meio circulante

Parte dos resultados expostos deste subprojeto foram realizados
em colaboracdo com o laboratério da Professora Dra. Lisa
Bouchier-Hayes — Baylor College of medicine e Texas Children’s
Hospital — Houston/TX- EUA

Baylor

College of
Medicine

Dados preliminares obtidos durante o projeto original (Hemocentro/ Brasil)

6.2.1. Determinacao dos niveis plasmaticos de DAMPS em individuos saudaveis e
pacientes portadores de AF

Dados da literatura sugerem que o inflamassoma pode ser ativado por diferentes
tipos de DAMPS. Como ha relatos que a lesdo celular associada a processos de
isquemia e de hemdélise podem resultar na liberagéo de varios DAMPs, incluindo heme
livre, HMGB1, HSP70, IL-33 e ATP, avaliamos os niveis destes DAMPs em individuos
portadores de AF, com vista para avaliar o seu papel na estimulagcado da formacao de
inflamassoma na doenca. Determinamos os niveis destes DAMPs no plasma de
individuos controles (CTRL) e individuos portadores de anemia falciforme (AF) por
métodos de ELISA (HMGB1, HSP70, IL-33) e ensaios colorimétricos (heme e ATP).
Conforme esperado, os niveis plasmaticos de heme livre (Figura 29A) foram
significativamente maiores em individuos AF, quando comparados com os niveis do
grupo controle. Os niveis plasmaticos de HSP70 e HMGB1 (Figura 29B e C) foram
significativamente maiores em individuos AF, quando comparados com o grupo controle,
enquanto os niveis de ATP e IL-33 (Figuras 29D e E) ndo apresentaram alteracao
significativo quando comparando aos grupos estudados, porem ha uma tendéncia no
aumento de ATP em individuos AF quando comparados ao grupo controle.
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Figura 29. Determinacao dos niveis circulantes de determinados DAMPs em individuos
controles e portadores de anemia falciforme. Determinagao dos niveis de (A) heme livre total;
(B) HSP70; (C) HMGBH1; (D) ATP; (E) IL-33 no plasma de individuos controles (CTRL, n=12) e
individuos portadores de AF (AF, n=24). Os niveis de HSP70, HMGB1, IL-33 e TNF-a foram
quantificados através do ensaio de ELISA, heme através do kit Quantichrome heme assay e ATP
através do kit Molecular Probes ATP Determination Kit. Para o teste estatistico usou-se o teste
de Mann-Whitney. ***p< 0,001; *p<0,05, comparado ao grupo controle.
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6.2.2. Determinacao dos niveis plasmaticos de IL-1a e TNF-a em individuos
saudaveis e pacientes portadores de AF

A citocina TNF-a, por sua vez, se caracteriza como uma citocina inflamatéria que
estimula a ativagdo dos leucécitos pela via NFkB; ha relatos que esta citocina esteja
aumentada na circulacao de individuos AF (16). Para investigar se o TNF-a tem papel
potencial na ativagao do “sinal 1’ para o “priming” de inflamassoma, determinamos
também os niveis desta citocina no plasma dos individuos do estudo, através do Kit de
ELISA. Os niveis plasmaticos encontrados de TNF-a foram significativamente maiores
em individuos AF, quando comparado ao grupo controle (Figura 30). Por fim, avaliamos
os niveis de IL-1a, sendo esta uma importante citocina inflamatéria, da familia das IL-1.
Porém, nao foram detectaveis os niveis dessa citocina em plasma de individuos AF

(dados n&o mostrados).

TNF -@ (pg/ml)
-

Figura 30. Determinacao dos niveis plasmaticos de TNF-a em individuos controles e
portadores de anemia falciforme. Determinacéo dos niveis de TNF-a no plasma de individuos
controles (CTRL, N=12) e individuos portadores de AF (AF, N=24). Os niveis de TNF-a foram
quantificados através do ensaio de ELISA de alta sensibilidade. Para o teste estatistico usou-se
o teste de Mann-Whitney. ***p< 0,001; comparado ao grupo controle.
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6.2.3. Avaliacao da ativacao da caspase-1 em neutréfilos saudaveis estimulados
com plasma de individuos portadores de AF

Neutréfilos de individuos controles (N=6) foram incubados durante 2 horas em
meio RPMI na auséncia ou na presenca de 5-10 % (v/v) de pool de plasma de individuos
controles ou pool de individuos AF. Enquanto que o plasma de individuos controles nao
induz a ativagcdo de caspase-1 nessas células, o plasma de individuos AF induziu um
aumento significante na ativagdo de caspase-1 (Figura 31), indicando que os DAMPs
contidos no plasma desses pacientes sdo capazes de induzir a formagdo de

inflamassoma em neutréfilos saudaveis.
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Figura 31. Avaliagcao da ativacao da caspase-1 em neutréfilos saudaveis estimulados com
plasma de individuos portadores de AF. Ativacdo de caspase-1 em neutréfilos controles
(2x10° células/ml) apds incubagao de 2 horas com 5-10% de pool de plasma de individuos
controles (CTRL, N=6) e pool de plasma de individuos portadores de AF (AF, N=12). A ativacao
de caspase-1 foi avaliada através do kit FAM-FLICA caspase 1 e citometria de fluxo
convencional. Para o teste estatistico usou-se o teste de Kruskal-Wallis; *p< 0,05, comparado ao
grupo controle.
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6.2.4. Avaliacao da liberacao de IL-18 em neutréfilos saudaveis estimulados com
plasma de individuos portadores de AF

Separamos neutréfilos de doadores saudaveis (N=6) e incubamos por 2 horas na
auséncia ou presenca de 5-10 % de plasma de individuos portadores de AF e plasma de
individuos controles (CTRL). Podemos notar que aparentemente o plasma de ambos
individuos CTRL e portadores de AF (10%) pode induzir o processamento de IL-13 em
neutréfilos saudaveis, porem ha uma tendéncia elevada no aumento desse
processamento, quando incubamos com 10% de plasma de AF quando comparado com
o grupo CTRL (Figura 32).

1.5 9
o
-
|
- __1.04
o =
T £
° ~
13+ 2
O" N
[ 0.5+
£ S
o —_—
[}
”n —
0.0 [ r ] R [ . ] -
basal 5% 10% basal 5% 10%
1 ] | [
1 1 1 1
CTRL AF

Figura 32. Avaliacao da liberacao de IL-18 em neutréfilos saudaveis estimulados com pool
de plasma de individuos CTRL e portadores de AF. Liberacdo de IL-1B por neutrofilos
controles (2x10 ®células/ml, n=6) apds incubacéo de 2 horas com 5-10% de plasma de individuos
controles (CTRL, pool de n=6), e plasma de individuos portadores de AF (pool de n=6). A
liberacé@o de IL-1p foi avaliada atraves do kit de Human IL-1B DuoSet ELISA.
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Dados obtidos exclusivamente em colaboragao com grupo no exterior:

Em vista dos dados obtidos em nosso projeto original e em colaboragdo com o
laboratério da Dr. Lisa Bouchier-Hayes (especialista em biologia molecular com énfase
em estudos das vias de sinalizagdo de caspases), e o Dr. Jonathan Flannagan
(especialista em biologia molecular com énfase em estudos de hemoglobinopatias e
anemia falciforme), ambos atuantes no Baylor college of Medicine e Texas Children’s

Hospital, desenvolvemos o subprojeto 2.

6.2.5. Populacées de individuos controles e pacientes AF estudados

Funcionarios do Texas Children’s Hospital (individuos saudaveis HbAA - grupo
CTRL, N=5) e individuos pediatricos portadores de AF (2-18 anos) em estado estavel
(N=2) e/ou em terapia com HU (15-30 mg/kg/d) (N=15) (HbSS, grupo AF, N=17) foram
recrutados no setor de coleta e no ambulatério de hematologia do Texas Children’s
Hospital, respectivamente. Segue abaixo, os dados clinicos dos pacientes AF utilizados
neste estudo (Tabela 3).
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Tabela 3. Dados clinicos dos pacientes participantes deste estudo (populacao —
Ambulatério de Hematologia Pediatrica — Texas Children’s Hospital — Houston-
TX- EUA).

Parametros Demograficos/Hematologicos Média
(Mediana, Min, Max)

Masculino/Feminino 7/10
Idade (anos) 9.2 (10.6: 3.4 — 12.8)
N° de pacientes sem/com tratamento com HU

15/2
HbS (%) (N=9) 77.7 (81.7: 63 — 92.4)
HbF (%) (N=9) 18.7 (15.3: 4.1 — 40.2)
N° absoluto de reticuldcitos (cel/pl) (N=9) 515.5 (740: 80- 910)
Contagem absoluta de neutréfilos (cels/pl) (N=9) 5.12 (3.45: 1.33 -8.77)
Contagem absoluta de globulos brancos (10%/ul)
(N=9) 13.42 (8.85: 4.84 -24.58)

Com excecao do sexo, todos os dados estao representados como média (mediana; minimo;
maximo) valores para pacientes com AF em estado estavel (AF), pacientes AF em terapia com
HU (AFHU; 15-30 mg/kg/d). HbF: hemoglobina fetal.

6.2.6. Avaliacao da inducao de caspase-1 BiFC em células HeLa por plasma de
individuos saudaveis e de portadores de AF

As células Hela (células imortalizadas provenientes de um céancer cervical)
expressam as proteinas necessarias para a formacgao do inflamassoma (136) e secretam
IL-6 em resposta a IL-1B ativa (137)(138). Analisamos a capacidade do plasma de
individuos controles (CTRL, N=5) e AF (AF, N=8) em induzir a proximidade de caspase-

1 em células Hel a transfectadas com as combinacgdes de plasmideos de caspase-1.
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As células HelLa (1x10° células) foram plaqueadas 24 horas antes da transfecgao
em placas de 12 pogos e transfectadas transitoriamente com os plasmideos de caspase-
1 denominados de C1-Pro VC (5 ng), C1-Pro VN (5 ng) e dsRed-mito (5 ng), sendo este
usado como o reporter desta transfecgdo. Como controle positivo, algumas células foram
transfectadas com C1-Pro VC, C1-Pro VN e dsRed-mito (5 ng), e também com um
plasmideo para codificacdo de ASC (125 ng). Todos os pogos da placa foram tratados
com QVD-OPH (5uM) para prevenir a morte celular. Apds 24 horas, 10% (v/v) de plasma
proveniente do grupo controle (CTRL; N=5) ou plasma de individuos portadores de AF
(AF; N=8) foram adicionados as células HelLa. Apos 48 horas do inicio da transfecgéo, a
porcentagem de células transfectadas que eram vénus positivas (células com
dimerizacao de caspase), foram determinadas a partir de um minimo de 100 células
dsRed-mito positivas (contagem manual) por microscopia de fluorescéncia e as imagens

foram obtidas através da microscopia confocal.

O plasma de individuos AF foi capaz de induzir significativamente a dimerizagao
de caspase-1 em células HelLa, como demonstrado através da porcentagem de células
vénus positivas. Em contraste, o plasma de individuos controles néo foi capaz de induzir
0 mesmo mecanismo neste tipo celular (Figura 33 A). As imagens obtidas por
microscopia confocal demonstraram que o plasma de individuos CTRL induziu niveis
muito baixos de dimerizacdo de caspase-1, enquanto que o plasma de AF induziu uma
dimerizacdo de caspase-1 muito evidente, como pode ser visualizada por punctas
fluorescentes, observadas em muitas células (Figura 33B). Como esperado, a
transfeccao de células HeLa com o plasmideo ASC, bem como, com os plasmideos de
caspase-1, e na auséncia de estimulacao com os plasmas, induziu alta dimerizacao de
caspase-1, confirmando o sucesso das transfeccdes e a capacidade dessas células em
formar o inflamassoma (Figura 33A e B).
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Figura 33. Avaliacao do efeito do plasma de individuos portadores de AF na inducéao de
caspase-1 BiFC em células HelLa. As células HelLa foram transfectadas transitoriamente com
C1-Pro VC (5ng), C1-Pro VN (5ng) e dsRed-mito (5 ng) com/sem um plasmideo codificando ASC
(controle positivo, 125 ng). 24 horas apds da transfeccdo, 10% de plasma de individuos
portadores de AF (AF, N=8) e/ou plasma de individuos CTRL (CTRL, N=5) foram adicionados
em seus respectivos pocos. Para o teste estatistico usou-se o teste de Kruskall Wallis com pds
teste de Dunn’s. **p<0.01, quando comparado as células HeLa basal. As células vénus positivas
foram determinadas a partir de um minimo de 100 células positivas para dsRed-mito (contagem
manual). (B) Imagens representativas de caspase-1 BiFC em células HelLa, em vermelho
(mitocéndrias), em verde (dimerizacao de caspase-1 BiFC).
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6.2.7. Avaliacao da transfeccao com o plasmideo mutante D59R para induzir a
dimerizacao de caspase-1

Com o intuito de eliminar a possibilidade do proprio mecanismo de transfeccao
induzir a positividade de células vénus positivas, foram utilizados plasmideos C1-Pro
BiFC contendo uma mutacao na regiao do dominio CARD da caspase-1, denominado
mutacdo D59R, esta mutacéao interrompe a ligacao entre a caspase-1 e a ASC. Células
HelLa (1x105 células) foram plagueadas 24 horas antes da transfeccdo em placas de 12
pocgos. As células foram transfectadas transientemente com os plasmideos: C1-Pro VC
(5 ng), C1-Pro VN (5 ng) e com os plasmideos mutantes C1-Pro D59R (5 ng de cada
plasmideo, VC e VN). Para controle positivo, transfectamos células HeLa com o
plasmideo que codifica ASC (125 ng). Todos os pocos da placa receberam o plasmideo
dsRed-mito (5 ng - repdrter) e as células foram também incubadas com QVD-OPH (5
uM) para prevenir a morte celular.

ApGs 24 horas, 10% (v/v) de um pool de plasma de individuos controle (CTRL;
N=2) ou um pool de plasma de individuos AF (AF; N=2) foi adicionado em células Hela.
Apbs 48 horas do inicio da transfeccao, a porcentagem de células transfectadas que
eram vénus positivas foram determinadas a partir de um minimo de 100 células
(contagem manual), obtidas por microscopia de fluorescéncia e as imagens foram
obtidas por microscopia confocal. O plasmideo mutado (D59R) aboliu quase totalmente
a porcentagem de células vénus positivas, quando comparado com aquelas células
transfectadas sem a mutacdo D59R, este experimento foi realizado sob as mesmas
condicées de incubacdo do experimento 6.2.6, indicando que o procedimento de
transfecgcéo produziu dimerizacao especifica de caspase-1 (Figuras 34A e B).
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Figura 34. Avaliacao da transfeccao com o plasmideo mutante D59R para induzir a
dimerizacao de caspase-1. (A). As células HelLa foram transfectadas transitoriamente com C1-
Pro VC (5ng), C1-Pro VN (5ng), par de plasmideo mutante D59R C1-Pro venus (10 ng) e
dsRedmito (5ng). (B) Imagens representativas de caspase-1 BiFC em células HelLa, em vermelho
(mitocondrias), em verde (dimerizagdo de caspase-1 BiFC). Para o teste estatistico usou-se o
teste de Two-Way ANOVA com multiplas comparagées. ***p < 0.001 quando comparado ao
grupo nao-tratado. # p<0.05 e ## p<0.01 quando comparado com cada nao-D59R grupo.
Ampliagdo de x100.
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6.2.8. Avaliacao do papel do plasma de individuos portadores de AF na inducao de
caspase-1 BiFC em células MCF-7

As células MCF-7 (células provenientes de um cancer de mama) foram
selecionadas para este estudo, pois ndo expressam niveis detectaveis de caspase-1 em
seu estado basal, portanto prevenindo a interferéncia de caspases inflamatérias
enddgenas (139)(131). Analisamos a capacidade do plasma de individuos CTRL e AF
em induzir a proximidade de caspase-1 em células MCF-7 transfectadas com as
combinacdes de plasmideos de caspase-1.

As células MCF-7 (1X10% células) foram plaqueadas 24 horas antes da
transfecgdo em placas de 12 pogos e foram transfectadas transitoriamente com os
plasmideos de caspase-1 denominados de C1-Pro VC (5 ng), C1-Pro VN (5 ng) e com o
reporter (dsRed-mito (5 ng). Como controle positivo, algumas células foram transfectadas
com C1-Pro VC, C1-Pro VN, dsRed-mito (5 ng), e também com um plasmideo
codificando ASC (125 ng). Todos os pogcos também foram incubados com QVD-OPH
(5uM) para prevenir a morte celular. Apds 24 horas, 10% (v/v) de plasma de controle
saudavel (CTRL; N=5) ou plasma de pacientes com AF (AF; N=10) foram adicionados
as células MCF-7. Apds 48 horas do inicio da transfecg¢do, a porcentagem de células
transfectadas que eram vénus positivas foram determinadas a partir de um minimo de
100 células dsRed-mito positivas (contagem manual) por microscopia de fluorescéncia,
e as imagens foram obtidas através da microscopia confocal. O plasma de individuos AF
foi capaz de induzir a dimerizac¢ao significativa de caspase-1, como demonstrado através
da porcentagem de células vénus positivas. O plasma controle ndo induziu a dimerizacao
de caspase-1 em células MCF-7 (Figuras 35A e B), em comparag¢ao com as células nao
tratadas, embora ndo tenha sido encontrada diferenca significativa entre os efeitos dos
plasmas CTRL e AF na dimerizacdo de caspase-1. Como esperado, a transfeccao de
células MCF-7 com o plasmideo ASC, bem como com os plasmideos de caspase-1, na
auséncia de estimulagdo com plasma, induziu alta dimerizacdo de caspase-i,
confirmando o sucesso das transfeccdes e a capacidade dessas células em formar o
inflamassoma. Para observar o exato momento em que a dimerizagdo de caspase-1

ocorre em células MCF-7 estimuladas com plasma, foi realizada a transfec¢gdo com
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filmagem time-lapse. As células MCF-7 (1x10° células) foram plagueadas 24 horas antes
da transfeccdo em uma chamber (placa com um unico po¢o) e transfectadas
transitoriamente com os plasmideos de caspase-1 denominados de C1-Pro VC (5 ng),
C1-Pro VN (5 ng) e com o repérter (dsRed-mito (5 ng). As células foram tratadas com
QVD-OPH (5uM) para prevenir a morte celular. Apds 24 horas, 10% (v/v) de plasma de
controle saudavel (CTRL; N=1) ou plasma de pacientes com AF (AF; N=1) foram
adicionados as células MCF-7. O experimento de time-lapse foi automatizado para
executar mais de 16 horas de incubacéao (durante a noite). A dimerizacao de caspase-1
pode ser observada em células MCF-7 estimuladas com o plasma de AF (visualizadas
com o aparecimento de punctas verdes fluorescentes nas células), enquanto que nas
células MCF-7 estimuladas com o plasma CTRL, ndo foi possivel observar tal
dimerizacao de caspase-1 (estes dados serdo mostrados na aula expositiva).

Com estes achados, podemos sugerir que o plasma de pacientes AF € capaz de
induzir a dimerizacao de caspase-1 em linhagens celulares ndo-imunes, sugerindo que
a inducado da atividade de caspae-1 e a montagem do inflamassoma pode ocorrer em

qualquer tipo celular e pode ser dependente do sinal inflamatorio extracelular.



125

80

60 -

40 1

e e =S

Basal CTRL AF ASC

% células vénus positiva

Incubagdo com 10% de plasma

B
--

Figura 35. Avaliacdo do papel do plasma de individuos portadores de AF na inducao de
caspase-1 BiFC em células MCF-7. As células MCF-7 foram transfectadas transitoriamente
com C1-Pro VC (5ng), C1-Pro VN (5ng) e dsRed-mito (5 ng) com/sem um plasmideo codificando
ASC (controle positivo, 125 ng). Apos 24 hrs da transfeccao, 10% de plasma AF (AF, N=10) e/ou
plasma CTRL (CTRL, N=5) foram adicionados em seus respectivos pogos. * p<0,05; ***p < 0,001,
quando comparado as células MCF-7 nao tratadas, Kruskal Wallis com poés teste de Dunn’s. As
células venus positivas foram determinadas a partir de um minimo de 100 células positivas para
dsRed-mito (contagem manual). (B) Imagens representativas de caspase-1 BiFC em células
MCF-7, em vermelho (mitocondrias), em verde (dimerizacao de caspase-1 BiFC). Ampliacao de
x100.
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6.2.9. Associacoes entre a capacidade do plasma de individuos portadores de AF
em induzir a dimerizacao de caspase-1 e o uso de HU e a porcentagem de HbF

Tanto os niveis elevados de hemoglobina fetal (HbF) quanto a terapia com
hidroxiureia (que tem como funcdo aumentar a HbF e efeitos anti-inflamatdrios)
melhoram o curso clinico da AF. Usando os dados hematoldgicos obtidos para pacientes,
realizamos estudos de associa¢des para verificar como a terapia com hidroxiureia (HU)
e o0s niveis de HbF em individuos portadores de AF podem modular a capacidade do
plasma de induzir a proximidade de caspase-1.

Com relacéo a terapia com HU, cujo inicio é decidido por médicos assistentes e
de acordo com protocolos rigorosos, apenas dois individuos portadores de AF nao
estavam em terapia com HU (porem, apenas 1 individuo estava apto para ser usado
neste estudo de associagdo, dos quais foram utilizados os plasmas nas linhagens
celulares). Nos individuos portadores que estavam em uso ou ndo da terapia com HU
(Figura 36A), ndo observamos diferenga significativa entre a capacidade de induzir a
dimerizacao de caspase-1 nas células estudadas. Dados preliminares indicam que o
plasma de individuos portadores de AF em terapia com HU poderia estimular a
dimerizacao de caspase-1 em células HelLa mais eficientemente do que o plasma de
individuos AF em estado estavel. Embora este achado possa ter sido um reflexo do
pequeno numero de amostras que nao fizeram o uso de terapia com HU, os resultados
sé&o muito preliminares para se tirar conclusées, mas se confirmados, este achado pode
refletir no “viés de tratamento®, no qual os pacientes com a doenga mais grave sao
atualmente tratados com HU. Com relacdo a % de HbF expressa pelos pacientes em
seus glébulos vermelhos, infelizmente a disponibilidade deste parametro foi muito
limitada para os individuos incluidos no estudo. Os niveis de HbF estavam disponiveis
para 6 dos individuos com AF avaliados e houve uma variagéo de cerca de 11 a 40% de
HbF (de Hb total), demonstrando que modificacbes impressionantes na HbF podem ser
alcancadas com o uso de terapia com HU em criancas portadoras de AF. Dividimos os
niveis de HbF em “ baixo HbF” (<16% de HbF) e “alto HbF” (=16%) e observamos os
efeitos que o plasma desses pacientes empregaram na dimerizacdo de caspase-1
(Figura 37B); no entanto, n&o foi observada associagéo significativa entre a % de baixa
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HbF e a dimerizagdo de caspase-1 em células HeLa ou MCF-7, embora seja possivel
que o baixo numero de paréametros avaliados possa ter contribuido para essa falta de
associacdo. A dimerizacdo de caspase-1 (BiFC) também foi correlacionada com
parametros hematoldgicos (disponivel para 5 dos individuos AF cujos plasmas foram
empregados nos estudos de transfecgdo); no entanto, ndo foram encontradas
correlagdes significativas entre BiFC e contagem de células brancas, contagem de
plaguetas ou parametros de eritrécitos (p>0.05; correlacdo de Spearman) (Figura 36 A e
B).
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Figura 36. Associacoes entre a capacidade dos plasmas de individuos AF a induzir a
dimerizacao de caspae-1 e o uso de terapia com HU e niveis de hemoglobina fetal.
Associagdes entre o uso de terapia com hidroxiureia (HU) ou ndo (A) e niveis de hemoglobina
fetal (% HbF) (B) com a capacidade do plasma de pacientes AF em induzir a dimerizacao de
caspase-1 BiFC em células HeLa e MCF-7. * p< 0,05, ANOVA com multiplas comparagoes,
comparado ao efeito do plasma de controle (CTRL).
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6.2.10. O efeito da hemopexina na dimerizacao de caspase-1 induzida por plasma
AF em células MCF-7

Afim de verificar se o0 DAMP, heme, seja um dos componentes do plasma de
individuos AF que induz a atividade de caspase-1 nas células MCF-7, observamos o
efeito da co-incubagao dessas células com a hemopexina (um “sequestrador” de heme)

ao estimular a dimeriza¢ao de caspase-1 com amostras de plasmas AF.

Células MCF-7 foram tratadas concomitantemente com o plasma AF e
hemopexina nas concentragdes de: 50, 100 e 250 nM. As células MCF-7 (1X10° células)
foram plaqueadas 24 horas antes da transfeccdo em placas de 12 pogos e foram
transfectadas transitoriamente com os plasmideos de caspase-1 denominados de C1-
Pro VC (5 ng), C1-Pro VN (5 ng) e com o repérter (dsRed-mito (5 ng). Como controle
positivo, algumas células foram transfectadas com C1-Pro VC, C1-Pro VN, dsRed-mito
(5 ng), e também com um plasmideo codificando ASC (125 ng). Todos os pogos também
foram incubados com QVD-OPH (5uM) para prevenir a morte celular. Apos 24 horas,
10% (v/v) de pool de plasma de pacientes com AF (AF; N=2) e 50, 100 ou 250 nM de
hemopexina foram adicionados as células MCF-7. Apds 48 horas do inicio da
transfecgcédo, a porcentagem de células transfectadas que eram vénus positivas foram
determinadas a partir de um minimo de 100 células dsRed-mito positivas (contagem
manual) por microscopia de fluorescéncia, e as imagens foram obtidas através da
microscopia confocal. Como observado anteriormente, o plasma AF foi capaz de induzir
a dimerizacao de caspase-1 nestas células, refletido pela porcentagem de células vénus
positivas, enquanto a adicdo de hemopexina nas concentra¢des de 50 e 250 nM foi capaz
de reduzir a porcentagem de células MCF-7 positivas para BiFC, embora néao
significativamente (Figura 37).



130

* %k

30 -
©
=
3; o
° v —000—
& 204
(7]
=1
S ]
> 5-
4 A
© 10 VV *
E . i il
S _see .
o Y v S
2 A
0 T T T T T T
‘Basal 0 50 100 250 ASC

HPX (nM)

Incubacdao com 10% de plasma

Figura 37. O efeito da hemopexina na dimerizacao de caspase-1 induzida por plasma AF
em células MCF-7. As células MCF-7 foram transfectadas transitoriamente com C1-Pro VC
(5ng), C1-Pro VN (5ng) e dsRed-mito (5 ng) com/sem um plasmideo codificando ASC (controle
positivo, 125 ng). Apos 24 hrs da transfecc¢ao, 10% de plasma AF (AF, N=2) e/ou (50, 100 e 250
nM) de hemopexina (HPX), foram adicionados nas células, 24 horas depois, as células venus
positivas foram determinadas a partir de um minimo de 100 células positivas para dsRed-mito
(contagem manual). * p<0.05; **p< 0.01, quando comparado as células MCF-7 nao tratadas,
Kruskal Wallis com pds teste de Dunn’s.

6.2.11. Avaliacao da estimulacao da dimerizacao de caspase-1 induzida por
sobrenadante de neutréfilos em células HelLa

Para determinar se o conteudo liberado no sobrenadante de neutréfilos,
provenientes de individuos controles e AF, podem induzir a dimerizagdo de caspase-1
em células Hela transfectadas, os neutrdfilos foram obtidos através da camada
leucoplaquetéaria de controles saudaveis (CTRL; N=2) e de individuos AF (AF; N=2).
Neutrdfilos isolados (1x10° células/ml) foram estimulados (ou ndo) com LPS (sinal 1, 100
ng/ml), por 1,5 hr (37°C) e estimulados, ou ndo, com nigericina (5 uM) por mais 1,5 h
(37°C, sinal 2). Os sobrenadantes celulares foram coletados para os ensaios. As células
Hela foram transitoriamente transfectadas com os plasmideos de caspase-1, C1-Pro VC
(5 ng) e C1-Pro VN (5 ng), e com o repoérter (dsRed-mito (5 ng). Como controle positivo,
algumas células foram transfectadas com C1-Pro VC, C1-Pro VN, dsRed-mito (5 ng), e
também com um plasmideo codificando ASC (125 ng). Todos os pocos também foram
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incubados com QVD-OPH (5uM) para prevenir a morte celular. Apos 24 horas, os
sobrenadantes de neutréfilos controles (com/sem estimulo) foram adicionados aos pogos
com células HelLa (1:100). Apds 48 horas do inicio da transfeccao, a porcentagem de
células transfectadas que eram vénus positivas foram determinadas a partir de um
minimo de 100 células dsRed-mito positivas (contagem manual) por microscopia de

fluorescéncia, e as imagens foram obtidas através da microscopia confocal.

Os sobrenadantes de neutréfilos de controle (estimulados e/ou ndo estimulados)
nao induziram a liberacao de IL-6 (dados nao mostrados; a producgéo de IL-6 é estimulada
pelo processamento de IL-1[3, via receptores de IL-1R) em células Hela transfectadas
com caspase-1. Sobrenadantes de neutréfilos controles estimulados com LPS, LPS +
heme e LPS+ nigericina (estes capazes de agir como sinal 1 e/ou sinal 2 para a formacao
do inflamassoma), ndo induziram altera¢ées significativas nas porcentagens de células
Hela positivas para caspase-1 (dados ndo mostrados). Em contraste, quando os
sobrenadantes de neutréfilos AF (com/sem estimulo) foram adicionados aos po¢os com
células HelLa (1:100), foi observada alguma modulacao da ativacao de caspase-1 (dados
ndao mostrados), embora o N experimental tenha sido muito baixo para esta avaliacao.
Ao comparar diretamente os efeitos do sobrenadantes de neutrofilos CTRL e AF néo
tratados sobre a dimerizagao de caspase-1 em células Hela transfectadas (Figura 38A),
nao foram encontradas diferencas significativas. No entanto, ao comparar diretamente
os efeitos dos sobrenadantes de neutréfilos controles tratados com nigericina (sem LPS)
com sobrenadantes de neutréfilos AF tratados com nigericina (Figura 38B), um aumento
significativo na porcentagem de células vénus positivas foi observado para as células
Hela tratadas com sobrenadantes de neutréfilos AF estimulados com nigericina. Esses
achados sugerem que os neutréfilos AF incubados com um estimulo inflamatério leva a

liberacdo de moléculas capazes de induzir a dimerizacédo de caspase-1.
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Figura 38. Avaliacao da estimulacao da dimerizacao de caspase-1 induzida por
sobrenadante de neutréfilos em células HeLa. Neutréfilos (1x10° células/ml) provenientes de
individuos controles (N=2) e de AF (N=2) foram estimulados com nigericina (5 uM) durante 1,5
hrs. Células HelLa foram transfectadas transitoriamente com C1-Pro VC (5ng), C1-Pro VN (5ng)
e dsRed-mito (5 ng) com/sem plasmideo codificando ASC (controle positivo,125 ng). Apos 24
horas, sobrenadantes de neutréfilos controles e/ou AF foram adicionados. Apds 24 horas, as
células vénus positivas foram determinadas a partir de um minimo de 100 células positivas para
dsRed-mito (contagem manual). Comparagdes entre os efeitos do sobrenadante de neutrofilos
nao tratados (A) ou tratados com nigericina (B). * p<0.05, comparado com o grupo nao-tratado
(Kruskal Wallis com pés teste de Dunn’s multiplas comparacgoes).
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7. DISCUSSAO

Os leucécitos sao protagonistas chave em processos inflamatérios na doenca
falciforme por via de eventos que sdo controlados por uma gama de reguladores
moleculares extracelulares que medeiam o recrutamento celular e mecanismos do
controle inflamatério intracelular (140). A leucocitose € uma caracteristica comum da
anemia falciforme, em que o0 aumento da contagem de leucécitos tem sido associado a
aumento da mortalidade, sindrome toracica aguda e acidente vascular cerebral (141),
provavelmente devido ao papel que essas células desempenham nos processos vaso-
oclusivos e a sua capacidade inata de contribuir para processos de estresse oxidativo e

mecanismos inflamatérios, como a liberagéo de IL-1.

Nossos dados mostram um aumento significativo da IL-138 e IL-18 na corrente
sanguinea de individuos AF, indicativo de uma maior formacao e ativacao de complexos
de inflamassomas nas células inflamatorias destes individuos. Assim sendo,
investigamos a liberacao dessas citocinas e a formacao do complexo inflamassoma em
neutrofilos e mondcitos desses individuos. Os neutréfilos sdo células imunes inatas que
rapidamente, e em grande numero, podem alcangar tecidos infectados por patégenos.
Como resultado, eles sdo considerados a primeira linha de defesa contra bactérias,
fungos e virus. Os neutréfilos tém muitas armas para erradicar agentes infecciosos
incluindo a ativagcdo da NAPDH oxidase para produzir espécies de oxigénio (ROS) e
liberagdo de proteinas antimicrobianas incluindo as serinas proteases. Além disso, os
neutréfilos podem promover inflamacao e a secrecado de citocinas e quimiocinas. Em
particular, devido ao seu grande niumero em comparacao aos mondcitos/macréfagos, os
neutrofilos podem ser uma fonte relevante de IL-1B (142). Muitos estudos indicam que
os neutréfilos tém um papel importante na vaso-oclusdo da AF; os neutrofilos aderem ao
endotélio e formam agregados heterocelulares na circulacdo, reduzindo o fluxo
sanguineo e promovendo a vaso-oclusdo. Adicionalmente, os neutréfilos estdo em um
estado ativado na AF e demonstram aumento da expressado da integrina aMB2 com
propriedades adesivas aumentadas (143)(144)(145).
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Nossos dados indicam que neutréfilos de individuos AF apresentam uma maior
liberacdo de IL-1B clivada do que neutréfilos de individuos saudaveis. Em seguida,
técnicas de citometria de fluxo (com e sem imagens) demonstraram uma maior ativacao
da molécula efetora caspase-1, que intermedia o processamento e clivagem de IL-13 em
neutrofilos AF. Sabe-se que o inflamassoma melhor elucidado, at¢é o momento, é o
inflamassoma do tipo NLRP3 e que para a sua organizagéo classica é necessaria a
participacdo de uma molécula adaptadora, denominada ASC. Nos ultimos anos, surgiu
a descricdo de dois mecanismos ndo mutuamente exclusivos, responsaveis pelo
processamento e secrecao de IL-1B pelos neutrdfilos. Greten et al (146) propbs pela
primeira vez a maturacdo e secrecao dessa citocina, através das serinos proteases e
estudos subsequentes reconheceram o papel do inflamassoma nesse processo. No
entanto, alguns estudos mais recentes sugerem que essa formagao possa ocorrer por
diferentes vias de sinalizagdo, como por exemplo: através da ativagdo do inflamassoma
pela via candnica (via classica) ou através do inflamassoma pela via ndo-canénica (147).
Sabe-se que para formacdo do inflamassoma ndo-candnico ocorrer € necessario a
invasdo do citosol das células por bactérias gram-negativas, que tem como funcéo a
ativacao de caspase-4, que por sua vez, consegue ativar pro-caspase 1 para sua forma
ativa. Assim, a caspase-1 quando ativa, cliva proteolicamente pré-IL 18 (150).

Com o intuito de entender o0 mecanismo de ativacao de caspase-1 em neutrofilos
AF, utilizamos a microscopia confocal e citometria com imagem para avaliar a presenca
da oligomerizacao de ASC nestas células. Nao foi possivel observar a presenca de ASC
na forma oligomerizada em neutrofilos AF, adicionalmente, apesar de encontrar uma
interacdo entre ASC e a pro-caspase-1 em neutréfilos provenientes de indiviuos AF,
utilizando a técnica de imunoprecipitacdo, ndo encontramos um aumento no numero de
células apresentando uma co-localizagcdo de ASC com caspase-1 clivada. Para
confirmacao dos dados, utilizamos o inibidor da oligomerizacao de ASC, CAPE, o qual
nao inibiu a liberacdo de IL-13 em neutrofilos AF (mas inibiu a liberagdo em monécitos
AF). Assim sendo, nossos dados sugerem que o inflamassoma que ocorre em neutrofilos
AF, é um tipo de inflamassoma atipico, o qual nao depende do recrutamento da molécula
ASC para a clivagem de caspase-1. Concomitantemente com os dados encontrados no
nosso trabalho, estudos recentes mostraram que, em neutréfilos de murino estimulados
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com LPS e nigericina, o adaptador ASC é expresso em niveis mais baixos nos neutréfilos
em comparagao com os macrofagos, indicando que os neutréfilos ativados formam niveis
menores do complexo multiproteico do inflamassoma (132)(148). Outro estudo realizado
por Bakele et al, (149) demonstrou que em neutréfilos humanos, a molécula adaptadora
ASC pode ser armazenada em vesiculas e que os neutréfilos podem expressar todos os
componentes necessarios para formacgao do inflamassoma, sendo capazes de regular
dinamicamente a formacao do inflamassoma entre as vesiculas secretoras e a fusdo
dessas vesiculas com a membrana plasmatica. Porém, o mecanismo subcelular pelos
quais os componentes do inflamassoma em vesiculas secretoras e granulos terciarios

poderiam interagir e processar IL-13, permanecem indescritiveis.

Os neutréfilos expressam uma ampla variedade de PRRs (150). No entanto, a
expressao e fungdo potencial da maioria dos NLRs em neutréfilos ainda ndo esta bem
elucidada (150). Um estudo (151), avaliou a expresséo génica de todos os 22 membros
da familia NLR em neutréfilos e foi possivel encontrar um aumento na expressao génica
dos genes NLRP1, NLRP3, NLRP6, NLRP12 e NLRC4 em comparagédo a macrofagos.
Os sensores NLRs medeiam o reconhecimento de PAMPs (durante infeccdes
bacterianas, virais, fungicas e protozodarias) e/ou DAMPs (liberados durante dano
celular). Cada sensor identifica ligantes especificos para iniciar a montagem da
maquinaria do inflamassoma, por exemplo, o inflamassoma NLRP3 responde a uma
ampla gama de PAMPs e DAMPs, incluindo os produtos da hemolise (74); o sensor
NLRP1 identifica a toxina letal do antraz produzida por Bacillus anthracis e o
inflamassoma NLRC4 ¢ ativado por flagelina, S. Typhimurium, B. pseudomallei e E. coli
(109)(86).

Dado os processos de inflamacao estéril que caracterizam a AF, avaliamos a
participacao do receptor NLRP3 na formacao de inflamassoma em neutréfilos AF. Para
isso, incubamos neutréfilos de individuos AF com um inibidor seletivo de NLRP3 e
observamos que ndo houve reducdo na liberagdo da IL-18, comprovando que o
inflamassoma que ocorre em neutrofilos AF ndo depende desse receptor. Ao longo do
nosso estudo tentamos identificar um possivel candidato para o receptor envolvido nesse
inflamassoma, utilizamos a técnica de PCR real time, mas ndo encontramos aumento na
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expressao génica de nenhum dos NLRs em neutréfilos AF, assim ndo conseguimos
identificar um possivel candidato para um PRR que possa estar intermediando a
formacao do inflamassoma em neutréfilos AF. No entanto, é possivel que a caraterizacéao
da expressao proteica de multiplos PRRs, por Western Blotting ou técnica similar, podera
identificar um possivel candidato a um PRR e a participagdo da formacao do
inflamassoma no processamento de IL-13 em neutrofilos AF.

Assim, com os dados apresentados neste estudo, formamos a hipbtese que, em
neutrofilos de individuos portadores de AF, existe a formacdo de um inflamassoma
atipico (o qual nao requer ASC) e nao depende do receptor NLRP3 (Figura 39). Sabe-se
que grande parte dos individuos acometidos com AF apresentam infecgdes secundarias,
e alteracdoes no microbiota intestinal (165), bem como o aumento de outras moléculas
inflamatérias como a S100A8 (158) o que poderia desencadear um sinal de priming para
a formacgéo de inflamassomas alternativos em neutréfilos. Podemos também sugerir que
o processamento de IL-1B que acontece em neutrofilos de individuos AF, pode ser
regulado pela via ndo-canénica (provavelmente sem a necessidade de um sensor PRR
especifico e possivelmente com o envolvimento de caspase-4). Trabalhos futuros nos
indicaram qual a via de ativacao que esta sendo modulada nestas células.

Em mondcitos, a secregédo de IL-1B depende da ativagao do inflamassoma (152).
O NOD-like receptor (NLRP3), a proteina adaptadora ASC e a proteina efetora caspase-
1, constituem assim o complexo melhor estudado e caracterizado até o momento em
mondécitos. Em mondcitos humanos, trés vias de ativacao do inflamassoma NLRP3 foram
relatadas, a via candnica, via ndo-canbnica e estudos recentes mostraram que o LPS
sozinho, pode desencadear a ativacdo de uma via alternativa de formacdo do
inflamassoma NLRP3 em mondcitos humanos. Este inflamassoma alternativo envolve a
proteina RIPK1- FADD e caspase-8, ocorrendo a sinalizagdo e a formacado do
inflamassoma NLRP3, porem essa via de ativagdo nao leva a morte celular por piroptosis
(153)(154)(155). Assim, os mecanismos que levam a secrecdo de IL-13 por mondcitos
vem sendo extensivamente estudados por diferentes grupos com foco em
inflamassomas. Nosso estudo demonstrou o aumento de diferentes DAMPs na
circulagdo de individuos AF e que estes podem ser reconhecidos pelos receptores



137

envolvidos na formagéao do inflamassoma e também notamos o aumento da citocina
TNF-a, que tem efeito conhecido na via de sinalizagdo de NFkB, indicando que esta via

de sinalizacao pode ter um papel na organizacao dos inflamassomas (156).

Avaliamos a ativagao de caspase-1 em mondcitos AF e encontramos um aumento
significativo dessa ativacdo em mondcitos nao-classicos (também denominados de
mondcitos inflamatérios) de individuos portadores de AF quando comparados aos
monocitos do grupo CTRL. Também identificamos um aumento significativo da
oligomerizacao da molécula adaptadora ASC na subpopulagdo de mondcitos néo-
classicos AF quando comparado aos CTRL. Os dados encontrados em mondcitos AF
indicam que ha a formagéo do inflamassoma NLRP3 pela via canénica. Para comprovar
estes achados, incubamos os monécitos AF com o inibidor de NLRP3 (MCC950) e
dosamos a liberagéo de IL-18 no sobrenadante e foi possivel visualizar uma diminuigao
na liberacao dessa citocina, também utilizamos um inibidor de caspase-1 (YVAD) e com
este, também conseguimos detectar baixos niveis de IL-1B. Por fim, utilizamos o inibidor
BAY-117082, pois varios estudos demonstram que esse inibidor age na formacao do
inflamassoma NLRP3 através da via de MYD88 (157), e comprovamos com 0 uso desse
inibidor uma reducao drastica na liberacdo de IL-1B nestas células. Para ocorréncia da
formacao de inflamassomas NLRP3 pela via canbnica, é necessario o reconhecimento
de dois sinais. O sinal 1 para o processamento de pro-IL-1B, que pode ser através de
moléculas estéreis (como por exemplo a alarmina S100A8). Trabalhos recentes do nosso
grupo, comprovam que individuos portadores de AF possuem um aumento dessa
alarmina na corrente sanguinea (158); esta molécula pode ser reconhecida via TLR4,
regulando positivamente a expressao génica (NLRP3 e pré-IL-1B) (159). O sinal 2 pode
ocorrer através da sinalizagdo de DAMPs, que sao liberados quando temos o processo
de hemolise e isquemia-reperfusdo nos individuos AF. Os DAMPs, por sua vez séo
reconhecidos pelo receptor NLRP3 e assim temos a formacdo do inflamassoma em
mondcitos (Figura 40). Assim mostramos com este trabalho, que leucécitos de individuos
portadores de AF formam inflamassomas distintos

Nossos dados indicam que apesar de encontrar a formacao da inflamassoma em
mondécitos AF (particularmente do tipo classico) a liberacao de IL-1p por mondcitos em
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individuos portadores de AF provavelmente ndo tem grande influéncia no aumento nas
concentragdes de IL-1B3 e II-18 encontradas na corrente sanguinea dos mesmos. Esta
concluséo se deve ao fato de nao ter encontrado mudancgas significativas na liberacao
de IL-B e IL-18 em populagdes misturadas de mondécitos de individuos AF, no entanto
mudang¢as nos numeros de mondcitos nao classicos em pacientes AF podem contribuir
para concentragdes circulantes destas citocinas. Estudos recentes mostraram que
mondécitos de individuos portadores de gota também nao apresentaram aumento
significativo na secrecao de IL-1B, quando comparado com mondcitos de individuos
saudaveis, e que uma ativagdo de processamento sO foi possivel quando estes
mondcitos foram estimulados com Pam3 (agonista de TLR1/2), sugerindo que estes
mondcitos possuem uma pré-sensibilizacdo para caspase-1 ativa e que por isso apenas

apos estimulo do Pam3 foi possivel observar a secregéo de IL-1B (160).

Dado que o plasma de individuos AF se caracteriza como extremamente
inflamatério, devido aos inumeros DAMPs presentes nesse meio circulante. Avaliamos a
capacidade do plasma de individuos AF em ativar a formacao de inflamassomas em
células saudaveis. Primeiramente, realizamos este experimento em células imunes
(neutrdfilos) de individuos CTRL e observamos que este plasma foi capaz de aumentar
a ativacao de caspase-1 e a producao de IL-13. Porem como as técnicas para avaliagéo
da ativacao de caspase-1 ainda sao pouco tecnoldgicas, empregamos a técnica BiFC,
desenvolvida pelo laboratério da Dr. Bouchier-Hayes (Houston-TX), para investigar a
capacidade do meio circulante e neutréfilos de individuos portadores de AF para ativar
caspases inflamatérias através da dimerizacao por proximidade induzida. Dado que a
técnica BiFC poderia ser usada para facilitar a andlise especifica de interagdes de
caspases no nivel da plataforma de ativacdo para fornecer informagdes sobre a
organizacado estrutural e a localizagdo de plataformas de ativagcdo em células vivas
(131)(161), este ensaio foi utilizado para investigar a dimerizagdo da caspase-1 em
células ndo-imunes HelLa e células MCF-7 na presenga/auséncia de plasma e
sobrenadantes de neutréfilos (estimulados ou ndo) de individuos controles e individuos
portadores de AF. Nossos dados ilustram, pela primeira vez, que o plasma proveniente
de individuos portadores de AF aumenta a dimerizacdo de caspase-1 nestas células
(células HeLa e MCF-7) quando transfectadas com plasmideo especifico para caspase-
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1. Em contraste, o plasma de individuos controles ndo induziu a dimerizagao de caspase-
1 em células Hela transfectadas. Assim, nosso trabalho demonstrou que numerosos
DAMPs sao encontrados na corrente sanguinea de individuos AF e que estes DAMPs
sao capazes de estimular a dimerizacao da caspase-1 em células que expressam essas

caspases inflamatdrias.

Essa dimerizacdo da caspase-1 permite que as células que expressam IL-13
imatura processem essa citocina, com importantes efeitos inflamatorios. Curiosamente,
a dimerizacdo da caspase-1 em resposta ao plasma de individuos AF pode ser
ligeiramente mais eficiente nas células HelLa - pelo menos um efeito mais aparente do
plasma AF foi observado quando comparado ao plasma controle. Estes resultados
indicam que a presenca da expressao de proteinas necessérias para a maquinaria do
inflamassoma incluindo a proteina ASC e receptores NLR, tais como NLRPS3 (expressos
em células HelLa (136), mas ndo em células MCF-7 (139)(162), podem ser importantes

para promover a eficiente dimerizacao da caspase-1.

Embora ndo tenha sido possivel identificar o componente (ou componentes)
presentes no plasma AF que induz a dimerizagcdo da casase-1, dados preliminares
mostram que a proteina de ligagdo ao heme, a hemopexina (12), conseguiu inibir
parcialmente os efeitos do plasma AF na dimerizagdo de caspase-1 em células MCF-7
transfectadas. Esses dados sugerem que o heme livre elevado, um produto da hemdlise,
conhecido por estar elevado no plasma de individuos portadores de AF (163)(158), pode
contribuir particularmente para as propriedades inflamatérias do meio circulante AF.

Embora estes achados sejam preliminares, descobrimos que enquanto
sobrenadantes de neutréfilos CTRL (estimulados e ndo estimulados) ndo induzem a
dimerizacao de caspase-1 em células Hela, o sobrenadante de neutréfilos AF
estimulados com nigericina (uma molécula de sinal 2) parece apresentar a capacidade
de aumentar a dimerizacao da caspase-1 em células HelLa. Os dados podem indicar que
os neutréfilos de individuos AF circulam em um estado inicial e que sua estimula¢do com
uma segunda molécula de sinalizacdo pode induzir a produgéo e a secrecdo de
moléculas que sdo capazes de induzir a dimerizacao da caspase-1 nas células vizinhas.

Os neutrdfilos de pacientes AF utilizados no presente estudo foram obtidos de pacientes



140

submetidos a aférese regular, um processo que pode modular o estado clinico e
inflamatoério dos pacientes.

Assim, este estudo empregou um novo ensaio molecular para determinar a
capacidade indutora de dimerizagdo de caspase-1 do meio circulante de individuos AF
em células ndo imunes transfectadas. Dados preliminares indicam que o plasma e as
liberagdes de neutréfilos de individuos AF sado de fato extremamente inflamatérias e
capazes de induzir a dimerizacdo e ativagdo desta enzima proteolitica em células

vizinhas que expressam esta caspase.

Em resumo, apresentamos dados inéditos que comprovam que neutréfilos de
individuos AF apresentam um processamento acelerado de IL-18 e isto pode ter uma
importancia muito grande na fisiopatologia da AF. Interessantemente, o processamento
dessa citocina parece nao ser mediado pela formacao classica do inflamassoma NLRP3
e também nao ha a necessidade do recrutamento de ASC neste processamento.
Portanto, uma via ndo classica parece modular a formagao deste inflamassoma em
neutrofilos AF e que surpreendentemente, essas células sdo capazes de organizar um
determinado tipo de inflamassoma dependendo do ligante, o que pode estar totalmente
relacionado com a patologia em questdo. Observamos também a formacao da
inflamassoma em mondcitos AF, porem podemos notar que neste tipo celular temos o
processamento de IL-18, mas nao encontramos diferengas significativas na sua
liberacédo para o meio extracelular. Este inflamassoma parecer ser mediado pela forma
classica do NLRP3 e que neste caso ha a necessidade do recrutamento da molécula
ASC para ativacao de caspase-1. Neste trabalho, também foi possivel observar que o
meio circulante destes pacientes foi capaz de ativar a maquinaria de inflamassomas em
células ndo-imunes. Os produtos da hemdlise, incluindo o heme, podem contribuir para
os componentes inflamatérios do plasma na AF. A identificagdo dos principais alvos
moleculares poderia fornecer novas perspectivas para o desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas para reduzir o estado inflamatério na AF e, portanto, limitar a
inflamacdo vascular e o0s processos vaso-oclusivos que causam muitas das
complicagdes da doenca. O processamento e aumento de IL-1B na AF pode contribuir
de forma muito significante para a amplificagao da resposta inflamatéria nestes pacientes
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(2)(49)(51). Estudos in vivo com os inibidores de IL-1(3 e inibidores dos componentes do
inflamassoma seria uma opgao para o descobrimento de novos tratamentos para essa

doenca.
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Figura 39. Modelo proposto para ativacao de inflamassoma atipico e liberacao de IL-18 em
neutréfilos AF. O sinal 1 induz a expressao génica de pré-IL1B3, através de moléculas nao
estéreis (PAMPs) ou moleculas estereis que podem ser reconhecidas via TLR4, regulando
positivamente a expressao génica (do sensor e pré-IL-1B). O sinal 2 pode occorrer através dos
DAMPs. Os DAMPs, por sua vez sao reconhecidos pelo receptor NLR que recruta diretamente
pré-caspase-1, sem a necessidade do recrutamento da molécula adaptadora ASC. ASC por sua
vez, se encontra em vesiculas no citosol da célula (em verde), sem necessidade de
oligomerizagdo. A dimerizacéo e ativagdo da caspase-1 leva a clivagem proteolitica de pré-1L-13
para sua forma ativa IL-1B e liberagao para o meio extracelular.
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Figura 40. Modelo proposto para ativacao classica de inflamassoma NLRP3 e
processamento de IL-18 em mondcitos AF. Para formagao do inflamassoma NLRP3 pela via
canbnica, é necessario o reconhecimento de dois sinais. O sinal 1 para o processamento de proé-
IL-1B, pode ser através de moléculas estéreis (como por exemplo a alarmina S100A8) que pode
ser reconhecida via TLR4, regulando positivamente a expresséo génica (NLRP3 e pro-IL-1B). O
sinal 2 pode ser através dos DAMPs, que séao liberados quando temos o processo de hemdlise
e isquemia/reperfusdo nos individuos AF. Os DAMPs, por sua vez sao reconhecidos pelo
receptor NLRP3 que recruta a molécula adaptadora ASC para o complexo e a assim a ativagao
de caspase-1 e a clivagem proteolitica de pré-IL13 em sua forma bioativa IL-1p3.
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8. CONCLUSOES

¢ Neutréfilos AF apresentam um processamento acelerado de IL-1pB;

e Dado o numero aumentado de neutréfilos na circulagédo sanguinea de individuos
AF, o processamento de IL-1B pode ter uma importancia clinica significativa na

fisiopatologia da AF;

e Este processamento de IL-1B nos neutrdfilos AF parece ndo ser mediado pela

formacao classica do inflamassoma NLRPS3;

¢ Adicionalmente, dados indicam que também nédo ha a participacado da molécula
adaptadora ASC neste processamento nos neutréfilos AF;

e Portanto, uma via nao-classica de inflamassoma ou ativacdo de caspase-1

aparenta ser ativada em neutréfilos AF;

e Surpreendentemente, essas células sdo capazes de organizar diferentes tipos de
inflamassoma, que pode depender dos DAMPs (ou até PAMPs) presentes e que

pode estar totalmente relacionado com a patologia em questao;

e Existe a formagéo da forma classica do inflamassoma NLRP3, com envolvimento
da molécula ASC, em mondcitos AF. No entanto estas células ndo demonstram
alteracgdes significativas na sua liberacao de IL-1(3 e IL-18 para o meio extracelular;

e Alteracbes no numero circulantes de mondécitos (especialmente do tipo nao
classicos) podem contribuir para o aumento de IL-18 e IL-18 em pacientes

portadores de AF;

¢ O meio circulante de pacientes AF contém varios DAMPs potentes e demonstra a
capacidade de ativar a maquinaria do inflamassoma em neutréfilos e em células

nao-imunes.
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10.1 APENDICE |

Faixa de deteccao de sensibilidade dos Kits de ELISA usados neste estudo:

Kit ELISA Faixa de deteccao Fabricante

IL-18 HS 0.1 — 8 pg/mL R&D systems®

IL-18 DuoSet 3.9 — 250 pg/mL R&D systems®

IL-18 36.1 — 257.8 pg/mL MBL®

IL-1a 3.9 — 250 pg/mL R&D systems®

TNF-a 15.6 — 1000 pg/mL R&D systems®

HMGB1 0.20 — 1.0 ng/mL CD creative diagnostics®
HSP70 HS 0.20 — 12.5 ng/mL Enzo life sciences ®
IL-33 3.1 =200 pg/mL R&D systems®

IL-6 3.1 — 300 pg/mL R&D systems®

156



157

10.2 APENDICE Il

Avaliacao da ativacao de caspase-1 representadas através de dot plots utilizando
a técnica de citometria de fluxo.

A aquisicao foi realizada no citdmetro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson®) sendo
as andlises realizadas por meio do software FacsDiva. A deteccdo da ativacdo da
caspase-1 foi realizada utilizando o kit FAM-FLICA® (Immuno Chemistry Techenologies).
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Sequéncias de iniciadores utilizados em experimentos de qPCR

Gene
IPAF

NALP12

NALP6

NALP1

NALP3

AlM2

CASP1

PYCARD (ASC)

Sequéncia dos iniciadores

FW:5- GAGGTCCCACAACTCGTCAA -3’
RW: 5- GATTTCCCGCCAAATTCAAC- 3
FW: 5- GTTGGATTCCCAGGCATGAT- 3’
RW: 5- GCACAGAAGCCATCTCCTGA- 3’
FW: 5- CTCAAGGCACCACAAAACAA- 3’
RW: 5- AGGGAGTTTGCAGTGGGAC- 3°
FW: 5- GGTGAGATCAACCCACAGCA- 3’
RW: 5- GCCATTTGGAACAGGGATGT- 3
FW:5- GACTCTTGCACCCCGACTG- 3°
RW: 5- CTGGCTGGAGGTCAGAAGTGT- 3°
FW: 5"-GCAGTGATGAAGACCATTCGTA- 3’
RW: 5- GCTGAGTTTGAAGCGTGTTGAT- 3
FW: 5- GCCCACCACTGAAAGAGTGA- 3
RW: 5- CACTTCCTGCCCACAGACAT- 3’

FW:5- CTCCTCAGTCGGCAGCCAAG- 3’
RW: 5- TGTGACCCTCGCGATAAGC- 3’
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Concentracao dos anticorpos utilizados no Western blotting/ immunoblotting

Anticorpo Primario
NLRP3 (IgG rabbit)
ASC (IgG camundongo)
Caspase-1 (IlgG mouse)
IL-1B (IgG rabbit)
GAPDH (IgG mouse)

[]1primario Anticorpo secundario

1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:3000

Goat anti-Rabbit IgG HRP
Goat anti-Mouse IgG HRP
Goat anti-Mouse IgG HRP
Goat anti-Rabbit IgG HRP
Goat anti-Mouse IgG HRP

[ ]secundario

1

:10.000
:5.000
:5.000
:10.000
:5.000

Fabricante
ThermoFisher®
Santa Cruz®
Santa Cruz®
Cell Signaling®
Santa Cruz®
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Sequéncias de iniciadores (plasmideos) utilizados em experimentos de

Plasmideo
C1ProVC

C1ProVN

C1ProVC D59R mutante

C1ProVN D59R mutante

transfeccao

Sequéncia de Iniciadores

FW: 5- TGAGAATTCCTATGGCCGACAAGGTC - 3’

RW: 5- CGCGGTACCTTGCATATTAAGGT- &

FW:5- TGAGAATTCCATGGCCGACAAGG - 3’

RW: 5- CGCGGTACCGCTTGCATATTAAGG- &

FW:5- TTCGGAATAACGGAGCGAATCAAAGCTGGGTCTTATCCA - 3°
RW: 5- TGGATAAGACCCGAGCTTTGATTCGCTCCGTTATTCCGAA- 3
FW:5- TTCGGAATAACGGAGCGAATCAAAGCTCGGGTCTTATCCA -3’
RW: 5- TGGATAAGACCCGAGCTTTGATTCGCTCCGTTATTCCGA- 3
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10.6 APENDICE VI

Concentracoes dos plasmideos utilizados nos ensaios

Plasmideos Concentracao inicial Diluicao Concentracao final
ciVvC 1 pg/ul 1:100 10 ng/pl
C1 VN 1 pg/ul 1:100 10 ng/pl
ASC 1 pg/ul 1:8 125 ng/pl
dsRed-mito 1 pg/ul 1:100 10 ng/pl

VC: fragmento vénus C-terminal; VN: fragmento vénus N-terminal; C1: caspase-1 plasmideo; ASC: ASC
plasmideo; dsRedmito: reporter do experimento de transfecgdo (marcador de mitocondria).
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10.7 APENDICE VII

As concentragdes inicialmente utilizadas para o protocolo de transfecgéo foram: 10 ng
de C1Pro VC, C1Pro VN e 125 ng de ASC. (A) Para verificar se as concentragdes dos
plasmideos estavam corretamente diluidas e para avaliar a integridade dos plasmideos,
checamos as concentragcdes no nanodrop e aplicamos em um gel de agarose 0,6% para
avaliar a integridade dos mesmos. (B). As células utilizadas no estudo foram
transfectadas separadamente com os plasmideos nas concentragdes acima, no entanto,
a eficiéncia do ensaio de transfeccao nao foi considerada ideal (< 20% de eficiéncia de
transfeccdo) e decidimos usar concentragcdes mais baixas desses plasmideos (5 ng de

C1 Pro Vc e C1 Pro VN), para o qual observamos uma boa eficiéncia (C).
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1- 5ulde C1VC

2- 5ulde C1 VN

3- 2 ulde ASC

4- 5 ul de dsRed-mito
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(A) Titulagao de plasmideo para o ensaio de dimerizagao de caspase (BiFC); (B) Células HelLa
foram transientemente transfectadas com os plasmideos C1-Pro VC (10 ng), C1-Pro VN (10 ng)
e dsRed-mito (10 ng) com/sem um plasmideo codificando ASC (125 ng); (C) Células HeLa foram
transitoriamente transfectadas com os plasmideos C1-Pro VC (5 ng), C1-Pro VN (5ng) e dsRed-
mito (10 ng) com/sem um plasmideo codificando ASC (125 ng). As células vénus-positivas foram
determinadas a partir de um minimo de 100 células positivas para dsRed-mito (contagem
manual). Para uma boa eficiéncia de transfec¢cdo recomenda-se uma porcentagem de 20-25%
de células vénus-positivas.
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11. ANEXOS

11.1 ANEXOI

COMITE DE ETICA EM
PESQUISA DA UNICAMP - ‘GG ° ™
CAMPUS CAMPINAS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: A INVESTIGACAQ DA FORMACAO DE INFLAMASSOMAS EM PACIENTES COM
ANEMIA FALCIFORME

Pesquisador: Rafaela Mendonca

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 31962214.1.0000.5404

Instituigdo Proponente: Centro de Hematologia e Hemoterapia - HEMOCENTRO

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARC A PESQUISA DO ESTADO DE SAOQ PAULO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 942 083
Data da Relatoria: 29/01/2015

Apresentacgao do Projeto:

Trata-se de emenda ao projeto original, na qual pesquisadora solicita inclusao de pacientes recrutados em
outro projeto ja aprovado pelo CEP, de modo a aumentar a casuistica e acompanhar o quadro inflamatdrio
destes individuos. Nao havera necessidade de aumentar o volume de sangue a ser colhido, de modo que
esta condicdo se mantém em relacdo ao projeto original, assim como os termos do TCLE, que nao sofrerao

alteracao.



Objetivo da Pesquisa:
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Red cell DAMPs and inflammation

Kadmeln Mondunga' - Amgithes A A Shvwira' - Nieals Conran’

Bocwtend 20 Mepsary TN Baviaet IV ARl J000 0 Acsamedt 11 My B0 s ded stee | liew D08

C At dsaninnl Nadeg 218

Abstract Doy sl hessdy s o e desti i of wd
Tonnd colle 1 B cwanlabion cme ol I messs Ba
conen tw liading e acspuesed bessal o ane i soble ool
Baraw and eihalesseimnie, on witl de durmg i ane

Tomeilyth diveasen. sl o pedstary hiypecienssn il
Bop wboens, o ibely plans o ke i wpe e comprlicsca s
o ikl ol disease s o endimtedial wctivalon Ve
anline priesers e fasm jy

U Mgy Commr, Sebwnt of Maduine, Usisomity of
TMRAVAL )

Reywards Momdysis  DAMN  baflansimmns
Hod bhooad colls Skl ool dlveme  Tolllike moeps
Red cvlls amd thebr disorders

Thw ol colln, or erythimcyies, n B st sbundent oetla
W e Dlool, whane thetr sues Tunctes s % ampon

ay e h e T el hroughot e e Thew
eelhe wr aimn beate Bhotmass dlacds |l desting g
Enhangy and b Afunnahiliy Wiy few

whr e koo e l Beer, withest e el of
Besoghdin i e plasiie EANu e sl
Pemdyabns O the mmommeroans sl ol dowmders e e
e are Sstinpeiahied by 4 el e in el o sikemse I
o T T e R T | N TSP T R o
Ry aleer et e g rrened ery e e Ao en



o

B Newdmgs ov ot

precclumpsis and safoctions, soch us those cusad by
mstlaria or Claseridium perfringens | 3, 4 (see Table | fora
summary of some of the major cwmees of stravascular
hemalysis) Hemolyte semis can sl oocur following
high-done meruvenous imsesnoglobulin (IVIG) sdminis-
trasion, where non-O Sood group patients with underlying
nBamamnory o immune-medbatod Sondens o roportedly
o ancreased dlk of hemodysis (8]

Some of the bereditary hemolytic mmemiss (cwmsed by
ahorwtions in hemaghdan or allerstions s the med coll
weribwune o 1k eneymes) van als present augmented
intrwvascular  hessolysss, in addition W0 evemvascular
Demmalysis. Hemolytio amemas is chanmterzed by deonesnl

Fabde b Mapwr chimienl commen il bty we

hemogiobun levels (rypically below 10 gl bu neacihing
o bow s levs than 6 gAll, in comes of sovere Bemolyvinl,
ratoced red biced cell cousrs und Nupoglobin leveis, o
adfition 1o increased baliruten levels (6] Additenally.
ehevisnt plasma lactase drhydrogenase (LDH). mmmcosbarty
of the EDH-T st LOH-2 soensymes. has heos suggesiod
10 be o murker of latruvasculr Remolysis |8 7] Cleosie
hemcdyws often presesss v anema when enthmposes
canmt mech e pace of el ool Sevncton, ading W
retculocytons, s adlicon o masfesatens weh -
juundice and galbsoses that oocur s & comeguence of
hemcglobsm sod heow catabolisen (5] The hemoghobm
Wisordders, sach as sichle cell diaesse and [ ohubocris, o
Imduce exmemive el ool dewrucsom wmd themdore,
intrwvascular hemodysen amd. although evamsively shnbiod.
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(HS) i the enythmoyte. The mow common fonm of the
i iv homorypotic HHSS S (wackle cedl amentin:
NUAL shhoagh othes pesssypes in which one sckle peoe »
co mherned weth anathor mwataton that whers the b ghotn
chie s exiel (for exangide, HBSC dacmse and HBSY
Bualiwecrmiar snd. Wogreher with SCA, thewe are oullectively
denominsted wokle cell Gaeme (SCD) (10

At low comcentrations of osygen and Sgh homagiobun

i
i
|

|
I
i

vomplicatuess wre reponed 10 be desis sied wih aplenes
oy i Babalevemia mcluding o wcremed el of
whoction and sommn throoteoenbolivm [14] hessdes
wogmaticant Bt owards iy scoulee bemolysis |18 160

Navcolur nflumanation und hemolyte discases

Incrwasing  evidence  empdisiees e partiogution  the
flunamating (iaveses sl cnsnng vasoular dyshucsinn
ave e paisophysiotogy of many of the hemulytic
Gormes. In SO, for osample, the ook snflammmatory
e s satod with O diseuse drives u vl e of
P ceflala activatsm imflammn vy mehaior ieleme anl

levkocyte snd rod cell mocrutmenst 1o the endohelom,
oudminating W the oochusons of Blood vesacls puome ularky
18 the macnn vculsum The diving roke of inflammetcm =
SCD sasr-occtusive procewes has boen reviewed i swer
detall in [17-19] wed these mechsmssms we summrised =
Fig | SCD vasocochusive provesses are sespossibile
the scute painful cpesodes that se 2 charscteriste of the
disense and, indirecsly, for many of dw discase’s congpli-
catons (200 In sdditew to other snggenng mechanism.
such as repeated events of hypossa ancd reperfussn. 2 clear
vude Bor srmravase uler e dyses in the smtistion of s ular
Iaflammation @ M1 s anerging |18

Chrome Moo trasfusion of some indiyidush wish
thulwwemia ofen lesds o irm overbind sl ovefire
low -grate  mflummation. cndothelial  ativation and
hugher candborasoular ek (21 Purthermore. splemecioony
Iwnetimes employed in he  mamagoment of  Bihe-

[
{
:
i
|

with complicutions of the disease. During corebesl and
severe malana duw W Plommafiom fuh iarus (he batter
hesng Chiatmteriaal by the dysfasctivn of (e heain e
sl by orgun. winh oe the hamgs or bidneys ) mapsenind
peor infammaton cylobine prsduction celluler sdhesem
evdethelial aous wson winl decrrased
NO b atlatwliny camse the adhesion of red hhood cels amd
lewbenytes 1o the bras sod hing vasoulatione . rospedctivety
T the st the compenibon of cerebesd capilianes beads v
blood tesin hamer Syviuncion wd edana, whike the
marg it amd subsegaent migratum of rel Moesd ceble
fowhonytes and platebrs fom B lung mwcroy e wlshes
W e il Ussne sitd B alvedan a0 e can lead
Ihe moute hang imgury and woute megwratony distress sy
Aromvee Ot Com e ansontated with wvors msbana (4]

t

R ool DAMP
The hemobytic process by 0 the releme of 3 mesber of

vl cell compunants that are meogmised ws DAMPE which
can Wigper o Mende afanunmory mesgenise  Frythin e

© g
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vl dhestruction v listod bedow sl in Table 2

Mgl e e

Lpon thw destrcthon of (he ved celis in thwe Mo vessels, »
slgnioant quamity of hemoghdsn sl other comests of
e woll ww roloasodd inio the cuvtaton 11 this vetl-five
hemoglobin s st swiltly  newtrnlioed by specialiond
SOVENPET eI W Catiee St despe i the
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pofione e phacher kBl e e bs md odl DAMN
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wrte (N ), whie (rom niosy hemsoglobin may sl be
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Moo bt (M-I’ ) (26, 271 Wit (e S altmmsstsm of
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Wering deusygemition ), amd ibe mabiction of st e NO
ey shewn y premannend g b b 1o e sent s B fin e
oention of serw of the Mological vy of NO s e
chreulistbon (20, 39, the immedinne iowsnllabslity of v
Cule N (s emntinlly comshdersbdy  deviomanl dlng
Banoly e prosesses, potentially sugawiing vavs o
o and alterang ool flow Sisce NO o ala imporsant foe
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IR0 NSTL Bpewnanily,  heorme, Bt e posphyrios
without son, com 2t s a DAMP promucing the formation
of the ifammusome in LPS primed macrophages | ML in
WA o ducing bk recopior (TLR - maxbatod

oo, an eviomely inflammanry
cysmonie aenivity [5TL Ax o result of soch onidant reoc
o, Dot Can abace signilicant mavtive onygen spesivs
CROS) gevwnatlon and, therefoee. axibative s (99, 40|,
wddnionally, recopeor mediatnd  ROS  gemeration  may
oovur vin signaling pathways invedving protein Kimase ¢
(PRCY wd plwmpholoositeds Shinme (MK e

Do saigpenting & sl for Seme in smpdilylng the inmaie
om0 s o ke roteal mederwios [42] In meen
and oo vasculse endothelad colls, home  has  been

shows W induce e Lacsor expression In an NFx-
Wependent Tashion [47), while, nwwe socenly, hemelaken
le has hoen reponed in

athere w0 amd transfer heme W ondothetiad cothy, mmcmg
onidative e ol spoptons [

ATP und sdeoonine

Adenonine & ingenghand (AT lus vasstive properties

ATE In the cunse of ol culls, ATP can b sl folb-
lowing cefl lysis amd there s soguris b indicats Wt ot
el refesse ATV when wibjected s hypovie and redoced

Oy potanthal DAMPY dhar may e mehessad by damagod
red velhy inchnde soone of the b shock postmins (Mg

U trpe
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Hsp 70 hae beon identified in masture ervtheocytes [S8] and.
while HepT0 has o peosective chaperone fesction, Sy
ATP-drven protein can stimulme

moacroghia and dendritic cells via the TLR2 and 4 and CD 14
pothways, keading 0 the activation of intraceilader sagnal-
g putvways [99). Funthermore, an HspTO-TLRS aum b
been implicated in  albumin stimelsed enal  tobelar
wiameation i mice (604, In progsant women  with
hemolysis, elevined Bver enzymes and low platelet couse
sndrome (HELLP syndrome), elevated serum Hsp™)
Tevels are thought o indicite tissoe damage, due W0 hath
bemolysis and hepatocellular injury. and discase severny
{61} Upregulimed leveds of Hsp?t have been reporied m
B enthncyke protwame of FIRER-tsaliscsrmin patiots
F62] and incresnel levels of circulmting serum Hyp?0 kvel
bave been descnbed in SCD individusls durmg vaso-oc-
clusive croms 163]

HL-33 s 8 nuclear-poociaed T famidy cysoline ths
sgmals via the $T2 receptor, imducing innase cmmune cells
w produce type 2 cytokines [64]. A major source of 1L-33
may be the mod cells, which have heen shows W iclese
sqgmdtican amounts of this cysoduse upoe thew hesnodysis.
Circulating devels of 1L-3) show a pasitive cormeliion with
B degree of hemolysis i SCD passeniis [65), while ole-
vied I35 tus b been observed W conplue wah
dwane oty in amoimone hemolytic anemia [66]
Clives e ability of IL-33 10 induce the socretion of uo-
llamenatory cytsolbines, and promese sespomes by cylo-
o NK cells and repelatory T cell subsets [67), this red
ol DAMT may conceivably sedisse some of e agnifi-
camt inflanunesary resposses Sl ae obwerved following
bemolysis.

Mitchondrul (m0 DNA may buve & ke in werile

WEDNA oy he enhancal by the onkdative modifestions
tat occur duneg oxidative sress |10, While matere ery-
Brocytes do not bave functomal metochondna, they appear
W gl soine revidual neDNAL which bas been detectod
eed celd peoducts [ 711 Cycluptulin A (CypA) s & DAMY
Sul has been asocieed with rhewmutond anthrite, bver
gy and wevore sepain sl that Gan st e o chemaotactic
apent Tor inflammesry cefls by binding w e CDIST
recepucr wnd durectly simuliming the releuve of & sumber of
wflamematory wedimon [T2-75] Alibough, s our baowl-
odpe, extracelbalar CypA hes min heen assoctated with
bemolysis, it hay been identified W e erythrocyte
cytosalic fraction by geotoome studion (761 where & W
0 perse fros the seticslocyie stage of red oot
maturation | 77] and could contribute 1o the red hood cetl
DAMP that ww released upon erythmocyse Tysis

© prager

Inflummatory pathways stimalated by red cell
DAMPs

Extruceflular trag formation

Eatraccibedar waps (ETs) are oow thought % be essential
For immune sespomses; hese traps are fommed by resculate
structases of exracelinlar DNA and gramular proceins that
can be relessed from monocytes, eovinephils and mast
colb, bt particularly from sexmrophile 78] Widin min-
utes of activation by moleceles soch as bpopolysaccharide
(LPS; the major componem of the outer membrane of
Crram-scgative hacserial. neutropbul wmberge 3 wnes of
proveses that include defobulason of the secleos, ceo-
mann condensation, divimegranon of gunelr membranes
wnd misiong of the ocll's nuciess al cytoplasmic comsents
[T, 80}, These ceflular contents see then cperied thevagh
the raptured cefl membeane, resulting in the extruson of
NET» @t are more than lenfold the volvame of the sen-
uphil. These NETS s thought oo be lmporsnr for dost
defeme against infection to mmmoblize

growing evidence iBcmes o ke for NETS i & number of
inflammaory  ssd  autoimese  dsopes  wch  w
weherosclenones smd sywiemos lapes aryibemutonns (82, §3]
The presence of NETs has abo heen reponied o SUD and
transfusion related ocute bng injury (TRALIL & magor
cune of mumbwsion-relned meontality (W4, 851 both of
which are charmtenisod by vascule aflanouton  with
imphcations for the participstion of hemolytic processes or
products (derived from stored Nood products ) respec-
tively, in their puthaphysclogy [W-44)

The stvation of sewtrophils by heme 0 laduce the
praduction of mflammancey molecales. such 11§, ROS
ol coll migration. hus heen recogniced B some time
(360 59, WL A crucial mle for heme in induceg NET
formanon 1n nestrophils afser prosafamoson cytokine
priming has bovn suggested [91], where this NET geo-
duction aceun e 4 ROS-dependent munncr, sl may be
dependent on beme wen |88, 41| Furthennore, theee &
evadeniw 1 imdhcate i NET formation s segmeenied =
SO, whers they wne likely pathogenic (84, 1] Free heme
s abo bees shown w0 duce the formaton of must cell
estracellular traps (MET«) in TNF-primed mice mast oelis
P SUTY mice, possibly mediated by the sction of TLRS
sugpestimg 4 commevation of deme instuced MET formaton
10 SCD pathophysimingy (921

Red celt DAMP and TLR puthways

TLRs we membery of the saperfumily of pattern recogm-
ton rpcopeons (PRRS). TLRs are locatod on the cetl surfsce

172



Bt cnll DAMPS oot (o arvrration

o

of both immune cells teg, mocrophages and dendritic
ol wnd pomimimie colls (e g, epithelin, Hbeobdast. aml
codothellal collv), where they cun detect pathogen avwcl-
el molecular  pattern (PAMPY) sl endagenin
wlammtory DAMPY (93, 64] The TLRs are type |
wsavenibrane glyvogeitein rocopeon i contiln keugine.

TolIL ) vevepton CTIRD Ghosmalin than ieiuntes o st
sgnading (95], TLRs can be divided o two groups haseil
on iheir cvliulir bocnlization of lugamnd inercton: TLRs |
240 und 11 wee Tound on the sell smicfice, where iy
Uesect g, Biporpteing sl pooiesns. I oo, T1Ms 3
wnd T4 are localioed w the membranes of esdosomal
vomgurtinents (mtrcelluler TLRS and rocognise bocteras
i virindorived ol ks (98] TLR exprossion o
fors on different cell types amd, oo the wime cell fype,
wgniling hy Bifferomt TURS mny vsnlt im deserswe offens
1UT) e pathoways of vell activatons wnd  pashogen
woapnstion in newrophils, for example, e repslated by
different  TURS  thar commnl  onmbative o hamiams,
fanmmory cyielime peodin o and diffeent coll deamh
pettieiys, o comerol the velt's mleroblellal and wfun.
Iy setiviey |97, UNL
OF the getential sdd coll AMPS, Fap 70 el st DNA v
Bt Rmown te wtiimbine TEM CTURD w4 aml THRY,
respectively L while hewse exores & oumber of Inflamumatery
effects vin mctivation of TLIRE LI, 99, 100] Methe
woglobin (the precuesor of Toime) [10F] s doses
TEREdogundent  sevretion ol INF from
mbcroghie sl macrophages. Hime can s imduce s
ramned pecrosis b tsngpbuipes, by mesns of sitoerine
INE sl ROS prochiction vin o TLRYMy DSR Qe peonadem
Pty [102], and TLRA madinned corebesd infanmimation
i oan itraoerebedl bhenmrrhage OCH) mael (100, 108
INE, Itk s psent Wiamininory cysokine i
mduces endothetisd activation, ipl medsator expressinn
el e nctivation of Toulouyton (LML as well s sk
Bating et soevival, differontinbon sl proliferation v (S
seoeptons TNE receptor | CTNIRE) and TNFRL TNF b
been reporsd b0 be elevated 0 SCD and
mtlietin | HOSTOK] whaore it b imesmedd 1o play o iajor mle
W the intlurmmmsny state assocsated with these Bl
In the specitic context of SCD, heme i reposted W
ooy TEMA sctivity, lending 10 sowte lung ey 0 0
shehle mibee mnded [1O9] aid Indies vises e lusive e
procewes vis TLRG medised danape 1o enduthelint cefly
I SCD mice (3] Tramsergeome profile  hieessybsnl
Ciustering Mentitied TLRA we belng over LMol e
exprewed in the mononuclear cells of o group of SCD
petient. compared o healthy controls [ 110], whele the mast
wells of SCD mice expeess sigmlicantly begher TLR4,
vorgured %o ool ive |1EL] Endividuals with msiluta,

mother doease chunctersed by hemetyses | 1121 proves
chevasel plisine hemme cuncentrations. o desociation «ih «
decresse I endotheful progennor cath (EIC) und g
memed  TLRE  expression.  In viw  eaperiswenss
Uemmmarated that Seme sduonl CXCL IO exprossm sl
gt in D s ooy e iber ek il oot
CHIVEC) and CDNT bemmpetetic som sed progenios
ol (HSPO) via o TLIA depemdent puthway, imdsoming &
ol B e herne/TLIE pathwny I maberie puifungemenss
1y,

Activistion of TLRs on Seubocyter, macnphages. othar
lmevniow colle, vasoudar wmnth miioc ke oelbe mnd omboetee
Bal cells can posult o B nomased pradacten of

AR b e e gdvy sbeodogry of waany of e Doy e
diseasen, wch as SCT) wed prtentiadly commng damuige o
i sl as B Kidnays il heum (90 L Farther
e, TERs have boon implivated = pein dgnaling
LIS, U] o Beding st ookl be of e i SCD
1y

N2 When (e s bt i capian | s bivaiien ol ihe
arturation wnd nebewse of T wos Sk sepostedd [ 110 &
I mow well scorpond (et this mechamsen = hagely
vesponaible for the matius s sl miosse of e I8 1S aml
TN eyohimes, abbuugh o comples orgamiation of
mliple proscine and palhways is ooy B s
vl D hiion ) cylokine matuntion. B Semion of
he inffurmmasecsnst poilte 0 ool pyptiois & pe of
programened cofl death W] TR st 108 aetivane ot
Mty mliwsivr intwractions o embohelil ool v
oolar wth mesche celbs et Renkonyies o Bel
Interactions with the I ) type | roceptor (FL TRE) and the
1IN poveptor » (B LNRaL, povpctivnly Thise cymbine
wheor stluibate the relonse of TE6 wnd BLET (0100 and
fterfernnt 1PN 7, 12 and 002 (L PR which o e
stiemabate T-hefper (T | sl Thi7 type s sovprmes
(L
Inflinimisime Remation can ccoe (0 regesne o o
mitcrobtl activaney and stenle inflammatoey wgmab, weh

173



L)

evidence for i ol of sed cull DAMPS 10 inflammmasene
formation In growing The inflasesasme s formed by o
bt in complen. comtiining PRI ofen oprosenind
by the NLRIN (abo known as NOD ke NLKs),
which sovngnion PAMPS e DAMN, Ower activaied, the
N oomle muliiphs oophes of e adeprar  peoteln,
apoptonas rebated apeck hbe podein comamng & cavpese
et dommsain CASC) sl peosuspuse: | Cliavinge of
o e 1t e tivaed furm hes ocoms, which o
et Cheaves oo e tewbim 1010 and pro EL D it e
Ioective forms [10-022]

T P

OF the inflammraisonmen, the best characnrisod bs the NLUPY
i, whics i fonsesd prim ipally s mutiogbels,
wacrophuges. mosouytes ad demdeing oulls i 8 apsd
Aeapnise b ity slimml (130] b mAlisim o ihe
NLRIY infhammasonme, NERPL rebinons b indo ible
ponet 1 ORIEE 1) abwont b mlanonmn (JAIN) et 1L 18
CORVINE  enme ok activaling  Tactor  (IPAF)
s B abve Bown eporsal [TV Pl T, 12
NLRS have boom khentbfind b huowians, sl M s wce. The
pronctos of this family all presess C mrminad o toh

by wipnaling iniermmediiates, such ms 0 poduction s i
oeliubar potissiien Nevels 1120) amd the gewratiion of
wishondrial ROS (137, LI Pollowing dasger signal
ognlon, e mtivaisd NERPS pagully oo

mAvlion oF procapase | i form caspuse | it sibee
Auesly iodaves the mmirntion smd subsegaent sebosse ol
wyshines of -t P ) Ty (129)

OF TR which bs wen fod s Ow influmimmeonse for
Ghenvage by cmpase | o oo metive B (12N P
enaple, for heme o nduce NLIPY  (nfamimasons

L teringen

i ad NEREY bivation i ROS gomerabion. NADIV
onhbese 3 INOXD) ol Ko o ae ol ovemndd e
NLRPY pomvanom (i this sty [ M1 e anether sinly,
et was suggevind W siivale NLRPY

fornabon thvngh PIX pecupions. speviafly S FIXTR
ol PIXAR with & poteniinl nile in bidory nfammation
IR Dnovwased exsrmcnlinhar ATE bvels ae abo (houghe
1o aphly Inflammmatery rosgemses by prurmoting NALPY
s avsonddy via e PIXT ocopeer |54 100

Hemoglobinheme scavenglog proteim

The irganiem con commarr Remoghim seboms fom wl
Dl colis & bb swmvemgms (enmvios s B s Barpiog lobun (M%)
wrad homop i 1P, proddi ol masaly by Repatin yses. i e
e phase plasma ghycopetein whese synthesis can b
wprvgulannl by inflananacry  siimmbe partioubarly 6
PN Thie M0 pocmuten conm il tighaly o Tom Rammaghoiin

Poly g sosdiing = hrew waajor HIP gemotypes 1hpl |
Mp22 el Mpd ), whose frequencion appear 40 vary
wcvrding w geographical region. WP phenoty pe may have o
At amt il oo s fammationy ates et iharly W
Iy e s @ e o e mts e has hows
commianenily lmkd s B Hipd- 2 phemorype (101w 11T)
whah while aggronily presersimg HIY s hemeaghnn himb
g copaeny 1O DM ey oot the clemmor of ihe
hewwyglobon - P comgrdes ol CDIAN dupendent st i
Marmimaiewy signabimg | 100 1430 Curnem datn e guniing (he
ftience of Dw 1P penotype oot infammmmmory it of
T Bernoly i diseases are swarce e Hipd 2 pemnype oy
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represent o rish for premature sberosclerosis and o
ovirtinsd e chiliben wet s fisionsdepesiont  [Siha-
lasseria (145 however, no HP penayple effect an
nfammatory cytokine production was reponed s 3 popu
baton of  individusds with SCA s Bewall [ 144],
Paradontcally, o mubar i somme stindies have ponod dats s
sugpest & protective effect of the HP2-2 phenotype againg
Flasmodium (aleiparum sfection and intlummatory medi-
W peodintion | 145 148)

Hemopensn s stdor moute:phase phasima ghyvopuein
thatt Ix abso prodeced grincipally by the liver in response 1o
ofamanatory stimali [ 149] Hompesin con b howe (once
edeasod Trom onulsed homoghodul, seyuessering o i an
Mt fowm for iemmsport o the liver [25) sl poeventing a

pro-uxnbaar s and v nflamerinay effecn Adbboemnaily
e snall Speaalin pracin. Alpha- | onsroghobudin (A LML
Fonasad i plasinss 4l boasiars cam abi Meand e gl wovosgs
hemme [130, 151] The heme mumponed W S kver by
hemopaexin can then be cloavad by the HO-| onayme. pew-
owting  Mlivendin, cubve okl sl e The
evproaiom of this cssyme n wvegsiated by Bomog b ewe
hevwe anl repeesents & prumacnsy feedhack e hasean
LIS 180 Howewar, o evemte chassctsstond by cuammne
ey awular henudy s ihese ¢ Demuast b S
cheannce me: s can he overs hetmal. ideod 1P sl
hempanin deplotion ewn i vkl coll smeme ol her
Newamd st aneminie, wind lvebs of e prosessn sy wwse
late wveraly with disesse severiny (154187}

"l " o
W Pareem asrme Nerreadt ve BAOPY
Hote Lald BT ey, A% onet wet copme |
Iretiral et seTyReTerts
1 . I
nm LS SNV e ey

Flg 2 Bed ot DAMPS and inflamimabony  sehimars Duirage
wnninedd mnedecnlar patmns (DAMPY] v sebomed frimn red Shos!
wells domg Semakysls In barn DANDS sty os tomse. ATP anl bnp
tieate endtiied cells macnphages ond lesbsyien i seere
Thove sy manibomie socopions wnh o ol dike revepue 4 (TLRG o
PN renpectively, or othier srbonon secapton | dw endbotheliim,
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Conclusion

Although hemolytic pcesses bave long been associated
with # docreses s red cell mass andd, therefure, imsufticient
oxygen delivery 1 peripheral towes | 2], the mape nflans.
mathory comseguences of intraviecular hemolysis and their
potessal puheghysiological significance have caly been
seoogabsed o reccotly. The releme of lurge quastities of
red cell DAMPY into the circuligion, o not neutralized by
e protective mechanivms, hie the potential 10 activae
g sfannimaoey [aton sy B e koo 10 perticipale
0 magor inflassmatony iseases. badoed, evidenve suggess
th the mujor red cell DAMP, heme, is able o activae

hemwdytn disemses, such s priapiam, pulmonsy hypertes-
won and log wloens [16], and sy comnbale s specite
complicieion of viekie cell disease wich s codathelal st

of the release of hemoglobin and other DAMPy during red
oell destruction. Tn sl ol diseuse, For evample, te
pome upgwosh for rodeding the effecis of hesoalywis
okl be the use of goow oditing or anti hessogloban. 8.
theraphes to prevent red cell lysis, Howgver,
Thew of such terapies (o the enly partied scess of
evinting therspies), manners i which o nectralise hewe
globin sl ity products and the Inflammasey downsirenm
effects of rod cell DAMP release im the clroulation shouk!
developed or optanized. Such approaches may incbale
use of purified or recombinat haptoglobin cr beme
NO donors (or sdulimons of downstrenm  NO
woch s guany e cyclise stlvmondahiteon),
antlanflameatory dregs. sech as anti- INF agonts o 111
rorplor amagonists, s sticoicants,
Achaornbvttgrments M. e Do Iy o gl CAIES, Nl

AA A S W fanidad by o gt from FAPESP. Bowil. The sudwn
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