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RESUMO 

A hemoglobinopatia, anemia falciforme (AF), apresenta uma fisiopatologia 

complexa que resulta num estado inflamatório crônico, fundamental para o início 

e propagação dos processos vaso-oclusivos associados à doença, bem como 

muitas das suas variáveis manifestações, como a síndrome torácica aguda, 

hipertensão pulmonar, AVC e nefropatia. Acredita-se que o estado inflamatório 

crônico da AF seja resultado de processos de hemólise intravascular e de 

isquemia/reperfusão; por sua vez, o processo vaso-oclusivo é desencadeado 

pela adesão dos glóbulos vermelhos e leucócitos ao endotélio da 

microcirculação, formando uma barreira física para o sangue. Atualmente, o 

tratamento da AF é limitado à terapia de transfusão de eritrócitos, transplante de 

células tronco-hematopoiéticas e alguns farmacoterápicos (como a hidroxiureia) 

que mostram eficácia em pacientes AF. Acreditamos que a formação de 

estruturas do inflamassoma nos leucócitos de indivíduos com AF possa 

contribuir de forma significativa para o seu estado inflamatório. O inflamassoma 

é um complexo proteico multimérico formado em células inflamatórias, sendo 

constituído muitas vezes por uma molécula sensora, (como a NLRP3), uma 

proteína adaptadora, denominada ASC (Apoptosis associated speck like protein 

containing a CARD), e a caspase-1 (inflamassoma clássico). A formação do 

inflamassoma pode ser estimulada por uma série de moléculas liberadas durante 

um processo infeccioso ou durante danos teciduais/desequilíbrios metabólicos; 

estas moléculas são conhecidas como padrões moleculares associados a 

patógenos (PAMPs) e padrões moleculares associados a danos (DAMPs), 

respectivamente. Este projeto teve como objetivo comprovar (ou não) a 

existência da formação de inflamassoma nos neutrófilos e monócitos de 

indivíduos com AF, bem como identificar os componentes deste complexo e os 

possíveis DAMPs que podem contribuir para a sua formação nesta doença. As 

técnicas utilizadas para este estudo foram: ELISA, citometria de Fluxo, 

imunofluorescência e microscopia confocal, citometria de fluxo com imagem, 

PCR quantitativo (PCRq), Western blotting, co-imunoprecipitação, cultura de 

células primarias e de linhagem, clonagem de plasmídeos, ensaios de 

transfecção e a técnica de Bimolecular fluorescence complementation. 

Concentrações circulantes de IL-1β e IL-18 foram encontradas significativamente 

elevadas na população de pacientes com AF estudada. Além disso, 



apresentamos dados inéditos que indicam que neutrófilos de indivíduos AF 

(neutrófilos AF) liberam IL-1β em uma quantidade aumentada, quando 

comparado a neutrófilos de indivíduos sadios. No entanto, de forma interessante, 

o processamento dessa citocina nos neutrófilos AF foi dependente da atividade 

aumentada de caspase-1, mas não da participação do sensor NLRP3 ou da 

molécula ASC. Assim sendo, sugerimos que o processamento de IL-1β por 

neutrófilos em indivíduos AF não é mediado pela formação clássica do 

inflamassoma NLRP3. Em monócitos de indivíduos AF, observamos o 

processamento e liberação de IL-1β e IL-18, mas não encontramos diferenças 

significativas na sua liberação para o meio extracelular em comparação aos 

monócitos de indivíduos sadios. No entanto, dado o número aumentado desses 

leucócitos na circulação de indivíduos AF, não podemos excluir a participação 

dos monócitos nas concentrações elevadas de IL-1β e IL-18 observadas na AF. 

Evidências indicam que este inflamassoma, formado em monócitos AF, é 

mediado pela forma clássica do inflamassoma NLRP3 e necessita do 

recrutamento da molécula ASC para ativação de caspase-1. DAMPs são 

significativamente aumentados no meio circulante em indivíduos AF; 

demonstramos também que o plasma de indivíduos AF é capaz de estimular a 

formação do inflamassoma em neutrófilos e, mais importante, é capaz de ativar 

a maquinaria inflamatória em células não imunes transfectadas. Esses achados 

são importantes para o aprimoramento da nossa compreensão da fisiopatologia 

da AF, uma vez que mecanismos que induzem o processamento da IL-1β 

amplificam as respostas inflamatórias e podem representar importantes alvos 

terapêuticos para a doença.  

 

 

Palavras chave: Anemia falciforme, inflamação, 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 β 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-1β 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-1β 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-1β 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-1β 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-1β 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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Figura 9. Avaliação da aglomeração da molécula ASC em neutrófilos. Aglomeração 
da molécula ASC em neutrófilos representativas de (A) indivíduos controles (CTRL) sem 
estímulo, (B) indivíduos controles, quando estimulados com ATP (2,5 mM) por 30 min; 
(C) de indivíduo portador de AF sem estimulo e com estimulo com ATP (D). (E) 
quantificação da porcentagem de neutrófilos de indivíduos CTRL (N=2) e de indivíduos 
AF (N= 7) com aglomerados de ASC. Para o teste estatístico usou-se o teste de Kruskal-
Wallis com pós teste de Dunns.* p<0.05, comparado ao grupo CTRL. As imagens foram 
feitas no microscópio confocal invertido LSM 780 NLO, utilizando os lasers Argon (488) 
e NLO Mai Tai (DAPI), com aumento de 60 x. Anticorpos: anticorpo primário anti-ASC, 
anticorpo secundário conjugado ao alexa fluor 488 (verde), Wheat germ Agglutinin, 
alexa fluor 555 (vermelho) e Prolong® Gold DAPI (azul). Estas imagens são 
representativas de um N experimental de 4 indivíduos controles e 7 indivíduos 
portadores de AF .............................................................................................. 77 

 

Figura 10. Observação da oligomerização da molécula ASC em neutrófilos. 
Avaliação da expressão e oligomerização de ASC specks, visualizadas por citometria 
de fluxo com imagem (Amnis ImageStream®) em neutrófilos indivíduos controles e 
indivíduos AF. (A) Imagens de neutrófilos de indivíduos saudáveis (CTRL) e indivíduos 
portadores de AF (AF) com ASC oligomerizada. (B) Porcentagens de neutrófilos de 
indivíduos controles (CTRL; N=7) e de indivíduos portadores de AF (N=12) que 
demonstraram specks de ASC.  Para o teste estatístico usou-se o teste de Mann-
Whitney, Valores, media ± SEM; * p< 0.05, comparado ao grupo controle ....... 79 

 

Figura 11. Observação da expressão proteica da molécula ASC em neutrófilos. 
Neutrófilos foram isolados de indivíduos CTRL (N=2) e de um indivíduo portador de AF 
(N=1) e a expressão da molécula adaptadora ASC foi detectada por Western blotting. 
Os lisados celulares (100 g) foram fracionados em gel de poliacrilamida 15%, 
transferidos para membrana e esta foi incubada com anticorpo anti-ASC. (A) Western 
Blotting representativo da expressão de ASC em indivíduos controles (CTRL) e 
indivíduos AF (AF); (B) quantificação da densidade relativa das bandas............81 

 

Figura 12. Investigação da interação da ASC e pró-caspase-1 em neutrófilos de 
indivíduos controles e portadores de AF. (A) Extratos celulares de neutrófilos foram 
imunoprecipitados com IgG não 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 pró-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 confirmação da presença de ASC nas membranas (24 kDa, 
painel inferior). Todas as bandas foram detectadas com anticorpo secundário conjugada 
a HRP e as bandas visualizadas com reagente ECL. Densidade relativa da expressão 
de ASC. (B); de para o-caspase-1/ASC (C); e de caspase-1 clivada (D). Dados são 
referentes aos pools de proteínas; cada pool consiste da extração proteica de neutrófilos 
provenientes de 6 indivíduos. IP=imunoprecipitação; IgG= imunoglobulina não 
especifico; ET= extrato total; IB=imunoblotting; CTRL= indivíduos controles saudáveis; 
AF= indivíduos portadores de AF. Tetrâmero p20= caspase-1 clivada ............. 83 

 

Figura 13. Avaliação da co-localização de caspase-1 ativada e ASC em neutrófilos 
através da citometria de fluxo com imagem; (A) imagens representativas de 
neutrófilos de indivíduos controle (CTRL; N=6) e de indivíduos portadores de AF (N=12), 
após marcação para caspase-1 ativa (Flica; FAM-YVAD-FMK, verde) e com anti- ASC 
alexa flúor 647(vermelho); ampliação 60x. (B) Porcentagem de neutrófilos que 
apresentarem co-localização de caspase-1 e ASC. Para o teste estatístico usou-se o 
teste de two-way ANOVA seguido de Bonferroni com Múltiplas comparações, P>0,05 
comparando CTRL com AF para cada parâmetro ............................................. 85 

 

Figura 14. Liberação de IL-1β por neutrófilos de indivíduos AF após tratamento 
com droga inibidora da molécula ASC. Neutrófilos isolados de indivíduos portadores 
de AF (AF, N=8) e co-incubados com o inibidor de ASC, CAPE (1 e 5 µM, 1 hora). 
Concentrações de IL-1β nos sobrenadantes foram determinadas através de ELISA. Os 
dados estão representados como média ± SEM. P>0,05 .................................. 86 

 

Figura 15. Avaliação da liberação de IL-1β dependente do receptor NLRP3 em 
neutrófilos. Neutrófilos isolados de controles saudáveis foram ativados ou não com 
LPS (100 ng/ml) e ATP (2,5 Mm) (CTRL, N=6) e co-incubados, ou não, com o inibidor 
de NLRP3, MCC950 (5 µM). Neutrófilos de indivíduos portadores de AF (AF, N=10), 
também foram incubados na presença ou ausência de MCC950 (5 µM). Os 
sobrenadantes foram retirados e armazenados para detecção da presença de IL-1β. Os 
dados estão representados como média ± SEM. * p<0.05, comparado ao CTRL basal; 
# p<0.05, comparado aos neutrófilos ativados com LPS/ATP; ●●● p<0.001 comparado 
ao grupo CTRL. Para o teste estatístico usou-se o Kruskal-Wallis com pós teste de 
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Figura 16. Avaliação da expressão gênica dos receptores (NOD-like) e 
componentes do inflamassoma em neutrófilos. Expressão dos genes NLRP3, 
NLRP1, NLRP6, NLRC4, NLRP12, ASC e Caspase-1 (envolvidos na formação de 
inflamassomas) em neutrófilos de indivíduos controles (N=6) e de indivíduos portadores 
de AF (N= 14). Os resultados foram expressos em unidades arbitrárias (UA) da 
expressão gênica quando comparados com os genes de controle endógeno, ACTB e 
RPL13. Para o teste estatístico usou-se o teste de Mann-Whitney, Valores, media ± 
SEM; * p< 0.05; *** p< 0.001, comparado ao grupo controle............................. 90 

 

Figura 17. Avaliação da liberação de IL-1β em sobrenadantes de monócitos. (A) 
Sobrenadante de monócitos de indivíduos controles (CTRL, N=6) e indivíduos 



 

portadores de AF (AF, N=8), após incubação (2h, 37°C, 5% CO2). Os níveis de IL-1β 
foram avaliados através do ensaio de ELISA. Valores, media ± SEM e para o teste 
estatístico usou-se o teste não-pareado de Mann-Whitney. **p< 0,01; comparado ao 
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Figura 18. Avaliação da liberação de IL-1β de monócitos. Liberação de IL-1β em 
sobrenadante de monócitos de indivíduos controles (CTRL, N= 3-5) e indivíduos 
portadores de AF (AF, N= 4-6), após incubação (37°C, 5% CO2) por 1 hr (A); 3 hrs (B), 
5 hrs (C) e 12 hrs (D); os níveis de IL-1β foram avaliados através do ensaio de ELISA. 
Valores, media ± SEM e para o teste estatístico usou-se o teste não-pareado de Mann-
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Figura 19. Avaliação da liberação de IL-18 em sobrenadantes de monócitos. (A) 
Sobrenadante de monócitos de indivíduos controles (CTRL, N=4) e indivíduos 
portadores de AF (AF, N=6), após incubação (1h, 37°C, 5% CO2); (B) Sobrenadante de 
monócitos de indivíduos controles (CTRL, N=5) e indivíduos portadores de AF (AF, 
N=6), após incubação (3h, 37°C, 5% CO2); (C) Sobrenadante de monócitos de 
indivíduos controles (CTRL, N=6) e indivíduos portadores de AF (AF, N=7), após 
incubação (5h, 37°C, 5% CO2). Os níveis de IL-18 foram avaliados através do ensaio de 
ELISA. Valores, media ± SEM e para o teste estatístico usou-se o teste não-pareado de 
Mann-Whitney. P>0.05 para todas as comparações ......................................... 94 

 

Figura 20.  Determinação da ativação da caspase-1 em monócitos de indivíduos 
portadores de anemia falciforme. Ativação de caspase-1 (FLICA˖) em (A) monócitos 
clássicos (CD14˖ CD16-); (B) monócitos não clássicos (CD 14˖CD16+); (C) número total 
de monócitos não-clássicos positivos para caspase-1 ativada na circulação sanguínea 
de indivíduos controles (CTRL, n= 13) e indivíduos portadores de AF (AF, n= 22). O 
número de monócitos positivos para caspase-1, foi calculado a partir do número total de 
monócitos obtidos através do hemograma. A ativação de caspase-1 foi avaliada através 
do kit FAM FLICA Caspase 1. Valores, media ± SEM e para o teste estatístico usou-se 
o teste não-pareado de Mann-Whitney; * p< 0.05; **** p< 0.0001, comparado ao grupo 
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Figura 21.  Caracterização da ativação de caspase-1 em monócitos. Avaliação da 
atividade de caspase-1 em neutrófilos de indivíduos controles saudáveis (CTRL) e 
indivíduos portadores de AF (AF). (A) Imagens representativas de monócitos não-
clássicos CTRL e de monócitos 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 II) com aumento de 40X. (B) 
Porcentagem de monócitos clássicos (CD14+CD16-) provenientes de indivíduos 
controles saudáveis (CTRL; N=7) e indivíduos portadores de AF (N=11); (C) 
Porcentagem de monócitos inflamatórios (CD14hi CD16+) provenientes de indivíduos 
controles saudáveis (CTRL; N=8) e indivíduos portadores de AF (N=11); (D) 
Porcentagem de monócitos patrulheiros (CD14lo CD16hi) provenientes de indivíduos 
controles saudáveis (CTRL; N=7) e indivíduos portadores de AF (N=11) com múltiplas 
caspase-1 specks. Para análise estatística, usou-se o teste não-pareado de Mann-
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Figura 22. Observação da oligomerização da molécula ASC em monócitos; 
representativas de (A) indivíduos controles sem estímulo (CTRL), (B) indivíduos 
controles, estimulados com ATP (2,5 mM) por 30 min (CTRL positivo); de indivíduo 
portador de AF sem estimulo (C) e com estimulo com ATP (D). As imagens foram feitas 
no microscópio confocal invertido LSM 780 NLO, utilizando os lasers Argon (488) e NLO 
Mai Tai (DAPI), com aumento de 60 x (INFABIC-UNICAMP). Anticorpos: anticorpo 
primário anti-ASC, anticorpo secundário conjugado ao alexa fluor 488 (verde), Wheat 
germ Agglutinin, alexa fluor 555 (vermelho) e Prolong® Gold DAPI (azul). Estas imagens 
são representativas de um N experimental de 6 indivíduos controles e 6 indivíduos 
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Figura 23. Observação da oligomerização da molécula ASC em subpopulações de 
monócitos através da técnica de citometria por imagem. Observação da 
oligomerização de ASC specks, visualizada por citometria de fluxo por imagem (Amnis 
ImageStream®); (A) Imagens representativas da oligomerização de ASC em monócitos 
inflamatórios; (B) Porcentagens de monócitos inflamatórios de indivíduos controles 
(CTRL; N=7) e de indivíduos portadores de AF (N=9) que demonstraram aglomerados 
de ASC (≥6 specks) (C) Porcentagens de monócitos clássicos de indivíduos controles 
(CTRL; N=7) e de indivíduos portadores de AF (N=9) que demonstraram aglomerados 
de ASC (≥6 specks). Para o teste estatístico usou-se o teste de Mann-Whitney, Valores, 
media ± SEM; * p< 0,05, comparado ao grupo controle .................................... 102 

 

Figura 24. Avaliação da co-localização de caspase-1 ativada e ASC em monócitos 
por citometria de fluxo com imagem; (A) imagens representativas de monócitos de 
indivíduos controle (CTRL; N=7) e de indivíduos AF (N=10), apresentando co-
localização de caspase-1 ativa (Flica; FAM-YVAD-FMK, verde) e vermelho - ASC 
(ampliação 60x); (B) Porcentagem de monócitos inflamatórios (CD14hiCD16+) co-
localizados com caspase-1 e ASC; (C) Porcentagem de monócitos patrulheiros 
(CD14loCD16hi) co-expressos com caspase-1 e ASC; (D) Porcentagem de monócitos 
clássicos (CD14+CD16-) co-localizados com caspase-1 e ASC. Para o teste estatístico 
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Figura 25. Co-imunoprecipitação da proteína ASC com caspase-1 em PBMC. (A) 
Extratos celulares de PBMC foram imunoprecipitados com IgG controle não 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 pró-
caspase 1 de peso molecular aproximado de 50-45 kDa co-imunoprecipitou 
especificamente com ASC (painel superior). No painel do meio, é possível observar a 
caspase-1 em sua forma clivada (subunidade p20). Posteriormente, a membrana foi 
incubada com o anticorpo anti-ASC para confirmação da presença de ASC nas 
membranas (24 kDa, painel inferior). Estes dados são referentes aos pools de proteínas; 
cada pool consiste da extração proteica de PBMC provenientes de 6 indivíduos. 
IP=imunoprecipitação; IgG= imunoglobulina controle de coelho; ET= extrato total 
(controle positivo); IB=imunoblotting; CTRL= indivíduos controles saudáveis; AF= 
indivíduos portadores de AF. Tetrâmero p20= caspase-1 clivada ..................... 106 

 

Figura 26. Liberação de IL-1β em monócitos após tratamento com inibidores do 
inflamassoma. (A) Monócitos isolados de indivíduos controles foram ativados ou não 
com LPS (100 ng/ml) e ATP (2,5 mM) (CTRL, N=3) e co-incubados, ou não, com os 



 

inibidores de NLRP3, MCC950 (5 µM), YVAD-FMK (40µM) e com BAY117082 (10 µM); 
(B) Monócitos isolados de indivíduos AF (N=8) foram co-incubados com MCC950 (5 
µM), YVAD-FMK (40µM) e com BAY117082 (10 µM) durante 1 hora. Os sobrenadantes 
foram retirados e armazenados para detecção da presença de IL-1β. Os dados estão 
representados como média ± SEM. Para o teste estatístico usou-se o teste não-pareado 
de Kruskal-Wallis com pós teste de Dunn’s. * p<0,05; ** p< 0,001 comparado ao não 
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Figura 27. Liberação de IL-1β em monócitos de indivíduos AF após incubação com 
inibidor da molécula ASC. Monócitos isolados de indivíduos portadores de AF (AF, 
N=3) e co-incubados com o inibidor de ASC - CAPE (1, 5 e 10 µM). A IL-1β foi 
determinada através de Kit de ELISA, em sobrenadantes de monócitos AF incubados 
por 1 hora. Os dados estão representados como média ± SEM. Para o teste estatístico 
usou-se o teste não-pareado de Kruskal-Wallis com pós teste de Dunn’s. * p<0,05; 
comparado ao grupo AF ................................................................................... 109 

 

Figura 28. Expressão proteica de NLRP3, ASC, caspase-1, IL-1β em células 
mononucleares. Células mononucleares (PBMC) foram isolados de indivíduos CTRL e 
de indivíduos portadores de AF e a expressão 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-1β. Representação da densidade relativa das bandas foi avaliada por 
densitometria usando o Image Lab software 
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Figura 29. Determinação dos níveis circulantes de determinados DAMPs em 
indivíduos controles e portadores de anemia falciforme. Determinação dos níveis 
de (A) heme livre total; (B) HSP70; (C) HMGB1; (D) ATP; (E) IL-33 no plasma de 
indivíduos controles (CTRL, n=12) e indivíduos portadores de AF (AF, n=24). Os níveis 
de HSP70, HMGB1, IL-33 e TNF-α 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 estatístico usou-se o teste de Mann-Whitney. ***p< 
0,001; *p<0,05, comparado ao grupo controle .................................................. 113 

 

Figura 30. Determinação dos níveis plasmáticos de TNF-α em indivíduos controles 
e portadores de anemia falciforme. Determinação dos níveis de TNF-α no plasma de 
indivíduos controles (CTRL, N=12) e indivíduos portadores de AF (AF, N=24). Os níveis 
de TNF-α foram quantificados através do ensaio de ELISA de alta sensibilidade. Para o 
teste estatístico usou-se o teste de Mann-Whitney. ***p< 0,001; comparado ao grupo 
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Figura 31. Avaliação da ativação da caspase-1 em neutrófilos saudáveis 
estimulados com plasma de indivíduos portadores de AF. Ativação de caspase-1 
em neutrófilos controles (2x106 células/ml) após incubação de 2 horas com 5-10% de 
pool de plasma de indivíduos controles (CTRL, N=6) e pool de plasma de indivíduos 



 

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

 

Figura 32. Avaliação da liberação de IL-1β em neutrófilos saudáveis estimulados 
com pool de plasma de indivíduos CTRL e portadores de AF. Liberação de IL-1β 
por neutrófilos controles (2x10 6 células/ml, n=6) após incubação de 2 horas com 5-10% 
de plasma de indivíduos controles (CTRL, pool de n=6), e plasma de indivíduos 
portadores de AF (pool de n=6).  A liberação de IL-1β foi avaliada através do kit de 
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Figura 33. Avaliação do efeito do plasma de indivíduos portadores de AF na 
indução de caspase-1 BiFC em células HeLa. As células HeLa foram transfectadas 
transitoriamente com C1-Pro VC (5ng), C1-Pro VN (5ng) e dsRed-mito (5 ng) com/sem 
um plasmídeo codificando ASC (controle positivo, 125 ng). 24 horas após da 
transfecção, 10% de plasma de indivíduos portadores de AF (AF, N=8) e/ou plasma de 
indivíduos CTRL (CTRL, N=5) foram adicionados em seus respectivos poços. Para o 
teste estatístico usou-se o teste de Kruskall Wallis com pós teste de Dunn’s. **p<0.01, 
quando comparado as células HeLa basal. As células vênus positivas foram 
determinadas a partir de um mínimo de 100 células positivas para dsRed-mito 
(contagem manual). (B) Imagens representativas de caspase-1 BiFC em células HeLa, 
em vermelho (mitocôndrias), em verde (dimerização de caspase-1 BiFC) ........ 120 

 

Figura 34. Avaliação da transfecção com o plasmídeo mutante D59R para induzir 
a dimerização de caspase-1. (A). As células HeLa foram transfectadas 
transitoriamente com C1-Pro VC (5ng), C1-Pro VN (5ng), par de plasmídeo mutante 
D59R C1-Pro venus (10 ng) e dsRedmito (5ng). (B) Imagens representativas de 
caspase-1 BiFC em células HeLa, em vermelho (mitocôndrias), em verde (dimerização 
de caspase-1 BiFC). Para o teste estatístico usou-se o teste de Two-Way ANOVA com 
múltiplas comparações. ***p < 0.001 quando comparado ao grupo não-tratado. # p<0.05 
e ## p<0.01 quando comparado com cada não-D59R grupo. Ampliação de x100
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Figura 35. Avaliação do papel do plasma de indivíduos portadores de AF na 
indução 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 plasmídeo codificando ASC (controle positivo, 125 ng). Após 24 hrs da transfecção, 
10% de plasma AF (AF, N=10) e/ou plasma CTRL (CTRL, N=5) foram adicionados em 
seus respectivos poços. * p<0,05; ***p < 0,001, quando comparado as células MCF-7 
não tratadas, Kruskal Wallis com pós teste de Dunn’s. As células venus positivas foram 
determinadas a partir de um mínimo de 100 células positivas para dsRed-mito 
(contagem manual). (B) Imagens representativas de caspase-1 BiFC em células MCF-
7, em vermelho (mitocôndrias), em verde (dimerização de caspase-1 BiFC). Ampliação 
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Figura 36. Associações entre a capacidade dos plasmas de indivíduos AF a induzir 
a dimerização de caspae-1 e o uso de terapia com HU e níveis de hemoglobina 
fetal. Associações entre o uso de terapia com hidroxiureia (HU) ou não (A) e níveis de 
hemoglobina fetal (% HbF) (B) com a capacidade do plasma de pacientes AF em induzir 



 

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

 

Figura 37. O efeito da hemopexina na dimerização 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 plasmídeo 
codificando ASC (controle positivo, 125 ng). Após 24 hrs da transfecção, 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 
mínimo de 100 células positivas para dsRed-mito (contagem manual). * p<0.05; **p< 
0.01, quando comparado as células MCF-7 não tratadas, Kruskal Wallis com pós teste 
de Dunn’s  ........................................................................................................ 130 

 

Figura 38. Avaliação da estimulação da dimerização de caspase-1 induzida por 
sobrenadante de neutrófilos em células HeLa. Neutrófilos (1x10⁶ células/ml) 
provenientes de indivíduos controles (N=2) e de AF (N=2) foram estimulados com 
nigericina (5 µM) durante 1,5 hrs. Células HeLa foram transfectadas transitoriamente 
com C1-Pro VC (5ng), C1-Pro VN (5ng) e dsRed-mito (5 ng) com/sem plasmídeo 
codificando ASC (controle positivo,125 ng). Após 24 horas, sobrenadantes de 
neutrófilos controles e/ou AF foram adicionados. Após 24 horas, as células vênus 
positivas foram determinadas a partir de um mínimo de 100 células positivas para 
dsRed-mito (contagem manual). Comparações entre os efeitos do sobrenadante de 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Aspectos gerais da anemia falciforme 
 

A anemia falciforme (AF), a doença genética mais frequente nos seres 

humanos, é uma hemoglobinopatia hereditária resultante de uma mutação de 

ponto no gene da globina beta, que leva à substituição do ácido glutâmico por 

uma valina na sexta posição. Esta mutação resulta na formação de uma 

hemoglobina com propriedades físico-químicas anormais, conhecida como HbS 

(1)(2). Na presença de baixa tensão de oxigênio, a hemoglobina S (HbS) 

polimeriza, formando fibras (3), resultando na deformação dos eritrócitos, que 

adquirem um formato de foice (4)(5).  

 A substituição de um único aminoácido na estrutura da hemoglobina 

compreende a base molecular para a anemia falciforme, mas a fisiopatologia e 

a evolução clínica correspondente a esta doença é complexa e 

consequentemente, pode-se observar no indivíduo acometido diversas 

manifestações e complicações crônicas e agudas que incluem; anemia 

hemolítica crônica, crises dolorosas vaso-oclusivas (CVO), asplênia funcional, 

síndrome torácica aguda, hipertensão pulmonar, acidente vascular cerebral, 

dano cumulativo de múltiplos órgãos e baixa expectativa de vida (6)(5). 

 

1.2. Classificação da anemia falciforme 
 

O termo “doença falciforme” é utilizado para se referir a todos os diferentes 

genótipos que causam a síndrome clínica característica, enquanto que o termo 

“anemia falciforme” refere-se especificamente a homozigose do alelo βs, a forma 

mais comum da doença falciforme. No entanto, as formas heterozigóticas são 

representadas pela associação de HbS em heterozigose com outras variantes 

de hemoglobinas, tais como: HbC (HbSC), HbD (HbSD) ou com as talassemias 

(HbS/βº talassemia, HbS/β+ talassemia, HbS/α talassemia) (7). Em populações 

de origem étnica Africana, a anemia falciforme geralmente é responsável por 

70% dos casos da doença falciforme, sendo a maioria do restante dos casos, 

doença da hemoglobina SC (doença falciforme SC). Essa variante da doença 
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falciforme resulta da co-hereditariedade dos alelos βS e βC e possui uma 

gravidade clínica intermediária (8). 

Em 2016, 1.071 recém-nascidos tinham a doença falciforme e > 60.000 

eram heterozigotos para o alelo βS em todo o território Brasileiro. No total, há 

cerca de 30.000 pessoas com anemia falciforme em todo o país. A prevalência 

do alelo βs varia de 1,2 % a 10,9%, dependendo da região, enquanto que a 

prevalência do alelo βC está entre 0,15% e 7,4% (2)(9). 

 

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

O processo vaso-oclusivo compreende várias etapas, tipos celulares e 

mecanismos, resultando na oclusão de vasos, particularmente na 

microcirculação. Esse processo vaso-oclusivo incorre danos a tecidos e é a 

principal causa de morbidade e mortalidade da doença (10). A fragilidade das 

hemácias resulta em eventos constantes de hemólise intravascular que levam à 

uma exacerbação do processo inflamatório (11)(12)(13) e a diminuição da 

biodisponibilidade de óxido nítrico (NO) no vaso, favorecendo a vasoconstrição 

(14)(15), a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) e a ativação de 

células endoteliais. Após ativação, as células endoteliais apresentam maior 

expressão das moléculas de adesão (ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina) na sua 

superfície e também liberam mais citocinas e quimiocinas, como a IL-8, IL-6 e 

IL-1, que juntamente com o TNF-α, podem colaborar para a inflamação vascular 

e a ativação e recrutamento das células sanguíneas (16). Eventos de 

hipóxia/reperfusão também podem contribuir para a geração de espécies 

reativas de oxigênio e moléculas inflamatórias no vaso (17)(18). 

Assim, processos inflamatórios são fundamentais para a iniciação e 

propagação do processo vaso-oclusivo na AF. Existem muitas evidências que 

sugerem um papel importante dos leucócitos na doença falciforme e no processo 

vaso-oclusivo. Os leucócitos são encontrados em um estado ativado na 

circulação de indivíduos portadores de AF e estes leucócitos demonstram uma 

maior expressão de moléculas de adesão e alterações significativas nas suas 

propriedades adesivas, facilitando o seu recrutamento ao endotélio (19).  A 

formação de agregados heterocelulares entre leucócitos, plaquetas e hemácias, 
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também tem sido relatado na anemia falciforme, podendo contribuir para 

amplificar o recrutamento celular e a obstrução do vaso (20). A obstrução física 

do vaso pelo recrutamento de leucócitos, plaquetas e hemácias ao endotélio, 

ocasiona uma redução no fluxo sanguíneo com consequente diminuição na 

concentração de oxigênio e falcização das hemácias, dificultando assim o fluxo 

continuo e resultando na vaso-oclusão (Figura 1).    

 

 
 

Figura 1. Mecanismo de vaso-oclusão na anemia falciforme. O contato direto das 
hemácias SS com a parede vascular pode contribuir para a ativação das células 
endoteliais; a presença da hemoglobina livre na circulação tem efeito deletério no vaso 
e ainda consome o óxido nítrico (NO) sintetizado pelas células endoteliais. Juntamente 
com a presença de espécies reativas de oxigênio (ROS), a hipóxia e moléculas 
vasoconstritoras (como endotelina-1, ET-1), processos inflamatórios causam a ativação 
das células endoteliais, o recrutamento de leucócitos e hemácias e a obstrução do vaso 
sanguíneo (6). 

 

1.4. Terapias de tratamento para pacientes com anemia falciforme 
 

Atualmente, o tratamento da AF é limitado à terapia de transfusão de 

eritrócitos, transplante de células tronco-hematopoiéticas e alguns 

farmacoterápicos que mostram eficácia em pacientes AF. A terapia de 

transfusão sanguínea melhora o fluxo microvascular através da diminuição do 

número de eritrócitos falciformes circulantes e está associada à diminuição da 

lesão endotelial e do dano inflamatório (21)(22). 
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 Nos EUA, a terapia transfusional crônica, quando disponível, 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 vários efeitos adversos 

potenciais da terapia transfusional, como por exemplo; a sobrecarga de ferro, 

aloimunização e reações transfusionais hemolíticas e ainda podemos citar a 

limitação do teste para detecção de agentes infecciosos nos hemoderivados 

(23).  

O transplante alogênico de células-tronco da medula óssea ou de sangue 

do cordão umbilical é uma terapia potencialmente curativa, embora seja aplicável 

apenas para uma pequena porcentagem dos pacientes jovens com sintomas 

graves que possuem doadores irmãos HLA-compatíveis. Entretanto, o 

transplante de células alogênicas, pode acarretar o risco da doença 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 o uso em pacientes 

adultos e pela Agência Europeia de Medicamentos (EMA) em 2007 para o uso 

em pacientes pediátricos e adultos, para o tratamento de indivíduos acometidos 

com anemia falciforme.  Em dezembro de 2017, o FDA aprovou, pela primeira 

vez, o uso de HU para reduzir a frequência de crises dolorosas e a necessidade 

de transfusão crônica em pacientes AF com dois anos, ou mais, que apresentem 

recorrentes crises dolorosas moderadas a graves (25)(26) e também para o uso 

em crianças que vivem em áreas endêmicas de malária (27)(28). 

A droga modifica o processo da doença, melhorando a incidência de 

crises vaso-oclusivas, parâmetros hematológicos e o tempo de hospitalização, 

podendo reduzir a taxa de mortalidade e morbidade dos pacientes (29)(30). No 

entanto, estudos de revisão realizados pela Cochrane em 2017, concluíram que 

não há, atualmente, evidências suficientes dos benefícios a longo prazo do uso 

de HU para prevenção das complicações crônicas da doença (31). A droga 

apresenta excelente perfil de segurança, embora alguns pacientes não tenham 

uma resposta benéfica, geralmente por limitações de adesão ao tratamento, e 

possivelmente por razões farmacogenômicas (2). A HU age principalmente 
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através do aumento da produção de hemoglobina fetal (HbF), um tipo de 

hemoglobina que inibe a polimerização da HbS. Embora a HU seja conhecida 

por inibir a síntese de DNA através do ribonucleotídeo redutase (32), sugere-se 

também que esta possa atuar como um doador de NO in vitro e in vivo (33). De 

fato, alguns benefícios da droga são observados antes mesmo do aumento da 

HbF nas hemácias, como a diminuição dos números de leucócitos e aumento do 

transporte de cátions nos eritrócitos (33). Adicionalmente, trabalhos recentes 

relatam que a HU pode também exercer efeitos imediatos que são intermediados 

pela liberação de NO. Em um modelo animal de AF, a administração de HU 

associada a um estímulo inflamatório, inibiu a iniciação e a propagação do 

processo vaso-oclusivo nesses animais (34). Ademais, a HU possui efeitos 

benéficos imediatos que revertem os efeitos inflamatórios agudos derivados 

processos hemolíticos (13).  

Recentemente, foi aprovado pelo FDA americano, o uso de um 

suplemento de aminoácido, L-glutamina, o qual tem atividade antioxidante, 

reduzindo o estresse oxidativo e assim diminuindo a falcização dos eritrócitos 

(FDA Briefing Document, Oncologic Drugs Advisory Committee Meeting, NDA 

208587, L-glutamine, Applicant: Emmaus Medical, Inc. U.S. 2017). A L-glutamina 

é um aminoácido essencial para síntese de NAD (nicotinamida), arginina e 

glutationina (GSH). Um estudo clinico multicêntrico de fase III, testou a L-

glutamina em mais de 230 pacientes AF durante 48 semanas, 

concomitantemente ou não ao uso de HU. Os resultados obtidos, através do 

ensaio, mostraram que os pacientes que receberam o tratamento com L-

glutamina tiveram menos episódios de vaso-oclusão, crises de dor, síndrome 

torácica aguda e menor aderência de eritrócitos a células endoteliais no vaso. 

Porém, não foi possível observar melhorias significativas nos parâmetros 

hematológicos como; níveis de hemoglobina, hematócrito ou contagem de 

reticulócitos e ainda foi observado que o grupo de pacientes em tratamento com 

L-glutamina, apresentou dor torácica não cardíaca, fadiga e dor muscular, 

quando comparados com o grupo placebo (35)(36)(37). 

 Nos últimos 10 anos, o desenvolvimento e investigação de um grande 

número de novas estratégias farmacoterapêuticas vem sendo estudadas para o 

tratamento da AF, adicionalmente, outros medicamentos já em desenvolvimento 
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ou em uso para o tratamento de outras doenças inflamatórias crônicas estão 

sendo explorados em estudos pré-clínicos e ensaios clínicos para avaliar sua 

eficácia nessa doença (28). Dentre as drogas que estão sendo testadas em 

estudos clínicos de fase III, nos últimos 5 anos, podemos destacar; o voxelotor 

(GBT-440) que propõe aumentar a afinidade da hemoglobina (HbS) por oxigênio 

e consequentemente inibe sua polimerização quando submetida a condições de 

hipóxia (38); NCT03036813); o rivipansel (GMI-1070) que age como um agonista 

da pan-selectina, e se liga a todos os três membros da família da selectina, E, P 

e L-selectina, com potencial  prevenção a crises vaso oclusivas e tratamento de 

pacientes AF hospitalizados com episódios vaso-oclusivos (39); NCT02187003); 

e o crizanlizumabe (SEG-101) que é um anticorpo monoclonal anti-P-selectina 

que neutraliza a atividade da P-selectina na superfície de células endoteliais e 

plaquetas e que tem se mostrado eficaz na redução da frequência de crises 

vaso-oclusivas em pacientes AF (40). 

 Nos Estados Unidos, a decisão da Divisão de Produtos de Hematologia 

da FDA, considera o desenvolvimento de novos tratamentos para a AF como 

prioridade máxima e pode conceder a designação de medicamento órfão com 

“fast tracking”, facilitando os investimentos das indústrias farmacêuticas para 

submissão de novos estudos clínicos (2). 

 

1.5. Mecanismos Inflamatórios  
 

A inflamação constitui a resposta adaptativa das células de um organismo 

a um estímulo, como infecção ou lesão tecidual, com o objetivo de restaurar a 

função e a homeostase dos órgãos (41)(42). Durante o processo inflamatório 

agudo, ocorrem diversos eventos mediados por componentes solúveis, celulares 

e vasculares que induzem alterações morfológicas e bioquímicas. O processo 

inflamatório tem como sua principal característica o recrutamento de células 

inflamatórias, predominantemente os leucócitos que, em geral, apresentam um 

papel essencial no desenvolvimento deste processo. Durante a inflamação, os 

neutrófilos podem se acumular no tecido inflamado devido a sua rápida ativação 

e resposta ao estímulo quimiotático, seguida de uma segunda onda de infiltração 

celular composta principalmente de células mononucleares, como os monócitos, 
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os quais, podem se diferenciar nos tecidos em fagócitos mononucleares 

incluindo macrófagos e células dendríticas (43). 

 Embora a resposta inflamatória à invasão por patógenos tenha sido 

caracterizada há muito tempo, os ativadores não microbianos também 

desencadeiam mecanismos inflamatórios em processos de inflamação estéril 

(41). O estresse ou lesão tecidual pode levar à liberação de moléculas 

endógenas que atuam como padrões moleculares associados a danos (DAMPs, 

em inglês: Damage-associated molecular patterns), sendo estes iniciadores de 

processos inflamatórios (44). A inflamação estéril ocorre durante condições 

agudas de lesão tecidual e após alguns eventos como lesão de isquemia-

reperfusão, além de se manifestar como inflamação crônica em certas doenças, 

como a aterosclerose e a anemia falciforme (45). Em contrapartida, a inflamação 

não-estéril, ocasionada por agentes microbianos, denominados de padrões 

moleculares associados a patógenos (PAMPs, em inglês: pathogen-associated 

molecular patterns), ocorre em resposta a estímulos inflamatórios infecciosos e 

esta por sua vez, pode levar a uma resposta controlada do sistema imune inato, 

restaurando a lesão tecidual e mantendo a homeostase (46). Sabe-se que as 

respostas inflamatórias são importantes para a reparação da homeostase 

tecidual, entretanto, a inflamação não resolvida, devido a constante liberação de 

DAMPs e a incapacidade de remover os estímulos inflamatórios prejudiciais, 

pode ser maléfica ao organismo e resultar em lesões teciduais e inflamação não 

controlada (45)(46).  

 

1.6. O Processo vaso-oclusão e a inflamação 
 

No caso da anemia falciforme, o maior desencadeador do processo de 

inflamação crônica é o fenômeno de vaso-oclusão (47)(48). As interações 

celulares desempenham um papel central no processo vaso-oclusivo, onde as 

células endoteliais são ativadas pelo contato direto com os eritrócitos alterados, 

heme livre e a liberação de ROS, induzido pela hipóxia local (49)(50). A redução 

da biodisponibilidade de NO pode induzir a expressão de moléculas de adesão 

no endotélio e a produção de endotelina 1 (51)(52). A expressão aumentada de 

moléculas de adesão nas células endoteliais e nas células circulantes, como 
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VCAM-1, ICAM-1, P-selectina, E-selectina, CD47, integrina αVβ3, 

proteoglicanos e fosfatidilserina, resulta na adesão de eritrócitos e leucócitos a 

parede do vaso (53)(54)(55)(56)(57)(52). 

 As células endoteliais, monócitos, neutrófilos e plaquetas ativadas 

produzem mediadores inflamatórios, como IL-1β, IL-6 e fator de necrose tumoral-

α (TNF) (49)(58)(2), no entanto, outros fenômenos também são importantes para 

levar a um estado inflamatório crônico como, por exemplo, alterações na 

membrana dos glóbulos vermelhos e hemólise podem desencadear sinais pró-

inflamatórios que levam ao círculo vicioso de ativação pan-celular. Esses 

processos inflamatórios desempenham um papel fundamental no início das 

crises dolorosas agudas que representam a principal causa de hospitalização 

em indivíduos com a doença (59) e muitas de suas numerosas manifestações, 

incluindo a autosplenectomia (60), hipertensão pulmonar (61), síndrome torácica 

aguda (62), úlceras de perna (63), nefropatia (64), função cognitiva prejudicada 

(65) e acidente vascular cerebral (66). 

 

1.7. A hemólise intravascular e a inflamação  
 

Os eritrócitos de indivíduos AF são altamente instáveis, com uma vida útil 

reduzida em ≥ 75% (2). Hipóteses sugerem que a taxa de hemólise intravascular 

na AF é insuficiente para produzir um fenótipo clinico, incluindo a hipertensão 

pulmonar, a consequência mais grave da hemólise intravascular. Contudo, os 

dados epidemiológicos, bioquímicos, genéticos e fisiológicos apoiam uma 

ligação entre a hemólise intravascular e a fisiopatologia da AF (2)(67)(68). 

 Evidências recentes demonstram que a hemólise intravascular tem uma 

participação significativa no estado inflamatório da anemia falciforme. A 

hemoglobina livre, quando no plasma, sequestra o NO proveniente das células 

endoteliais e ocasiona a produção de ROS (69). Como o NO é um potente 

vasodilatador que também inibe processos inflamatórios, a diminuição da 

biodisponibilidade de NO na AF provavelmente tem um papel importante em 

facilitar a vaso-constrição e aumentar a ativação endotelial e processos 

inflamatórios na doença (69), no entanto, o produto da hemoglobina oxidada, Hb-

Fe3+, acumula-se na circulação e nos tecidos, onde por sua vez occore à 
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liberação do grupo heme, uma molécula hidrófobica inflamatória (70). Estudos 

recentes sugerem que micropartículas de eritrócitos carregadas do grupo heme 

são geradas na anemia falciforme e que estas micropartículas podem se ligar e 

interagir com células endoteliais, induzindo estresse oxidativo e apoptose (71). 

O Heme é caracterizada como um potente DAMP, exercendo vários 

efeitos incluindo a ativação de leucócitos e células endoteliais pelo receptor do 

tipo toll-like receptor 4 (TLR4), aumentando a expressão das moléculas de 

adesão, e a produção de oxidantes e a peroxidação lipídica (11)(70)(72)(73)(74). 

Publicações recentes indicam um papel para o heme livre no plasma, na ativação 

de neutrófilos com a consequente liberação de NETs (neutrophil extracelular 

traps - redes extracelulares de neutrófilos) (75). A ejeção da cromatina para o 

espaço extracelular durante a formação dos NETs tem sido descrita como uma 

resposta pró-inflamatória de neutrófilos para imobilizar e matar patógenos 

extracelulares (76)(77). 

De grande importância, estudos publicados por Dutra e colaboradores, 

indicam que o heme provoca a formação de inflamassoma do tipo NLRP3 em 

macrófagos, e o subsequente processamento de IL-1β, que por sua vez, pode 

promover o recrutamento de leucócitos para o local afetado, favorecendo a 

acumulação destas células em doenças hemolíticas como a anemia falciforme 

(73). 

A hemólise também é conhecida pela liberação de ATP dos eritrócitos. O 

ATP extracelular funciona como uma molécula de sinalização através da 

ativação de receptores purinérgicos do tipo P2 (78), a ligação do ATP ao receptor 

P2X7, pode levar ao efluxo de K+, via abertura do canal catiônico controlado por 

ATP e pode contribuir para a ativação de inflamassomas do tipo NLRP3 (79). 

Além disso, o ATP extracelular é rapidamente convertido em adenosina 

pelas ectonucleotidases, enquanto que a interação da adenosina com o receptor 

de adenosina Adora2a, pode ter efeitos anti-inflamatórios, inibindo seletivamente 

as células iNKT (em inglês: célula natural killer ou “ exterminadoras naturais”). 

Porém, a sinalização da adenosina através do receptor de adenosina Adora2b 

na membrana eritrocitária pode contribuir para a falcização dos eritrócitos na AF 

(80)(81). 
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1.8. Reconhecimento de danos pelo sistema imune inato 

 

Os padrões moleculares associados a danos (DAMPs), liberados durante 

as lesões celulares, por células apoptóticas, necróticas ou por eritrócitos 

submetidos a processos hemolíticos, podem ser detectados por células 

inflamatórias; tais como: neutrófilos, monócitos, células T, macrófagos e células 

dendríticas (82)(74). As células necróticas liberam uma variedade de DAMPs, 

incluindo a proteína do grupo 1 de mobilidade alta (HMGB-1), proteína de choque 

térmico 70 (HSP70) e metabólitos de purinas, como o ATP, enquanto que, os 

eritrócitos rompidos liberam hemoglobina, heme livre, HSP70, ATP e DNA 

mitocondrial (83)(74)(84). As reservas intracelulares de citocinas pró-

inflamatórias, como IL-1α e IL-33, também podem ser liberadas por células 

necróticas, juntamente com (ROS) e proteases ativadas, que podem estimular 

vias inflamatórias estéreis (45).  

O sistema imune inato é composto de uma grande variedade de 

receptores específicos para o reconhecimento de patógenos ou lesões 

endógenas, estes receptores são reconhecidos como “receptores de 

reconhecimento de padrões” (PRR, em inglês: pattern recognition receptors), 

que ao identificar PAMPs ou DAMPs, ativam vias de sinalização que resultam na 

produção de citocinas (85)(45). Existem quatro subfamílias principais de PRR: 

receptores do tipo toll (TLRs, em inglês: Toll-like receptors ), receptores do tipo 

NOD (NLRs; em inglês: the nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)- 

Leucine Rich Repeats (LRR)-containing receptors (NLR), receptores de lectina 

do tipo C (em inglês: C-type lectin receptors (CLRs), receptores do tipo RIG e 

sensores de DNA citosólico (em inglês: retinoic acid-inducible gene 1 (RIG-1)-

like receptors (RLR; aka RIG-1-like helicases—RLH)(86). 

No entanto, os PRRs mais estudados são os TLRs e os NLRs.  A família 

dos receptores do tipo toll é composta por 10 membros que compreende do 

TLR1-TLR10. Os TLRs são glicoproteínas de membrana que possuem dois 

domínios: o domínio intracelular C terminal, denominado TIR e o domínio externo 

N-terminal composto por repetições ricas em leucinas (LRR) (85)(87). A 

localização dos TLRs na célula é variável, podendo ser encontrado em 
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superfícies celulares ou nas membranas de vesículas endocíticas (88)(89). Além 

das células do sistema imune, outros tipos celulares também podem expressar 

os TLRs (89). Em mamíferos, os ligantes de TLRs podem ser agrupados, em 

três categorias: (1) lipídeos e lipopeptideos que podem ser reconhecidos através 

dos receptores: TLR1, TLR2, TLR4, TLR6; (2) proteínas que podem ser 

reconhecidas pelo receptor TLR5; (3) ácidos nucleicos que podem ser 

reconhecidos através dos receptores: TLR3, TLR7, TLR8, TLR9 (89)(90). A 

estimulação de TLRs por seus ligantes resulta no recrutamento de moléculas 

adaptadoras especificas que irão transduzir o sinal, levando a ativação das 

cascatas de sinalização NF-κB, interferon (IFN), fatores de resposta (IRFs) e 

proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAP). Esses fatores de transcrição 

induzem a ativação de vários genes da resposta imune, incluindo as citocinas 

inflamatórias (IL-6, IL-12, IL-23 e TNF-α) (89)(91). 

A família dos receptores do tipo NLR é composta de 23 proteínas (em 

humanos) e mais de 34 genes NLR já foram descritos em camundongos (92). 

Os NLRs são constituídos por três domínios funcionais: (1) um domínio de 

interação proteína-proteína com uma porção N-terminal, necessário para a 

transdução do sinal; (2) um domínio central NACHT ou (NBD), necessário para 

oligomerização; e (3) um domínio C-terminal com repetições ricas em leucina 

(LRR), que confere reconhecimento ao ligante, mas também age como um 

repressor da sinalização de NLR, na ausência de estímulo (93). Os NLRs de 

mamíferos são classificados de acordo com o tipo do seu domínio N-terminal: 

Os NLRA, ou transactivator de Classe II (CIITA), contém um domínio de 

transativação ácida; NLRBs ou proteínas neuronais inibidoras de apoptose 

(NAIPs), contém um inibidor de baculovírus (BIR); as NLRCs possuem um 

domínio de ativação e recrutamento de caspase (CARD) e NLRPs contém um 

domínio de pirina (PYD) (93). 

Após a sinalização de um estímulo, os NLRs são ativados para mediar respostas 

imunes inatas, tais como a indução de inflamação, autofagia ou morte celular 

(93). Os receptores do tipo NLRP10, NOD1, NOD2, NLRC3, NLRC5, NLRX1 e 

CIITA podem mediar a regulação das vias do fator de transcrição nuclear- kB 

(NF-kB), proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPK), ou até mesmo, 

atuam como reguladores transcricionais no núcleo celular. Os receptores 
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NLRP1, NLRP3, NLRP6, NLP7, NLRP12, NLRC4 e NAIP são conhecidos como 

sensores intracelulares de PAMPs e/ou DAMPs, sendo sua ativação essencial 

para desencadear a formação de um complexo multiproteíco denominado 

inflamassoma (93)(94). 

1.9. Os inflamassomas e a sua formação 
 

A plataforma molecular do inflamassoma, cuja existência foi proposta pela 

primeira vez por Martinon e colaboradores em 2002 (95), é responsável pela 

maturação e liberação das citocinas, IL-1β e IL-18, embora uma organização 

complexa de várias proteínas seja necessária para que isto ocorra (96). Os 

inflamassomas são compostos, de maneira geral, (1) por uma proteína iniciadora 

pertencente a uma família de PRRs, podendo ser um sensor citosólico da família 

NLR, AIM2 (em inglês: the absent in melanoma-2 (AIM2)-like receptors (ALRs) 

ou da família de sensores do tipo PYRIN (pyrin e HIN domain-containing protein); 

(2) por uma molécula adaptadora denominada ASC (em inglês: apoptosis-

associated speck-like protein containing a CARD); (3) e por moléculas efetoras, 

que são cisteínos-proteases de pró-caspase 1, 4 ou 5 (em humanos) e pró-

caspase 11 (em camundongos) (97)(42)(98). Uma vez que os sinais de danos 

são detectados através dos receptores, o sensor que antes estava em um estado 

inibitório, agora se apresenta ativado e oligomeriza a molécula ASC, induzindo 

interações homotípicas entre seus domínios efetores do tipo pirina (PYD). Em 

seguida, ASC recruta a pró-caspase-1 por meio de interações entre seu domínio 

CARD e os domínios de caspase (99)(100). 

Os NLRs que possuem o domínio PYD, como o NLRP3 e o AIM2, são 

estritamente dependentes do adaptador ASC. Em contraste, NLRP1 e NLRC4 

possuem um domínio CARD e podem recrutar caspase-1 diretamente, podendo 

induzir a montagem do inflamassoma e a maturação das citocinas pró-

inflamatórias independente de ASC (101) (Figura 2). 
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Figura 2. Ativação do inflamassoma e seus componentes. Os inflamassomas são 
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 mudança 
conformacional, permitindo a ligação do receptor NLR a proteína ASC, através dos 
domínios de pirina (PYD). O ASC atua como uma proteína adaptadora e se liga a pró-
caspase-1 (efetora), através dos domínios de recrutamento de caspase (CARD). Os 
inflamassomas NLRP3 e o AIM2 são estritamente dependentes do adaptador ASC para 
montagem da maquinaria, enquanto os sensores NLRP1 e NLRC4 possuem um 
domínio CARD e podem recrutar caspase-1 diretamente, resultando na ativação de 
caspase-1 que, por sua vez, cliva seus efetores: Gasdermina-D (envolvido na morte 
celular por piroptosis) e as pró-formas das citocinas IL-1β e IL-18 - Adaptado de (97). 
 
 

As cisteínos-proteases (caspases) são amplamente conhecidas como as 

principais mediadoras da resposta de morte celular apoptótica (102). As 

caspases inflamatórias (-1, -4, -5) participam da montagem e/ou ativação dos 

inflamassomas (103). Porém, a melhor elucidada no contexto do nosso trabalho, 

é a caspase-1, que uma vez ativada permite o processamento e ativação das 

citocinas pró-inflamatórias IL-1β e IL-18 (geradas na sua forma inativa, pró-IL 1β 

e pró-IL 18). Após o processamento e clivagem das pró-formas, essas citocinas 

se tornam biologicamente ativas e são liberadas para o meio extracelular (103).   

 Além da maturação e liberação das citocinas IL-1β e IL-18, provocadas 

pela clivagem da caspase-1, a formação do inflamassoma resulta em morte 

celular programada com liberação do conteúdo intracelular pró-inflamatório, 

chamada de piroptosis (104). Uma vez processadas e liberadas, as citocinas IL-

1β e IL-18 ativam e estimulam interações adesivas das células endoteliais, 
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leucócitos e células do músculo liso, estimulando a liberação de IL-6, IL-17 (via 

da IL-1β) e interferon γ (IFN-γ), IL-2 e IL-12 (via da IL-18), que então podem levar 

à indução de respostas imunes do tipo T-helper 1 (Th1) e T-helper 17 (105). O 

complexo inflamassoma pode ser encontrado em diversas células inflamatórias, 

tais como: macrófagos, neutrófilos e células dendríticas e tem sido observado 

em diferentes doenças: gota, artrite, diabetes tipo 2, doença 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 monócitos, macrófagos e células 

dendríticas e alguns estudos demonstram a formação deste inflamassoma 

também em neutrófilos (106)(107). O inflamassoma do tipo NLRP3 pode 

reconhecer uma variedade de estímulos exógenos e endógenos, tais como 

agonistas microbianos, ATP, heme, DNA mitocondrial, HMGB-1 e HSP70 

(108)(109). No entanto, a ativação do NLRP3 por DAMPs específicos parece 

ocorrer através de um mecanismo indireto, desencadeado por intermediários de 

sinalização; redução nos níveis intracelulares de potássio, desestabilização 

lisossomal e a geração de ROS mitocondrial (110)(111)(112). Após reconhecer 

o sinal de dano, o receptor NLRP3 induz rapidamente a oligomerização de ASC, 

que por sua vez, fornece um recrutamento e dimerização de pró-caspase-1, 

resultando na sua auto ativação e consequente clivagem das citocinas pró-IL-1β 

e pró-IL-18 e liberação das citocinas IL-1β e IL-18 na sua forma clivada 

(113)(114)(115)(116). 

 Além dos sinais liberados por PAMPs ou DAMPs, também é necessário 

um sinal de “priming” para que a produção da IL-1β clivada possa ocorrer. Este 

sinal de priming, ou “sinal 1”, regula positivamente a transcrição dos genes do 

complexo inflamassoma e a forma imatura da IL-1β, e um segundo sinal é 

necessário para que inicie a montagem da maquinaria do inflamassoma, 

direcionando para clivagem da caspase-1 e a consequente liberação de IL-1β 

(108)(117). Por exemplo, para o heme induzir a formação do inflamassoma 

NLRP3 em macrófagos, essas células necessitam receber priming por LPS (ou 
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outra molécula inflamatória) para ativar a via de NF-kB e induzir a expressão dos 

genes NLRP3, caspase 1 e IL-1β, 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 são ativados durante a 

progressão de doenças inflamatórias estéreis, como a aterosclerose, doença 

metabólica e distúrbios neuroinflamatórios. Portanto, é importante considerar os 

fatores e mecanismos endógenos que podem estimular o inflamassoma em 

certas condições (118). 
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Figura 3. Mecanismo de ativação (priming) do inflamassoma NLRP3 e liberação 
de IL-1β. A liberação de IL-1β é regulada por duas etapas: a síntese transcricional de 
pró-IL 1β e o processamento proteolítico na sua forma ativa pelos inflamassomas. A 
regulação transcricional do RNAm da IL-1β é mediado por receptores do tipo TLRs e 
receptores de IL-1 (sinal 1), que também induz a expressão do RNAm do receptor 
NLRP3. A ativação do inflamassoma NLRP3 induz a clivagem de caspase-1 e o 
consequente processamento da pró-IL-1β para sua forma ativa (sinal 2). 
 
 
 

1.11. O inflamassoma como alvo terapêutico em doenças inflamatórias 
crônicas  
 

Desde a descoberta do inflamassoma e a sua relação com as doenças 

inflamatórias crônicas, vários grupos de pesquisas e indústrias farmacêuticas 

vem desenvolvendo novas substâncias capazes de bloquear ou atenuar os 

efeitos desse complexo multiproteíco, seja através da via de liberação das 

citocinas IL-1β e IL-18, ou até mesmo, bloqueando os componentes da formação 

deste complexo. No entanto, podemos destacar algumas drogas já conhecidas 
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e que cada vez mais, estão sendo aplicadas no tratamento de diferentes doenças 

inflamatórias crônicas; a anakinra (recombinante da proteína antagonista do 

receptor da IL-1), canakinumab (inibidor de IL-1β), rinolacept (IL-1 Trap, inibidor 

de IL-1), proteína de ligação da IL-18, receptores solúveis da IL-18 e os 

anticorpos monoclonais anti-receptor da IL-18 foram desenvolvidos para o 

tratamento de doenças inflamatórias. Entretanto, independente da IL-1β e IL-18, 

a morte celular inflamatória do tipo piroptosis irá liberar DAMPs para induzir um 

novo processo de inflamação e assim reiniciar a formação de inflamassomas 

constantemente. Neste caso, os inibidores dos componentes do inflamassoma 

(small drugs) são uma promessa terapêutica para o futuro (119). 

A glibenclamida que é um agente antidiabético da classe das 

sulfonilureias de segunda geração, foi o primeiro composto a ser identificado 

como um possível inibidor do receptor NLRP3 e assim inibir a liberação de IL-

1β.  Um fármaco recentemente identificado como inibidor do receptor NLRP3, 

através da sinalização do canal de ATP (P2X7) é o inibidor de nucleósido da 

transcriptase reversa (NRTIs), que é principalmente usado para bloquear a 

replicação de retrovírus (116). 

Recentemente um novo estudo propôs a eficácia da inibição do receptor 

NLRP3, através do composto MCC950. Estudos in vitro demonstraram que o 

MCC950 foi capaz de bloquear a ativação do inflamassoma NLRP3 canônico e 

não-canônico, em concentrações nanomolares, sendo um inibidor especifico 

apenas do receptor NLRP3. Estudos in vivo, demonstraram que o MCC950 

reduziu a produção de IL-1β e atenuou os sintomas em um modelo de doença 

de esclerose múltipla (120). 

Como a anemia falciforme se apresenta como uma doença inflamatória 

crônica, estudos in vivo com os inibidores de IL-1 e inibidores dos componentes 

do inflamassoma seria uma opção para o descobrimento de novos tratamentos 

para essa doença, podendo dessa forma atenuar os sintomas e 

consequentemente melhorar as condições de sobrevida.  
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2. JUSTIFICATIVA 

 

Dois subprojetos foram desenvolvidos: 

 

2.1. Subprojeto I: 
 

A anemia falciforme é reconhecida como uma doença inflamatória crônica, 

diante disso, temos como hipótese a formação de inflamassomas nos leucócitos 

de pacientes com essa doença. Há relatos que as concentrações plasmáticas 

das citocinas IL-1β e IL-18 sejam aumentadas em alguns pacientes com AF, que 

seria indicativo da formação destes inflamassomas (121)(122), bem como 

evidências de concentrações 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 

há a formação de inflamassomas na AF e em quais células, pois estas estruturas 

inflamatórias podem contribuir de forma significativa para a fisiopatologia da AF. 

Inicialmente, o foco do nosso estudo foi compreender quais os estímulos 

endógenos (sinal 1 e/ou sinal 2) que poderiam contribuir para indução do 

processamento das citocinas IL-1β e IL-18, bem como identificar os 

componentes da formação de inflamassomas nas células desses indivíduos. 

Essas descobertas foram importantes, pois podem ser usadas como alvos 

moleculares para eventual intervenção terapêutica futura. 

 

2.2. Subprojeto II: 
 

Dada a dificuldade em averiguar e identificar as atividades das caspases 

inflamatórias nas células e a necessidade de definir mecanismos pelos quais o 

processamento de IL-1β ocorre, este projeto teve como objetivo a investigação 

da capacidade do plasma de pacientes com AF de induzir a dimerização 

especifica de caspases na presença de componentes do inflamassoma. Além 

disso, buscamos entender o papel dos neutrófilos de indivíduos AF na ativação 

dos mecanismos da via de ativação da caspase-1.  
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Subprojeto I: 
 

Objetivo geral: 

 

Identificar a formação, ou não, de inflamassomas e de seus componentes em 

leucócitos de indivíduos portadores de anemia falciforme. 

Objetivos Específicos: 

1- Estabelecer se há formação e ativação dos componentes do inflamassoma 

(com a consequente produção e liberação de IL-1β e IL-18) nos leucócitos 

(neutrófilos e monócitos) de indivíduos portadores de anemia falciforme. 

2- Avaliar a presença de alguns DAMPs circulantes que potencialmente 

contribuem para a formação de inflamassoma na anemia falciforme. 

3- Caracterizar a via de ativação da formação dos inflamassomas leucocitários 

na anemia falciforme. 

 

3.2. Subprojeto II: 
 

Objetivo geral: 

Empregar a técnica BiFC, desenvolvida pelo laboratório da Dr. Bouchier-Hayes, 

para investigar a capacidade do plasma e do sobrenadante de neutrófilos 

provenientes de indivíduos portadores de AF em ativar caspase-1 e avaliar a 

dimerização desta caspase com os componentes do inflamassoma. 
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Objetivos Específicos: 

1- Avaliar a capacidade do plasma de indivíduos portadores de AF em induzir a 

dimerização de caspase-1 e/ou a secreção de IL-6 (via da IL-1β), em células 

HeLa e MCF-7. 

2- Correlacionar o efeito do plasma de indivíduos pediátricos portadores de AF 

na dimerização de caspase-1 com os parâmetros hematológicos e níveis de HbF 

destes indivíduos. 

3- Avaliar o papel do heme (DAMP) na indução da atividade de caspase-1, 

observando o efeito da co-incubação com hemopexina (scavenger de heme) na 

dimerização de caspase-1. 

4- Avaliar se o sobrenadante de neutrófilos AF, ativados ou não, induz a 

dimerização de caspase-1 e/ou a secreção de IL-6, quando co-incubados com 

células HeLa. 
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4. CASUÍSTICA E ASPECTOS ÉTICOS 

 

4.1. Subprojeto 1: 

 

Os Médicos responsáveis pelos pacientes portadores de anemia falciforme 

(pacientes AF): Prof. Dr. Fernando Ferreira Costa, Profa Dra. Sara T.O. Saad, 

Centro de Hematologia e Hemoterapia, UNICAMP, foram os responsáveis por 

revisar os casos dos pacientes portadores de AF. Foram recrutados para este 

estudo, pacientes AF homozigotos (AF) e indivíduos saudáveis sem anemia 

falciforme (CTRL). Pacientes AF em acompanhamento pelo Hemocentro da 

UNICAMP foram diagnosticados através dos métodos de eletroforese de 

hemoglobina e de cromatografia líquida de alta pressão (HPLC) (VARIANTTM; 

Bio-Rad Laboratories). Os pacientes foram recrutados para o estudo em fase 

estável, ausência de crises de dores, sem infecção e transfusões prévias por 

pelo menos 3 meses anteriores à data da coleta das amostras. O início do 

tratamento do grupo de pacientes em terapia com hidroxiuréia (HU; 15-30 

mg/Kg/dia em tratamento há pelo menos 3 meses) foi decidido pelo médico 

responsável de acordo com os seguintes critérios de inclusão: ocorrência de 

crises de vaso-oclusão superiores à 3 vezes ao ano, e/ou repetidos episódios de 

síndrome torácica aguda. Todos os indivíduos que participaram deste estudo 

assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido aprovado no dia 29 

de Janeiro de 2015, pelo Comitê de Ética e Pesquisa da Faculdade de Ciências 

Médicas da UNICAMP. Projeto de acordo com a Resolução CSN 466/12 número 

CAAE 31962214.1.0000.5404 (anexo 1). (Veja Tabela 1 para dados clínicos e 

demográficos para estes pacientes).   

 

4.2. Subprojeto 2: 

  

Pacientes pediátricos 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 líquida de alta pressão (HPLC) (VARIANTTM; 

Bio-Rad Laboratories) e estavam recebendo acompanhamento médico no Texas 

Children’s Hospital. Neste projeto, o grupo controle foi composto através de 

funcionários (indivíduos saudáveis) do Baylor College of Medicine/Texas 

Children’s Hospital (Houston-TX, EUA). Os pacientes foram recrutados durante 

o estado estacionário da doença, sem nenhum episódio doloroso agudo ou 

crises de vaso oclusão durante os 3 meses anteriores à data da coleta. Para os 

pacientes em uso de HU, o início do tratamento do grupo em terapia com 

hidroxiuréia (HU; 15-30 mg/Kg/dia) teve início pelo menos 3 meses antes da data 

de coleta.  

O consentimento informado por escrito foi obtido de sujeitos e/ou 

responsáveis pelos indivíduos com idade inferior a 18 anos, de acordo com o 

comitê de ética estabelecido pelo Texas Children’s Hospital e submetido ao 

comitê de ética em pesquisa do Baylor College of Medicine. O hemograma de 

rotina e a dosagem dos níveis de hemoglobina fetal (HbF) foram adquiridos após 

a inclusão dos pacientes no estudo (Veja Tabela 2 para dados clínicos e 

demográficos para estes pacientes).   
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5. MATERIAIS E METODOS  

 

5.1. Separação 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, após a coleta para evitar a ocorrência de 

hemólise. O plasma foi retirado e cuidadosamente fracionado para 

armazenamento em -80°C (19). 

 

5.2. Separação de monócitos e neutrófilos do sangue periférico 
 

O sangue periférico foi coletado em tubo de heparina; os neutrófilos 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 monócitos totais, a primeira camada, contendo as células 

mononucleares (PBMC) foi retirada e as células foram diluídas 1:2 em meio 

RPMI; após essa etapa, os monócitos foram separados através de um gradiente 

de Percoll® (Sigma-Aldrich) (45%), de acordo com (127) e ressuspendidos em 

meio RPMI (5x10⁵ células/mL) para uso nos ensaios. A segunda camada de 

células (localização dos neutrófilos, no gradiente de ficoll-hypaque), foi retirada 

e realizada uma “lise celular” com o uso do tampão de lise de amônia, após essa 

etapa, os neutrófilos foram lavados em PBS, ressuspendidos em meio RPMI e 

ajustados para a concentração de 2x106 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 análise morfológica). 
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5.3.   Separação de células mononucleares (PBMC) do sangue periférico 
 

Após 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 

centrifugação (800g, 20 minutos, 20°C). O sobrenadante foi descartado e o pellet 

de células foi usado para os experimentos de Western blotting e co-

imunoprecipitação. 

 

5.4. Purificação de monócitos CD14+ por seleção positiva de células 
usando colunas magnéticas  
 

Os monócitos também foram isolados com o uso das beads CD14˖, uma vez, 

que quando isolados pela técnica de Percoll®, não obtemos uma pureza maior 

que >80%. As células PBMC foram isoladas a partir de amostras de sangue 

através da técnica de separação por Ficoll-Hypaque de densidades 1.0771 

g/mLe 1.1191 g/mL de acordo com (19). Da suspensão de células PBMC, os 

monócitos 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 tampão MACS (PBS suplementado com 1% de 

BSA e citrato ácido dextrose) e centrifugadas a 360g durante 5 minutos. O 

sobrenadante foi completamente eliminado e as células foram ressuspendidas 

em tampão MACS (para cada 107 de células foi usado 40µl de tampão) e para 

cada 107 células foram adicionados 10µL de beads anti-CD14 (Miltenyi 

microbeads Biotech). A solução de células/beads foi uniformizada, e incubadas 

durante 20 minutos a 4 °C, em seguida as células foram lavadas em tampão 

MACS e centrifugadas a 650g durante 10 minutos. As células foram 

ressuspendidas em 500µl de tampão MACS e passadas através de um filtro de 

70µm (BD Falcon) para remover aglomerados celulares. A coluna magnética LS 

(Miltenyi Biotech®) foi fixada no seu respectivo suporte magnético e lavada com 

3mL tampão de MACS. Posteriormente as células foram adicionadas na coluna, 

seguida por 3 lavagens de 3mL com tampão de MACS. Em seguida, a coluna foi 
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removida do suporte magnético e com auxílio de um êmbolo as células CD14⁺ 
aderidas na coluna foram eluídas em 5mL de tampão de MACS. As células 

purificadas foram lavadas em RPMI completo, centrifugadas a 360g durante 5 

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

 

5.5. Separação de neutrófilos 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 serviço de 

aférese do Texas Children’s Hospital com consentimento e de acordo com as 

normas estabelecidas pelo hospital. 

A amostra foi diluída 1:2 com PBS estéril e centrifugada (Centrífuga 

Eppendorf 5810R) a 1250g durante 10 minutos à temperatura ambiente. A 

camada do buffy coat que continha os leucócitos foi removida, diluída em PBS, 

e submetida a gradiente de densidade com Ficoll-Paque™ PLUS (GE 

Healthcare®, Chicago, EUA). Subsequentemente, os neutrófilos foram isolados 

por centrifugação (800g, 30 minutos, 20°C). A camada de neutrófilos 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 neutrófilos foi submetido 

à lise das hemácias (em tampão de lise de amônia - 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 diluídas em azul de tripan (Sigma 

Aldrich®, Missouri, EUA) e os neutrófilos viáveis foram contados através de um 

microscópio. Os neutrófilos obtidos por esta técnica foram utilizados nas 

concentrações especificadas nos experimentos realizados no subprojeto II. 
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5.6. ELISA 
 

Concentrações de Pró-IL-1β, IL-1β, IL-18, IL-1α, TNF-α, IL-33, e IL-6 foram 

determinados no plasma e/ou sobrenadante celular utilizando kits de ELISA 

específicos para a detecção de cada proteína (R&D systems®, Minneapolis, MN, 

EUA). O nível plasmático de HMGB1 foi determinado com o uso do Kit de ELISA 

HMGB1 (CD creative diagnostics®, NY, EUA). A proteína HSP70 foi determinada 

através do uso do kit de ELISA HSP70 HS (Enzo life sciences ®, NY, EUA). A 

faixa de detecção de cada Kit de ELISA e fabricantes pode ser acessada no 

apêndice I. 

 

5.7. Determinação de ATP e heme no plasma  
 

Os níveis de ATP foram avaliados através do ensaio de bioluminescência 

utilizando o Kit Molecular probes® ATP determination (Thermofischer®, 

Rockford, IL, EUA), de acordo com as instruções do fabricante e utilizando o 

equipamento SpectraMax® minimax 300 Imaging Cytometer para detecção da 

bioluminescência. Os níveis 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 instruções do fabricante. 

 

5.8. Citometria de Fluxo para determinação da ativação de caspase-1  
 

Utilizamos a técnica de citometria de fluxo com o emprego da sonda de 

marcação 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 

à lise das hemácias, utilizando o tampão 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 



58 
 

FAM-YVAD-FMK (Fam-Flica Capase-1 reagent, Immunochemistry 

Technologies®) foi adicionado (1:40), de acordo com as instruções do fabricante. 

Posteriormente, foram adicionados anticorpos anti-CD66b conjugado ao 

fluorocromo PE (para identificação de neutrófilos – 1:100) e anticorpos anti-CD16 

conjugado ao fluorocromo APC (1:100) e CD14 conjugado ao fluorocromo Percp 

(1:30) (para identificação de monócitos) - (Becton Dickinson®, Franklin Lakes, 

NJ, EUA). Após incubação á 30 min, 37° C, 5% CO2, as células foram lavadas 

2x com PBS 1X. As análises foram realizadas no citômetro de fluxo FACSCalibur 

(Becton Dickinson®), utilizando o BD FACSDIVA® Software (Becton 

Dickinson®). Foram analisadas um total de 50.000 células, das quais os 

neutrófilos e monócitos foram identificados de acordo com os parâmetros 

FSC/SSC e a expressão 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 apêndice II. 

 

5.9. Imunofluorescência e microscopia confocal para análise da molécula 
ASC 
 

As células (2x10⁶ total) foram aderidas á lamínulas previamente recobertas com 

fibronectina 20 µg/mL (16h, 37° C, 5% CO2). Subsequentemente, as lamínulas 

foram lavadas repetidamente com PBS, fixadas com paraformaldeído 4% e 

bloqueadas com PBS/BSA 3%. As células foram incubadas com o anticorpo 

primário anti-ASC (Santa Cruz Biotechnology ® Dallas, TX, EUA) (com diluição 

de 1:100 em PBS/BSA 3%) por 16h, o mesmo foi realizado com o anticorpo 

secundário conjugado ao Alexa fluor 488 (com diluição de 1:400) (Life 

Technologies®, Waltham, MA, EUA). Para finalização, as lamínulas foram 

montadas com o marcador nuclear DAPI (Prolong Gold DAPI ThermoFisher®). 

As observações das células foram realizadas no microscópio invertido confocal 

LSM780 NLO (Zeiss ®, Alemanha) com controle de temperatura e CO2, 

utilizando os lasers Argon para visualização do fluorocromo 488 e o NLO-Mai Tai 

para o DAPI (INFABIC-UNICAMP) (128). 
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5.10. Identificação dos “specks” de caspase-1 e de ASC por citometria de 
fluxo por imagem  
 

Utilizamos citometria de fluxo por imagem (Amnis ImageStream Mark II/ 

Milipore®) para identificar e quantificar a presença de “specks” de caspase-1 e 

de ASC em neutrófilos e em monócitos. Após o isolamento das células (como 

descrito anteriormente), estas (2x107/mL) foram marcadas com anticorpos 

fluorescentes; anti-CD66b PE (1:50) para identificação de neutrófilos, e anti- 

CD14 PercP (1:50) mais anti-CD16 APC (1:50) (Becton Dickinson®) para 

identificação dos monócitos e de suas subpopulações. Os aglomerados de 

caspase-1 ativada e de ASC foram revelados mediante incubação das células 

com a sonda FAM-YVAD-FMK FLICA® (como descrito previamente) seguida de 

marcação intracelular com o anticorpo anti-ASC Alexa Flúor 647 (30 minutos, 

1:50) - (Santa Cruz Biotechnology®). Aproximadamente 10.000 eventos 

contidos em uma região delimitada por área igual ou superior a 100µ2 foram 

adquiridos em citômetro de imagem com 488 nm, 642 nm e 785 nm ativados e 

amplificação de imagem configurada para 40X. As imagens foram analisadas 

pela aplicação de um protocolo de análise guiada, o “Spot Wizard”, do software 

IDEAS. Durante o processo guiado pelo “Spot Wizard” foi criada uma máscara 

sobre as regiões brilhantes do objeto (“spots ou specks”) e, manualmente, foram 

selecionadas imagens representativas de duas populações: uma população 

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 

populações, o “Spot Wizard” gerou um histograma da frequência de células para 

cada número de “spots” (106). 

 

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

Após isolamento dos neutrófilos e monócitos (2x10⁶ e 5x10⁵ células totais, 

respectivamente, em meio RPMI suplementado com soro fetal bovino 10%), as 

células foram incubados com o inibidor de NLRP3 - MCC 950 (5 µM) 

(Invivogen®, San Diego, CA, EUA), com o inibidor de caspase 1 - YVAD (40 µM) 

(Biovision Incorporated®, Milpitas, CA, EUA) com o inibidor de NFkB- BAY 
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117082 (10 µM) (Calbiochem®, La Jolla, CA, EUA), e/ou com o inibidor de ASC 

– CAPE (5 µM) (Abcam®, Cambridge, Inglaterra) ambos por 1 hora. 

Posteriormente foi realizada a retirada do sobrenadante e o congelamento do 

mesmo para mensuração dos níveis de IL-1β, 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 
 

Após isolamento, os neutrófilos (2x10⁶ células/mL em meio RPMI) foram 

incubados com 5-10% do pool de plasma de controles saudáveis (n=6) ou pool 

de plasma de AF em uso ou não de HU (n=6) por 2 horas, posteriormente, as 

células foram processadas de acordo com a técnica descrita. 

 

5.13. Determinação de pró-IL 1β 
 

Neutrófilos de controles saudáveis e de pacientes AF com e sem HU, foram 

isolados (6x10⁶ células em meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal 

bovino). Após esse período de incubação, retiramos o sobrenadante e às células 

aderentes foram lisadas com tampão de lise celular, associado com lise 

mecânica (aproximadamente 60 segundos com movimentos circulares e força 

constante), para verificação da lise, a placa foi levada ao microscópio invertido 

para total certificação de que não haviam células aderidas na placa. Após 

finalização, o sobrenadante e lisado celular foram congelados e posteriormente 

realizado ELISA para avaliação da liberação de pró-IL 1β (R&D systems® -  faixa 

de detecção: 23,4 – 1.500 pg/mL e sensibilidade de detecção de 3.3 pg/mL). 
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5.14. Extração de RNA 
 

O RNA dos neutrófilos foi isolado utilizando o método de extração por Trizol 

(ThermoFisher scientific ®), seguindo as instruções do fabricante a partir de 

15x106 células totais. A quantificação do RNA foi realizada através da leitura da 

densidade óptica (DO) de uma alíquota da amostra em espectrofotômetro 

NanoDrop (ND-1000 Spectrophotometer) com comprimento de onda equivalente 

a 260 nm, considerando que 1 DO à 260 nm equivale a 40 mg/mL de RNA. A 

relação entre as leituras realizadas a 260 e 280 nm foi utilizada como parâmetro 

na estimativa do grau de contaminação do RNA por proteínas. A integridade das 

amostras foi avaliada pelo programa 2100 Expert (Agilent) na qual permite uma 

estimativa da integridade do RNA por meio de análise da intensidade das bandas 

de todo o traçado eletroforetico da amostra. Apenas as amostras de alta 

integridade foram utilizadas nos experimentos. 

 

5.15. Tratamento do RNA total com DNAse I e síntese de cDNA  
 

O RNA total de neutrófilos foi tratado com DNAse livre de RNAse 1 U/μL (Life 

Techologies®), utilizando 1 U da enzima para tratar 5 μg de RNA por 15 minutos 

à temperatura ambiente, a fim de eliminar uma possível contaminação deste 

material com DNA genômico. A reação foi interrompida pela adição de uma 

solução de EDTA com concentração final de 2 mM. A enzima foi inativada por 

uma incubação de 10 minutos a 65°C. A transcrição reversa foi realizada 

utilizando-se o kit Super Script III (Life Technologies ®), de acordo com as 

instruções do fabricante. O cDNA produzido foi armazenado a -20°C até o uso 

em ensaios. 

 
5.16. PCR quantitativo (PCRq)  
 

A amplificação 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 



62 
 

foram utilizadas na reação com os iniciadores. Um controle negativo, sem adição 

de cDNA, foi realizado para cada par de iniciadores. O protocolo de dissociação 

se realizou no final de cada reação para verificar amplificações não específicas. 

Cada reação foi repetida duas vezes no mesmo experimento. Os primers foram 

desenhados de acordo com (Primer-express, Applied Biosystems®) e 

comprados (Invitrogen®, São Paulo, Brasil). Para confirmar a precisão e 

reprodutividade da PCR em tempo real, a precisão intra-ensaio foi calculado de 

acordo com a equação E (-1/slope). As amostras foram analisadas em duplicata 

e os resultados foram expressos em unidades arbitrárias (UA) da expressão 

gênica quando comparados com o gene controle Beta-Actina (ACTB) e 

Ribosomal protein L13 (RPL 13)(129). As sequências de iniciadores podem ser 

acessadas no apêndice III. 

 

5.17. Extração de proteínas, imunoprecipitação de complexos proteicos e 
Western blotting 
 

 As células (neutrófilos e células mononucleares) foram lisadas em tampão 

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, Na3VO4 

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 conteúdo proteico foi dosado pela utilização do 

reagente (BioRad®, Hercules, CA, EUA), tendo como base uma curva padrão de 

albumina (BSA), segundo as especificações do fabricante. Quando foram 

realizados estudos de co-imunoprecipitação, quantidades correspondentes a 

400 µg de extrato proteico foram incubadas com 2-5 µg do anticorpo (conforme 

recomendado pelo fabricante) por 16-18 horas (4°C) sob agitação. Os imuno-

complexos foram recuperados pela incubação com solução de 50% proteína-A 

Sepharose (GE) por 1 hora sob agitação (4°C), seguida de lavagens em tampão 

solução para lavar o imunoprecipitado (três lavagens com centrifugações de 30 

segundos 10.000 g entre elas) para remoção das ligações inespecíficas.  

Quantidades de proteínas correspondentes a 25 µl foram fracionadas em 

gel á 15% de poliacrilamida-SDS. Após a corrida, as proteínas 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 solução 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 sítios inespecíficos. Em seguida foram incubadas 

com anticorpo primário de interesse (diluições 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 secundário 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 quantificação 

das bandas na membrana utilizou-se o programa ImageJ, disponível no site do 

NIH (Bethesda, USA) (130). 

Para Western blotting, extratos totais das células (50-100 µg), foram 

submetidos à eletroforese em gel de 15% de poliacrilamida-SDS e a 

transferência das proteínas para a membrana de nitrocelulose ocorreu como 

descrito acima. Em seguida a membrana foi incubada com o anticorpo de 

interesse, como descrito acima. A diluição dos anticorpos utilizados no Western 

blotting, pode ser acessada no apêndice IV. 

 

5.18. Cultivo de células HeLa e MCF-7 para estudo de transfecção BiFC 
 

As células de linhagem HeLa (células imortalizadas provenientes de um câncer 

cervical), MCF-7 (células provenientes de um câncer 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 CO2.  As células 

estavam na 15° passagem e a cada dois dias (70-90% de confluência celular) 

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

Os plasmídeos de caspase BiFC, dsRed-mito e ASC foram clonados pela técnica 

de PCR padrão com a utilização de primers específicos para incorporação dos 

locais de enzimas de restrição apropriados dentro de um plasmídeo de caspase-

1 completo (ICE) para um plasmídeo BiFC. Após esta etapa, foi realizado uma 

validação para verificar a sua função em relação ao recrutamento de 

inflamassomas (131). As mutações pontuais foram introduzidas usando o Kit 

Quick Change Site Directed Mutagenesis (Agilent Technologies, Santa Clara, 

CA, EUA), e após a clonagem, cada plasmídeo foi verificado por sequenciamento 

convencional. Os plasmídeos que expressam a molécula ASC foram gentilmente 

cedidos pelo laboratório do Dr. Seamus Martin (Trinity college, Dublin, Irlanda) 

para o laboratório da Dr. Bouchier-Hayes (Baylor college of medicine/Texas 

Children’s Hospital, Houston, EUA). O plasmídeo dsRed-mito (Clontech) foi 

usado como reporter para o experimento de transfecção. As sequências de 

plasmídeos utilizados para este estudo, bem como, a padronização da 

concentração e a titulação utilizada nos ensaios, podem ser acessadas no 

apêndice V, VI, VII.  

 

5.20. Ensaios de transfecção  
 

As células HeLa e MCF-7 (1x105 células/mL) foram plaqueadas 24 horas antes 

da transfecção em placas de 12 poços e transfectadas transitoriamente 

utilizando o reagente de transfecção lipofectamina 2000 (Invitrogen, Grand 

Island, NY, EUA) e com as combinações de plasmídeos de caspase-1, 

denominados de C1-Pro VC (5 ng), C1-Pro VN (5 ng) e dsRed-mito (5 ng) (sendo 

este o repórter desta transfecção). Como controle positivo, algumas células 

foram transfectadas com C1-Pro VC, C1-Pro VN e dsRed-mito (5 ng), e também 

com um plasmídeo para codificação de ASC (125 ng). Após 48 horas do início 

da transfecção, as células foram analisadas. 
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5.21. Análise de células vênus-positivas em tempo real por microscopia 
confocal  
 

As células HeLa e MCF-7 (1x105 células/mL) foram plaqueadas em placas de 12 

poços, contendo lamínulas de vidro revestidas com fibronectina (Mattek Corp, 

Ashland, MA, EUA) 24 horas antes da transfecção. Após os tratamentos, as 

células foram visualizadas usando um microscópio confocal de disco giratório 

(Zeiss, Thornwood, NY, EUA), equipado com uma unidade de disco giratório 

CSU-X1A500 (Yokogowa eletric corporation, Tóquio, Japão), módulo multi-laser 

com comprimentos de ondas de 458, 488, 514 e 561 nm, e um microscópio 

invertido motorizado Axio observer Z1 equipado com um estágio XY motorizado 

de precisão (Carl Zeiss MicroImaging, Thornwood, NY, USA). As imagens foram 

adquiridas com uma objetiva Zeiss PlanNeofluar 40x1.3 NA ou 64x1.4 NA em 

uma câmera Orca R2 CCD usando o software Zen 2012 (Zeiss, Thornwood, 

NY,EUA). Aproximadamente 25-50 Imagens foram obtidas por poço, e a análise 

foi realizada através do cálculo da porcentagem de células positivas para a 

proximidade induzida de caspase (nomeadas de células venus-positivas), a 

partir do número total de células transfectadas. 

 

5.22. Análise Estatística  
 

Os dados são apresentados como médias ± erro da média (SEM) de N de 

indivíduos. Os dados foram confirmados como paramétricos ou não-

paramétricos e as médias foram comparadas, utilizando os testes; de Kruskal-

Wallis e o pós teste de Dunns (teste não-paramétrico e não-pareado para análise 

de 3 ou mais grupos); Mann-Whitney (teste não-paramétrico e não-pareado para 

análise entre 2 grupos), Wilcoxon e two-way ANOVA (teste não-paramétrico, 

para comparação de grupos pareados). Os gráficos e os cálculos 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: Investigação da formação de inflamassoma em 
pacientes com anemia falciforme 
 

6.1.1. População de pacientes AF estudados  

 

Neste estudo investigamos a formação de inflamassomas em leucócitos de 

pacientes portadores de AF. Indivíduos controles (indivíduos saudáveis HbAA -  

grupo CTRL, N=120) e indivíduos portadores de AF em estado estável (HbSS, 

grupo AF, N=95) foram recrutados no setor de doação de sangue e no 

ambulatório de hematologia do hemocentro da UNICAMP, respectivamente. Dos 

pacientes, 63 estavam em terapia com HU (15–30 mg/kg/d), como dados 

posteriores não mostraram diferenças significantes referente a liberação de IL-

1β e a formação de inflamassomas nos leucócitos, entre pacientes tomando ou 

não HU, os pacientes foram agrupados em um unico grupo. Segue abaixo, os 

dados clínicos dos pacientes AF utilizados neste estudo (Tabela 1). Os controles 

foram pareados aos pacientes em sexo ou idade, quando possível. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



67 
 

 

Tabela 1. Detalhes clínicos dos pacientes participantes deste estudo 
(população – Hemocentro, UNICAMP, Campinas, Brasil) 
 

Parâmetros Hematológicos  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 12/L) 2,55 (2,49; 1,39; 6,36) 

Hematócrito (%) 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) 

Reticulócitos (%) 13,05 (12,95; 2,09; 28) 

Contagem leucócitos (10 9/L) 8,04 (8,21; 3,32; 14,1) 

Contagem plaquetas (109/L) 372,9 (370,25; 85; 888) 

HbF (%) 11,75 (11,85; 2; 28,8) 

Com exceção do sexo, todos os dados estão representados como média (mediana; 
mínimo; máximo) valores para pacientes com AF em estado estável (AF), pacientes 

AF em terapia com HU (AFHU; 15–30 mg/kg/d). HbF: hemoglobina fetal. 

 

 

6.1.2. Determinação dos níveis plasmáticos de IL-1β e IL-18 

 

Os níveis de IL-1β e IL-18 foram determinados no plasma de indivíduos 

controle (controles; CTRL, n= 11-12) e indivíduos portadores de anemia 

falciforme (AF, n=23) pelo método de ELISA. Os níveis plasmáticos de IL-1β 

(Figura 4A) e de IL-18 (Figura 4B) foram significativamente maiores (p<0.001) 

em indivíduos AF, quando comparado ao grupo controle. Dados indicam que há 

um aumento significativo no processamento de IL-1β e IL-18 em indivíduos 
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portadores de AF, indicativo de uma maior formação de inflamassoma nesses 

indivíduos.          
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Figura 4. Determinação dos níveis plasmáticos de IL-1β e IL-18. Níveis de (A) IL-1β 
e (B) IL-18 no plasma de indivíduos controles (CTRL, n= 11-12) e indivíduos portadores 
de AF (AF, n= 23). Os níveis de IL-1β e IL-18 foram avaliados através de ELISA. Para 
o teste estatístico usou-se o teste de Mann-Whitney, ***p<0.001; comparado ao grupo 
controle. 

 

6.1.3. Determinação da liberação de IL-1β por neutrófilos de indivíduos 
controles e AF 

 

Os neutrófilos representam cerca de 60 a 70% dos leucócitos da 

circulação sanguínea humana e são uma fonte importante de citocinas pró-
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inflamatórias. Diante disso, avaliamos a liberação de IL-1β proveniente de 

neutrófilos isolados (2x10⁶ células/ml) do sangue periférico de indivíduos 

controles e de indivíduos AF, durante 2 horas de incubação (37°C, 5% CO2), em 

meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino. Após esse período de 

incubação, o sobrenadante foi coletado e avaliamos as concentrações dessa 

citocina. Os neutrófilos de indivíduos portadores de AF (AF) liberam uma maior 

quantidade de IL-1β (p<0.0001) quando comparado aos neutrófilos de indivíduos 

controles (CTRL) (Figura 5).   
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Figura 5. Determinação dos níveis de IL-1β no sobrenadante de neutrófilos. 
Liberação de IL-1β pelos neutrófilos de indivíduos controles (CTRL, n=8) e de indivíduos 
portadores de AF (AF, n=19). Células isoladas foram incubadas (2h, 37°C, 5% CO2) e 
as concentrações de IL-1β no sobrenadante foram avaliadas através do ensaio de 
ELISA. Para o teste estatístico usou-se o teste de Mann-Whitney. ****p< 0.0001; 
comparado ao grupo controle. 

 

6.1.4.  Avaliação da produção e liberação de Pró-IL-1β em neutrófilos 

 

Para confirmar que a IL-1β liberada pelos neutrófilos AF é IL-1β já 

processada pelo inflamassoma, determinamos a quantidade de pró-IL-1β no 

lisado celular e no sobrenadante de neutrófilos. Incubamos neutrófilos (6x10⁶ 

células/ml) de indivíduos 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 condições experimentais para dosagem de IL-1 β). A pró-IL-1β foi 

determinada por ELISA especifico (Tabela 2) no lisado celular e no 

sobrenadante. Em neutrófilos de indivíduos controles, não foi possível detectar 
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pró-IL-1β nos lisados celulares, bem como nos sobrenadantes. Em contraste, 

em neutrófilos de quatro dos oito indivíduos portadores de AF foi possível 

detectar pró-IL-1β apenas nos lisados celulares com uma média ± SEM 

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

Esses dados nos indicam que os níveis de IL-1β encontrado no 

sobrenadante de neutrófilos AF (Secção 6.3), correspondem a IL-1β processada 

pelo inflamassoma e não a forma não-clivada da citocina (pró-IL-1β). Assim 

sendo, podemos sugerir que os neutrófilos de indivíduos portadores de AF 

podem formar inflamassomas e liberar IL-1β processada.  

Adicionalmente, aparentemente há uma produção maior da pró-IL-1β nos 

neutrófilos de indivíduos AF, que pode ser uma indicação de priming celular. 

 

Tabela 2: Avaliação da liberação de pró-IL-1β em lisado e sobrenadante 
de neutrófilos provenientes de indivíduos saudáveis e AF  
 

 

A pró-IL 1β foi determinada no lisado e sobrenadante de neutrófilos (6x10⁶ células/ml) 
provenientes de indivíduos controles (CTRL, N= 4) e indivíduos AF (AF, N= 8), através 
do kit de pró-IL 1β ELISA (R&D systems ®). 
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6.1.5. Avaliação da ativação de caspase-1 em neutrófilos através da técnica 
de citometria de fluxo 

 

Usamos o kit FAM FLICA, em associação com a citometria de fluxo 

convencional, para identificar células que apresentavam ativação de caspase-1. 

O sangue periférico foi obtido de indivíduos controles (CTRL) e indivíduos 

portadores de anemia falciforme (AF); após lise das hemácias, as amostras 

foram marcadas com anticorpo para a identificação de neutrófilos (CD66b+) e 

com a sonda intracelular para marcação de caspase-1 ativada. A porcentagem 

de neutrófilos com marcação para caspase-1 ativada foi avaliada através do 

deslocamento do gate de neutrófilos e a análise da porcentagem de células na 

população deslocada (FLICA+). Um exemplo dessa análise pode ser observado 

no apêndice II. 

Podemos notar que os neutrófilos de indivíduos portadores de AF 

apresentam uma porcentagem significativamente aumentada de caspase-1 

ativada (p<0.001) quando comparado aos neutrófilos de indivíduos CTRL (Figura 

6A). Para a avaliação do número circulantes de neutrófilos apresentando 

caspase-1 ativada na circulação sanguínea, foi feito a contagem diferencial dos 

leucócitos de amostras de sangue total de cada indivíduo (através de 

hemograma automatizado) e contabilizamos o número de neutrófilos FLICA+ 

circulantes, através do número total de neutrófilos (Figura 6B). Como pode ser 

observado, os indivíduos AF demonstraram aumento significativo (p<0.001) na 

contagem de neutrófilos com atividade de caspase-1, quando comparado ao 

grupo controle. 
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Figura 6.  Avaliação da ativação de caspase-1 em neutrófilos em indivíduos 
controles e AF. Avaliação da ativação de caspase-1 (FLICA+) em neutrófilos (CD66b+) 
de indivíduos controles (CTRL, N=9) e indivíduos portadores de AF (AF, N= 21 [A] e 15 
[B]. A ativação de caspase-1 foi avaliada através do kit FAM FLICA Caspase 1; (A) 
Ativação é expressa como porcentagem dos neutrófilos (CD66+) positivas para FLICA; 
(B) avaliação da contagem de neutrófilos com caspase-1 ativada na circulação 
sanguínea. Para o teste estatístico usou-se o teste de Mann-Whitney. *** p< 0.001; 
comparado ao grupo controle. 
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6.1.6. Avaliação da ativação de caspase-1 em neutrófilos através da técnica 
de citometria de fluxo com imagem  

  

Para melhor caracterizar a ativação de caspase-1 em neutrófilos do 

sangue periférico, utilizamos a tecnologia da citometria de fluxo com imagem 

(Amnis ImageStream, Milipore®). Os neutrófilos 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 neutrófilos foram primeiramente analisados através da granulosidade 

e tamanho celular, através dos parâmetros FSC (forware scatter) x SSC (side 

scatter), posteriormente cada neutrófilo foi avaliado individualmente, através da 

imagem obtida pela tecnologia do Amnis e a avaliação dos specks foi realizada 

utilizando o software IDEAS. Interessantemente, observamos que a caspase-1, 

quando ativada, forma múltiplas aglomerações ou “specks” (Figura 7A) nos 

neutrófilos. Visto isso, podemos observar que os indivíduos portadores de AF 

apresentaram uma maior porcentagem de neutrófilos com ≥ 4 specks de 

caspase-1, quando comparado aos neutrófilos do grupo CTRL (Figura 7B).   
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Figura 7. Avaliação da ativação de caspase-1 em neutrófilos. Avaliação da atividade 
de caspase-1 em neutrófilos de indivíduos controles saudáveis (CTRL) e indivíduos 
portadores de AF (AF), utilizando citomeria de fluxo com imagem. (A) Imagens 
representativas de neutrófilos CTRL e AF com ≥ 1 speck de caspase-1 (observados 
como aglomerados puntiformes de caspase-1 ativa). A ativação de caspase-1 pode ser 
observada em verde (que representa a clivagem peptídica da sonda FAM-YVAD-FMK-
FLICA). Neutrófilos foram identificados por citometria de fluxo e as imagens foram 
obtidas (Amnis ImageStream Mark II) com aumento de 40X para a caracterização dos 
aglomerados de caspase-1 ativada. (B) Porcentagem de neutrófilos provenientes de 
indivíduos controles saudáveis (CTRL; N=6) e indivíduos portadores de AF (N=12), com 
múltiplas specks de caspase-1 ativada. Para o teste estatístico usou-se o teste de two-
way ANOVA seguido de Bonferroni com Múltiplas comparações, * p< 0,05, comparado 
ao grupo controle. 
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6.1.7.  Avaliação da liberação de IL-1β dependente de caspase-1 em 
neutrófilos 

 

Sabe-se que a clivagem da pró-forma de IL-1β é mediada através da 

molécula efetora caspase-1. Isolamos neutrófilos provenientes de indivíduos 

CTRL e de indivíduos portadores de AF e incubamos com o inibidor seletivo de 

caspase-1, YVAD (40 µM) (1h, 37°C, 5% CO2), antes de medir a concentração 

de IL-1β no sobrenadante das células. Podemos observar que o uso do inibidor 

YVAD, diminuiu de forma significativa a secreção de IL-1β em neutrófilos CTRL 

estimulados com LPS/ATP, assim como, a liberação de IL-1β em neutrófilos AF 

não estimulados (Figura 8), confirmando que a liberação de IL-1β dos neutrófilos 

AF (e de neutrófilos controles estimulados) é dependente da ativação de 

caspase-1. 
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Figura 8. Avaliação da liberação de IL-1β dependente de caspase-1 em neutrófilos. 
Neutrófilos isolados de controles saudáveis (CTRL; N=3) foram ativados ou não com 
LPS (100 ng/ml) e ATP (2,5 mM) e co-incubados com YVAD (40 µM); neutrófilos (não 
estimulados) de indivíduos portadores de AF (AF; N=10) também foram incubados na 
presença ou ausência de YVAD. Os dados estão representados como média ± SEM. 
Para o teste estatístico usou-se o teste de Kruskal-Wallis com pós 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. Avaliação da aglomeração da molécula ASC em neutrófilos através 
de imunofluorescência e microscopia confocal  

 

Os inflamassomas clássicos são geralmente formados através da 

participação de dois sinais, para que ocorra a expressão do receptor NLRP3 e 

pró-IL-1β, há a necessidade do reconhecimento de um primeiro sinal (ex: LPS 

ou algumas moléculas endógenas) via TLR4 e para a montagem da maquinaria 

desse complexo multimérico, há a necessidade de um segundo sinal (ex: 

DAMPs; ATP, HMGB1, heme, HSP70). Esses complexos, em macrófagos e 

células dendriticas, apresentam a interação do sensor molecular com a molécula 

adaptadora ASC. A organização de múltiplos dímeros de ASC (as chamadas 

ASC specks, pontos densos de oligomerização de ASC), por sua vez, pode 

resultar no recrutamento da pró-caspase-1 e a sua clivagem por proximidade 

induzida. A participação da molécula ASC na formação de inflamassomas tem 

sido menos caracterizada em neutrófilos e sugere-se que a oligomerização 

clássica de ASC só ocorra em certas circunstâncias (132). Neste contexto, 

avaliamos a apresentação de aglomerações de ASC em neutrófilos (formações 

de vários pontos densos de oligomerização de ASC) de indivíduos controle e de 

indivíduos AF. Para isto, isolamos neutrófilos de indivíduos CTRL e de indivíduos 

AF, estimulados ou não com ATP (2,5 mM), e usamos um o anticorpo anti-ASC 

para posterior observação por microscopia confocal (Figura 9).  

Os neutrófilos controles não estimulados apresentaram baixa 

aglomeração de ASC (Figura 9A). Em contraste, após 30 min de estimulo com 

ATP (sinal 2), há um aumento da aglomeração de ASC nestes neutrófilos 

(p<0.05) (Figura 9B). Todavia, os neutrófilos de indivíduos portadores de AF 

apresentaram aglomeração de ASC, mesmo quando não estimulados (Figura 9C 

e D). Para quantificação da porcentagem de neutrófilos com aglomerados de 

ASC, contabilizamos as células totais de 5 campos diferentes e dentro de cada 

campo, identificamos as células que apresentavam aglomerados, essa 

quantificação pode ser observada na figura 10E, porém, não encontramos 

diferenças significativas entre os grupos estudados. 
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Figura 9. Avaliação da aglomeração da molécula ASC em neutrófilos. Aglomeração 
da molécula ASC em neutrófilos representativas de (A) indivíduos controles (CTRL) sem 
estímulo, (B) indivíduos controles, quando estimulados com ATP (2,5 mM) por 30 min; 
(C) de indivíduo portador de AF sem estimulo e com estimulo com ATP (D). (E) 
quantificação da porcentagem de neutrófilos de indivíduos CTRL (N=2) e de indivíduos 
AF (N= 7) com aglomerados de ASC. Para o teste estatístico usou-se o teste de Kruskal-
Wallis com pós teste de Dunns.* p<0.05, comparado ao grupo CTRL. As imagens foram 
feitas no microscópio confocal invertido LSM 780 NLO, utilizando os lasers Argon (488) 
e NLO Mai Tai (DAPI), com aumento de 60 x. Anticorpos: anticorpo primário anti-ASC, 
anticorpo secundário conjugado ao alexa fluor 488 (verde), Wheat germ Agglutinin, 
alexa fluor 555 (vermelho) e Prolong® Gold DAPI (azul). Estas imagens são 
representativas de um N experimental de 4 indivíduos controles e 7 indivíduos 
portadores de AF. 
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6.1.9. Observação da oligomerização da molécula ASC em neutrófilos 
através da técnica de citometria de fluxo com imagem  

 

Dada a escassez da visualização dos ASC specks ao observar os 

neutrófilos provenientes de indivíduos CTRL e de indivíduos AF por microscopia 

confocal, quantificamos a formação de ASC specks nesses neutrófilos por 

citometria de fluxo com imagem (Amnis ImageStream®).   

Visto que não foi possível observar diferença significativa na expressão 

de ASC entre os neutrófilos CTRL e AF. Confirmamos estes achados através da 

tecnologia do Amnis. Os dados, obtidos com essa técnica, indicam que a 

porcentagem de neutrófilos não estimulados de indivíduos controles 

apresentando ASC specks foi significantemente maior (p< 0.05) do que em 

neutrófilos não estimulados de indivíduos AF (Figura 10 A-B). 
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Figura 10. Observação da oligomerização da molécula ASC em neutrófilos. 
Avaliação da expressão e oligomerização de ASC specks, visualizadas por citometria 
de fluxo com imagem (Amnis ImageStream®) em neutrófilos indivíduos controles e 
indivíduos AF. (A) Imagens de neutrófilos de indivíduos saudáveis (CTRL) e indivíduos 
portadores de AF (AF) com ASC oligomerizada. (B) Porcentagens de neutrófilos de 
indivíduos controles (CTRL; N=7) e de indivíduos portadores de AF (N=12) que 
demonstraram specks de ASC.  Para o teste estatístico usou-se o teste de Mann-
Whitney, Valores, media ± SEM; * p< 0.05, comparado ao grupo controle. 
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6.1.10. Observação da expressão proteica da molécula ASC em neutrófilos 
através da técnica de Western blotting 

 

Dado os resultados encontrados nos experimentos anteriores, decidimos 

também avaliar a expressão proteica de ASC em lisados de neutrófilos, através 

da técnica de Western blotting (WB). Para este experimento, isolamos neutrófilos 

provenientes de indivíduos CTRL (N=2) e indivíduos portadores de AF (N=1) 

(sem estimulação prévia); o pellet celular foi lisado e a proteína foi dosada 

através do método de Bradford. Os lisados celulares (100 g) foram submetidos 

à eletroforese em gel de 15% de poliacrilamida-SDS e a transferência das 

proteínas para a membrana de nitrocelulose ocorreu como descrito na (secção 

5.17). Em seguida a membrana foi incubada com o anticorpo de interesse.  

 Com estes dados preliminares, podemos observar que os neutrófilos 

CTRL, bem como os neutrófilos AF, expressam aproximadamente a mesma 

quantidade de ASC (Figura 11A), não havendo uma diferença nessa expressão 

proteica nos grupos estudados, quando quantificados através da densidade 

relativa das bandas do controle endógeno (GAPDH) dividido pela densidade 

relativa das bandas do anticorpo de interesse ASC (Figura 11B). 
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Figura 11. Observação da expressão proteica da molécula ASC em neutrófilos. 
Neutrófilos foram isolados de indivíduos CTRL (N=2) e de um indivíduo portador de AF 
(N=1) e a expressão da molécula adaptadora ASC foi detectada por Western blotting. 
Os lisados celulares (100 g) foram fracionados em gel de poliacrilamida 15%, 
transferidos para membrana e esta foi incubada com anticorpo anti-ASC. (A) Western 
Blotting representativo da expressão de ASC em indivíduos controles (CTRL) e 
indivíduos AF (AF); (B) quantificação da densidade relativa das bandas (triplicatas). 

 

6.1.11. Investigação da interação da ASC e pró-caspase-1 em neutrófilos de 
indivíduos controles e portadores de anemia falciforme  

 

Para que ocorra a montagem da maquinaria do inflamassoma, os NLRs 

que possuem o domínio PYD, como o NLRP3 e o AIM2, dependem da 

oligomerização da proteína ASC, que por sua vez, efetua o recrutamento de pró-

caspase-1 para o seu sitio de ligação (domínio CARD-CARD). Em contraste, 

NLRP1 e NLRC4 possuem um domínio CARD e podem recrutar caspase-1, 

A 

ASC - 24 kDa 

GAPDH- 37 kDa  
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independente da participação de ASC (94). Em vista disto, avaliamos a interação 

entre as proteínas ASC e caspase-1, utilizando a técnica de co-

imunoprecipitação (co-IP).  

Realizamos a imunoprecipitação de ASC em pools de neutrófilos isolados 

de indivíduos controles (CTRL; N=6) e de dois grupos distintos de indivíduos 

portadores de AF (grupo 1; N=6) e (grupo 2; N=6). Após separação das proteínas 

do imunoprecipitado de ASC e dos extratos totais por eletroforese (SDS-PAGE), 

e sua transferência para membrana de nitrocelulose, o blot foi incubado com 

anticorpo anti-caspase-1 (Figura 12A, painéis superiores). Posteriormente a 

membrana foi incubada com tampão de stripping (para remoção da marcação 

anterior) e a presença de ASC na membrana foi confirmada, com o uso do 

anticorpo anti-ASC (Figura 12 A, painel inferior). No painel inferior, confirmamos 

a presença de ASC na membrana, tanto no imunoprecipitado quanto no extrato 

total (Figura 12B). Observamos no painel superior (colunas 1-3) que há uma 

imunoprecipitação significante de pró-caspase-1 (50 KDa) junto à uma 

quantidade de ASC tanto nos neutrófilos controles, quanto nos neutrófilos AF 

(Figura 12C). Podemos observar que em neutrófilos de indivíduos AF do grupo 

2, há uma diminuição na interação entre ASC e pró-caspase 1. Porém, no extrato 

total, podemos observar que há caspase-1 clivada (tetrâmero p20) nos 

neutrófilos dos três grupos (Figura 12D). Como esperado, não houve detecção 

de bandas do anticorpo IgG não especifico no imunoprecipitado, sendo o 

controle negativo neste experimento (colunas 4-6). No extrato total, é possível 

visualizar a caspase-1 clivada, que não foi ligada a proteína ASC. Dados indicam 

que, em neutrófilos, há o recrutamento de pró-casase-1 pela ASC, no entanto 

não foi visualizada diferença aparente neste recrutamento entre os neutrófilos 

CTRL e AF. 
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Figura 12. Investigação da interação da ASC e pró-caspase-1 em neutrófilos de 
indivíduos controles e portadores de AF. (A) Extratos celulares de neutrófilos foram 
imunoprecipitados com IgG não 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 pró-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 confirmação da presença de ASC nas membranas (24 kDa, 
painel inferior). Todas as bandas foram detectadas com anticorpo secundário conjugada 
a HRP e as bandas visualizadas com reagente ECL. Densidade relativa da expressão 
de ASC. (B); de pro-caspase-1/ASC (C); e de caspase-1 clivada (D). Dados são 
referentes aos pools de proteínas; cada pool consiste da extração proteica de neutrófilos 
provenientes de 6 indivíduos. IP=imunoprecipitação; IgG= imunoglobulina não 
especifico; ET= extrato total; IB=imunoblotting; CTRL= indivíduos controles saudáveis; 
AF= indivíduos portadores de AF. Tetrâmero p20= caspase-1 clivada. 

 



84 
 

6.1.12. Avaliação da co-localização de caspase-1 ativada e ASC através da 
citometria de fluxo com imagem 

 

A citometria de fluxo com imagem foi utilizada para identificar neutrófilos 

(marcados pela expressão CD66b+PE), em indivíduos controles e AF, que 

expressaram tanto a caspase-1 ativada (identificada pela clivagem do peptídeo 

FAM-YVAD-FMK-FLICA) quanto os aglomerados de specks de ASC. 

Curiosamente, descobrimos que em alguns neutrófilos de indivíduos portadores 

de AF e também em CTRL, specks de caspase-1 ativados podiam ser 

observados em associação com a presença de múltiplos aglomerados de ASC 

(Figura 13A), apresentando uma co-localização que se assemelhava a uma 

formação de roseta. No entanto, a proporção de neutrófilos CTRL e AF com 

essas formações, foi extremamente baixa (Figura 13B), sendo inferior a 5%.  

Como a porcentagem de neutrófilos AF que apresentavam ≥ 4 caspase-1 specks 

era de aproximadamente 34%, mas a coapresentação da caspase-1 ativada com 

specks de ASC foi muito menor, podemos sugerir que a clivagem de pró-

caspase-1 para caspase-1 ativa, pode ser independente de ASC. 
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Figura 13. Avaliação da co-localização de caspase-1 ativada e ASC em neutrófilos através 
da citometria de fluxo com imagem; (A) imagens representativas de neutrófilos de indivíduos 
controle (CTRL; N=6) e de indivíduos portadores de AF (N=12), após marcação para caspase-1 
ativa (Flica; FAM-YVAD-FMK, verde) e com anti- ASC alexa flúor 647(vermelho); ampliação 60x. 
(B) Porcentagem de neutrófilos que apresentarem co-localização de caspase-1 e ASC. Para o 
teste estatístico usou-se o teste de two-way ANOVA seguido de Bonferroni com Múltiplas 
comparações, P>0,05 comparando CTRL com AF para cada parâmetro. 
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CTRL 
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6.1.13. Liberação de IL-1β em neutrófilos após tratamento com droga inibidora da 
molécula ASC 

 

A molécula CAPE (éster fenetílico de ácido cafeico) apresenta atividade como 

inibidor da molécula adaptadora ASC (133). Utilizamos esta molécula para confirmar a 

participação, ou não, da ASC no processamento de IL-1β em neutrófilos de indivíduos 

portadores de AF. Neutrófilos foram isolados de indivíduos portadores de AF (N=8) e 

tratados durante 1 hora (37°C, 5% CO2) com a droga CAPE (1, 5 e 10 µM) antes da 

coleta do sobrenadante e determinação da concentração de IL-1β por ELISA. A CAPE 

não inibiu a liberação de IL-1β de neutrófilos AF (Figura 14). Em contraste, a mesma 

droga, nas concentrações mínimas de 1 e 5 µM, foi capaz de inibir a liberação da citocina 

IL-1β em monócitos AF (dados apresentados na secção 6.1.25). Consistente com os 

outros dados apresentados, este experimento sugere que o inflamassoma formado em 

neutrófilos de indivíduos AF, e a liberação de IL-1β, não é dependente de ASC. 
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Figura 14. Liberação de IL-1β por neutrófilos de indivíduos AF após tratamento com droga 
inibidora da molécula ASC. Neutrófilos isolados de indivíduos portadores de AF (AF, N=8) e 
co-incubados com o inibidor de ASC, CAPE (1 e 5 µM, 1 hora). Concentrações de IL-1β nos 
sobrenadantes foram determinadas através de ELISA. Os dados estão representados como 
média ± SEM. P>0,05.  
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6.1.14. Avaliação da liberação de IL-1β dependente do receptor NLRP3 em 
neutrófilos 

 

Uma vez que a formação do inflamassoma NLRP3 foi previamente reportada em 

neutrófilos, investigamos um papel para este receptor no inflamassoma que é formado 

em neutrófilos de indivíduos portadores de AF. Primeiramente, estimulamos neutrófilos 

de indivíduos controles com LPS (100 ng/ml) durante 2 horas (37°C, 5% CO2), após essa 

estimulação, tratamos as células com a droga MCC950 (5 µM), sendo está um inibidor 

seletivo do receptor NLRP3, durante 1 hora de incubação, após esse período 

acrescentamos ATP (2.5 mM) por 30 minutos, devido a sua rápida ação e perda de 

atividade, para induzir a formação de um inflamassoma clássico do tipo NLRP3 e 

consequente liberação de IL-1β (experimento controle positivo). 

Embora a pré-incubação com MCC950, revogou com sucesso a liberação de IL-

1β de neutrófilos controles estimulados com LPS/ATP, de forma interessante, este 

inibidor não foi capaz de reduzir a secreção de IL-1β proveniente de neutrófilos não 

estimulados, isolados de indivíduos AF (Figura 15). Os dados indicam que, enquanto a 

secreção de IL-1β de neutrófilos CTRL estimulados (LPS/ATP) parece ocorrer via 

inflamassoma NLRP3, este receptor não parece ser responsável pelo aumento do 

processamento de IL-1β observado em neutrófilos AF. 
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Figura 15. Avaliação da liberação de IL-1β dependente do receptor NLRP3 em neutrófilos. 
Neutrófilos isolados de controles saudáveis foram ativados ou não com LPS (100 ng/ml) e ATP 
(2,5 Mm) (CTRL, N=6) e co-incubados, ou não, com o inibidor de NLRP3, MCC950 (5 µM). 
Neutrófilos de indivíduos portadores de AF (AF, N=10), também foram incubados na presença 
ou ausência de MCC950 (5 µM). Os sobrenadantes foram retirados e armazenados para 
detecção da presença de IL-1β. Os dados estão representados como média ± SEM. * p<0.05, 
comparado ao CTRL basal; # p<0.05, comparado aos neutrófilos ativados com LPS/ATP; ●●● 
p<0.001 comparado ao grupo CTRL. Para o teste estatístico usou-se o Kruskal-Wallis com pós 
teste de Dunns. 

 

 

6.1.15. Avaliação da expressão gênica dos receptores (NOD-like) e componentes 
do inflamassoma em neutrófilos de indivíduos saudáveis e portadores de AF 

 

Nossos achados indicam que a formação do inflamassoma que ocorre em 

neutrófilos de indivíduos portadores de AF, não está relacionado com o receptor NLRP3. 

Com o propósito de investigar os prováveis receptores (NOD-like receptor) e as proteínas 

envolvidas na formação deste inflamassoma atípico, utilizamos a técnica de PCR em 

tempo real. Extraímos RNA dos neutrófilos isolados do sangue periférico de indivíduos 

controles (CTRL; N=6) e indivíduos portadores de AF (N=14). A expressão dos genes de 

interesse foi comparada com as expressões de ACTB e RPL13 e foi observada a 

expressão gênica de NLRP1, NLRP3, NLRP6, NLRC4, NLRP12, CASP1 (caspase-1) e 
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PYCARD (ASC) nos neutrófilos selecionados para este estudo. Como não foi observado 

um aumento na expressão de nenhum dos genes que codificam os receptores mais 

conhecidos na formação de inflamassoma em neutrófilos de indivíduos portadores de 

AF, quando comparado ao grupo CTRL (Figura 16A-E), não foi possível identificar um 

provável receptor do inflammasoma utilizando esta abordagem.  

De fato, quando avaliamos as expressões dos genes NLRP6 e NLRP12 (Figura 

16C e E), PYCARD e CASP 1 (Figura 16F-G), podemos observar que há uma diminuição 

significativa da sua expressão gênica (p<0.05) em neutrófilos de indivíduos portadores 

de AF, quando comparado ao grupo CTRL. Podemos notar que a expressão do gene 

NLRC4 também apresentou diminuição significativa (p<0.001) em neutrófilos de 

indivíduos portadores de AF quando comparado ao grupo CTRL (Figura 16G). Assim 

sendo, os resultados ressaltam a importância de modificações pós transcricionais no 

processamento de IL-1β e não foi possível identificar um gene candidato para compor o 

complexo inflamassoma que está sendo ativado em neutrófilos AF. 
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Figura 16. Avaliação da expressão gênica dos receptores (NOD-like) e componentes do 
inflamassoma em neutrófilos. Expressão dos genes NLRP3, NLRP1, NLRP6, NLRC4, 
NLRP12, ASC e Caspase-1 (envolvidos na formação de inflamassomas) em neutrófilos de 
indivíduos controles (N=6) e de indivíduos portadores de AF (N= 14). Os resultados foram 
expressos em unidades arbitrárias (UA) da expressão gênica quando comparados com os genes 
de controle endógeno, ACTB e RPL13. Para o teste estatístico 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. Avaliação da liberação de IL-1β em sobrenadantes de monócitos  
  

Os monócitos representam cerca de 5-10% dos leucócitos; também investigamos 

se a formação de inflamassomas ocorre em monócitos de indivíduos AF com o intuito de 

verificar se estas células participam na liberação dessa citocina na AF. Primeiramente, 

isolamos os monócitos através da técnica de Percoll (conforme descrito em materiais e 

métodos) de sangue periférico de indivíduos controles e portadores de AF e as 

incubamos (5x105 células/ml) durante 2 horas (37°C, 5% CO2) em meio RPMI 

suplementado com 10% de soro fetal bovino. Após esse período de incubação, o 

sobrenadante foi coletado e avaliamos a presença de IL-1β (Figura 17A). 

Surpreendentemente, os monócitos de indivíduos portadores de AF apresentaram uma 

diminuição na liberação de IL-1β quando comparados ao grupo CTRL. 
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Figura 17. Avaliação da liberação de IL-1β em sobrenadantes de monócitos. (A) 
Sobrenadante de monócitos de indivíduos controles (CTRL, N=6) e indivíduos portadores de AF 
(AF, N=8), após incubação (2h, 37°C, 5% CO2). Os níveis de IL-1β foram avaliados através do 
ensaio de ELISA. Valores, media ± SEM e para o teste estatístico usou-se o teste não-pareado 
de Mann-Whitney. **p< 0,01; comparado ao grupo controle. 

 

 Porém, conforme continuamos com as investigações da formação de 

inflamassoma nessas células, decidimos investigar se o método anteriormente utilizado 

para o isolamento de monócitos (Percoll) realmente era o mais apropriado ou se o 
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isolamento por beads magnéticas (CD14+) nos mostraria outro perfil de liberação de IL-

1β (considerando que com este método, temos uma pureza de aproximadamente 90%). 

Incubamos (5x105 células/ml) de indivíduos controles e AF durante 1, 3, 5 e 12 horas 

(37°C, 5% CO2), em meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino. Após esse 

período de incubação, o sobrenadante foi coletado e avaliamos a presença de IL-1β. 

Podemos observar que não houve uma diferença significativa na liberação de IL-1β em 

ambos os períodos de incubação (1, 3, 5 e 12 horas) entre os grupos CTRL e AF (Figura 

18A-D). Porém, podemos sugerir que após 3 horas de incubação, é possível observar 

uma tendência no aumento da liberação de IL-1β no sobrenadante de monócitos AF 

quando comparado ao grupo CTRL (Figura 18B). Neste caso, podemos concluir que os 

monócitos de indivíduos AF e CTRL liberam concentrações de IL-1β aproximadamente 

equivalentes. 
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Figura 18. Avaliação da liberação de IL-1β de monócitos. Liberação de IL-1β em 
sobrenadante de monócitos de indivíduos controles (CTRL, N= 3-5) e indivíduos portadores de 
AF (AF, N= 4-6), após incubação (37°C, 5% CO2) por 1 hr (A); 3 hrs (B), 5 hrs (C) e 12 hrs (D); 
os níveis de IL-1β foram avaliados através do ensaio de ELISA. Valores, media ± SEM e para o 
teste estatístico usou-se o teste não-pareado de Mann-Whitney; p>0.05 para todos as 
comparações. 

 

 

6.1.17. Avaliação da liberação de IL-18 em sobrenadantes de monócitos  

 

Visto que o processamento de IL-18 também é considerado um hallmark da 

formação de inflamassomas, avaliamos a liberação de IL-18 em sobrenadantes de 

monócitos. Para isto, isolamos os monócitos através do uso de beads magnéticas 

(CD14+) e incubamos (5x105 células/ml) de indivíduos 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. Após 

esse período de incubação, o sobrenadante foi coletado e avaliamos a presença de IL-

18. No entanto, não foi possível observar nenhuma diferença significativa na liberação 

de IL-18 entre monócitos de indivíduos controles e AF nos períodos estudados (Figura 

19A-C). 
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Figura 19. Avaliação da liberação de IL-18 em sobrenadantes de monócitos. (A) 
Sobrenadante de monócitos de indivíduos controles (CTRL, N=4) e indivíduos portadores de AF 
(AF, N=6), após incubação (1h, 37°C, 5% CO2); (B) Sobrenadante de monócitos de indivíduos 
controles (CTRL, N=5) e indivíduos portadores de AF (AF, N=6), após incubação (3h, 37°C, 5% 
CO2); (C) Sobrenadante de monócitos de indivíduos controles (CTRL, N=6) e indivíduos 
portadores de AF (AF, N=7), após incubação (5h, 37°C, 5% CO2). Os níveis de IL-18 foram 
avaliados através do ensaio de ELISA. Valores, media ± SEM e para o teste estatístico usou-se 
o teste não-pareado de Mann-Whitney. P>0.05 para todas as comparações. 
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6.1.18. Determinação da ativação da caspase-1 em monócitos de indivíduos 
portadores de anemia falciforme 

 

Usamos o kit FAM FLICA, em associação com a citometria de fluxo convencional, 

para identificar populações de monócitos que apresentavam ativação de caspase-1. Os 

monócitos clássicos CD14+CD16- representam aproximadamente 85-90% do total de 

monócitos e tem altos níveis de expressão de CD14. Os monócitos CD16+ podem ser 

subdivididos em populações com alta expressão de CD14 e baixa expressão de CD16, 

denominados de monócitos intermediários (CD14++ CD16+) e monócitos com baixa 

expressão de CD14 e alta expressão de CD16, denominados de monócitos não-

clássicos (CD14+ CD16++). Estudos funcionais mostraram que os monócitos CD16+ são 

a principal fonte de TNF e IL-1 quando estimulados através da via de TLR2 e TLR4. 

Portanto, os monócitos CD16+ são potentes indutores de inflamação e são considerados 

monócitos inflamatórios (134). 

O sangue periférico foi obtido de indivíduos controles (CTRL) e de indivíduos 

portadores de anemia falciforme (AF). Após a lise das hemácias, os leucócitos foram 

marcados com anticorpos para a identificação dos monócitos clássicos (CD14+CD16-; 

Figura 20A) e monócitos não-clássicos (CD14+CD16++; Figura 20B). Nota-se que não foi 

possível observar ativação de caspase-1 nos monócitos clássicos dos indivíduos AF, 

enquanto que os monócitos não-clássicos AF demonstraram aumento significativo da 

atividade de caspase-1, quando comparados aos monócitos não-clássicos do grupo 

CTRL. Para a avaliação da contagem de monócitos não-clássicos positivos para 

caspase-1 ativada na circulação sanguínea, analisamos os hemogramas das amostras 

utilizadas neste grupo experimental e contabilizamos o número de monócitos não-

clássicos/FLICA+ circulantes, através do número total de monócitos. Podemos observar 

que os indivíduos portadores de AF possuem um número significativamente aumentado 

(p<0.001) de monócitos não-clássicos com ativação de caspase-1 quando comparado 

aos monócitos CTRL (Figura 20C). 
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Figura 20.  Determinação da ativação da caspase-1 em monócitos de indivíduos 
portadores de anemia falciforme. Ativação de caspase-1 (FLICA˖) em (A) monócitos clássicos 
(CD14˖ CD16-); (B) monócitos não clássicos (CD 14˖CD16+); (C) número total de monócitos não-
clássicos positivos para caspase-1 ativada na circulação sanguínea de indivíduos controles 
(CTRL, n= 13) e indivíduos portadores de AF (AF, n= 22). O número de monócitos positivos para 
caspase-1, foi calculado a partir do número total de monócitos obtidos através do hemograma. A 
ativação de caspase-1 foi avaliada através do kit FAM FLICA Caspase 1. Valores, media ± SEM 
e para o teste estatístico usou-se o teste não-pareado de Mann-Whitney; * p< 0.05; **** p< 
0.0001, comparado ao grupo controle. 
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6.1.19. Caracterização da ativação de caspase-1 em monócitos através da técnica 
de citometria de fluxo com imagem  

 

Utilizamos a tecnologia da citometria com imagem Amnis ImageStream 

(Milipore®) para caracterização da ativação de caspase-1 em monócitos. Os monócitos 

e suas subpopulações 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 subpopulações 

de monócitos clássicos (CD14+ CD16-) e os monócitos não-clássicos foram subdivididos 

em: CD14hi CD16+ (monócitos inflamatórios ou intermediários) e CD14lo CD16hi 

(monócitos patrulheiros).  

Os monócitos apresentaram a organização de caspase-1 em múltiplas 

aglomerações ou “specks” (Figura 21A). No entanto, não observamos diferença 

significativa na porcentagem de caspase-1 specks (1-3 specks) nos monócitos clássicos 

e inflamatórios quando avaliamos o grupo CTRL e o grupo AF (Figura 21B-C). Podemos 

observar uma tendência no aumento da porcentagem de caspase-1 specks (1-3 specks) 

nos monócitos não-clássicos do tipo patrulheiros dos indivíduos portadores de AF 

quando comparado ao grupo CTRL (Figura 21D). 
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Figura 21.  Caracterização da ativação de caspase-1 em monócitos. Avaliação da atividade 
de caspase-1 em neutrófilos de indivíduos controles saudáveis (CTRL) e indivíduos portadores 
de AF (AF). (A) Imagens representativas de monócitos não-clássicos CTRL e de monócitos 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 II) 
com aumento de 40X. (B) Porcentagem de monócitos clássicos (CD14+CD16-) provenientes de 
indivíduos controles saudáveis (CTRL; N=7) e indivíduos portadores de AF (N=11); (C) 
Porcentagem de monócitos inflamatórios (CD14hi CD16+) provenientes de indivíduos controles 
saudáveis (CTRL; N=8) e indivíduos portadores de AF (N=11); (D) Porcentagem de monócitos 
patrulheiros (CD14lo CD16hi) provenientes de indivíduos controles saudáveis (CTRL; N=7) e 
indivíduos portadores de AF (N=11) com múltiplas caspase-1 specks. Para análise estatística, 
usou-se o teste não-pareado de Mann-Whitney, p>0.05. 

A 
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6.1.20. Observação da oligomerização da molécula ASC em monócitos através da 
técnica de microscopia confocal e imunofluorescência  

 

Como descrito na literatura, sabe-se que os inflamassomas formam os complexos 

multiméricos de ASC em macrófagos e células dendriticas, que por sua vez, recrutam 

caspase-1 (132). Observamos a oligomerização de ASC em monócitos totais isolados 

de indivíduos CTRL e de indivíduos AF, estimulados ou não com ATP (2,5 mM), para 

isso, utilizamos a técnica de microscopia confocal e imunofluorescência (Figura 22). Os 

monócitos controles não estimulados, apresentaram baixa oligomerização de ASC 

(Figura 22A), em contraste após 30 min de estimulo com ATP (sinal 2), a oligomerização 

de ASC estava visivelmente expressa nestes monócitos (Figura 22B). Ao analisar os 

monócitos encontramos pequenos focos de oligomerização de ASC, indicativa da 

formação dos ASC specks, porem observamos que, em monócitos AF, esses ASC 

specks aparentam ser mais acentuados e aglomerados quando comparado ao grupo 

controle (Figura 22C-D). 
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Figura 22. Observação da oligomerização da molécula ASC em monócitos; representativas 
de (A) indivíduos controles sem estímulo (CTRL), (B) indivíduos controles, estimulados com ATP 
(2,5 mM) por 30 min (CTRL positivo); de indivíduo portador de AF sem estimulo (C) e com 
estimulo com ATP (D). As imagens foram feitas no microscópio confocal invertido LSM 780 NLO, 
utilizando os lasers Argon (488) e NLO Mai Tai (DAPI), com aumento de 60 x (INFABIC-
UNICAMP). Anticorpos: anticorpo primário anti-ASC, anticorpo secundário conjugado ao alexa 
fluor 488 (verde), Wheat germ Agglutinin, alexa fluor 555 (vermelho) e Prolong® Gold DAPI 
(azul). Estas imagens são representativas de um N experimental de 6 indivíduos controles e 6 
indivíduos portadores de AF. 

 

6.1.21. Observação da oligomerização da molécula ASC em subpopulações de 
monócitos através da técnica de citometria de fluxo com imagem  

 

Há relatos que em monócitos/macrófagos os agregados de ASC parecem 

aumentar de tamanho conforme o estimulo inflamatório e o tempo de exposição a este 

estimulo (135). Quantificamos a formação de ASC specks em monócitos de indivíduos 

controles e indivíduos 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 monócitos de indivíduos portadores de AF (AF, N=9) apresentaram um 

aumento significativo (p>0.05) de ASC specks (≥ 6 specks/célula) na subpopulação de 

monócitos inflamatórios (CD14hi CD16+), quando comparado à mesma subpopulação de 

monócitos nos indivíduos controles (CTRL, N=7) (Figura 23A-B). Porém, quando 

analisamos os monócitos clássicos (CD14+CD16-) não encontramos diferenças 

significativas na oligomerização de ASC specks entre o grupo AF e o grupo CTRL (Figura 

23C). 
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Figura 23. Observação da oligomerização da molécula ASC em subpopulações de 
monócitos através da técnica de citometria por imagem. Observação da oligomerização de 
ASC specks, visualizada por citometria de fluxo por imagem (Amnis ImageStream®); (A) Imagens 
representativas da oligomerização de ASC em monócitos inflamatórios; (B) Porcentagens de 
monócitos inflamatórios de indivíduos controles (CTRL; N=7) e de indivíduos portadores de AF 
(N=9) que demonstraram aglomerados de ASC (≥6 specks) (C) Porcentagens de monócitos 
clássicos de indivíduos controles (CTRL; N=7) e de indivíduos portadores de AF (N=9) que 
demonstraram aglomerados de ASC (≥6 specks). Para o teste estatístico usou-se o teste de 
Mann-Whitney, Valores, media ± SEM; * p< 0,05, comparado ao grupo controle. 

A 
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6.1.22. Avaliação da porcentagem de monócitos apresentando co-localização de 
ASC specks e ativação de caspase-1 

 

A citometria de fluxo com imagem foi utilizada para identificar monócitos 

(marcados pela expressão de CD14 PercP e CD16 APC), em indivíduos controles e AF, 

que apresentaram tanto a caspase-1 ativada (identificada pela clivagem do peptídeo 

FAM-YVAD-FMK-FLICA) quanto os aglomerados de specks de ASC (Figura 24A). Neste 

experimento analisamos as subpopulações de monócitos clássicos (CD14+ CD16-) e os 

monócitos não-clássicos, foram subdivididos em: CD14hi CD16+ (monócitos inflamatórios 

ou intermediários) e CD14lo CD16hi (monócitos patrulheiros). Podemos observar que as 

populações de monócitos inflamatórios e patrulheiros de indivíduos AF, possuem uma 

tendência no aumento da co-localização de caspase-1 ativada em associação com a 

presença de múltiplos aglomerados de ASC (Figura 24B-C). No entanto, não foi possível 

observar esse mesmo fenômeno nos monócitos clássicos de ambos os grupos 

estudados (Figura 24D).  
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Figura 24. Avaliação da co-localização de caspase-1 ativada e ASC em monócitos por 
citometria de fluxo com imagem; (A) imagens representativas de monócitos de indivíduos 
controle (CTRL; N=7) e de indivíduos AF (N=10), apresentando co-localização de caspase-1 
ativa (Flica; FAM-YVAD-FMK, verde) e vermelho - ASC (ampliação 60x); (B) Porcentagem de 
monócitos inflamatórios (CD14hiCD16+) co-localizados com caspase-1 e ASC; (C) Porcentagem 
de monócitos patrulheiros (CD14loCD16hi) co-expressos com caspase-1 e ASC; (D) Porcentagem 
de monócitos clássicos (CD14+CD16-) co-localizados com caspase-1 e ASC. Para o teste 
estatístico usou-se o teste de Mann-Whitney, P>0.05. 
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6.1.23. A proteína ASC interage com caspase-1 em células mononucleares de 
indivíduos portadores de anemia falciforme 

 

Dada a dificuldade em conseguir um volume ideal de amostra biológica, 

proveniente de indivíduos portadores de AF para o isolamento de monócitos para ser 

imunoprecipitado (400 µg de proteína), optamos por utilizar células mononucleares 

(PBMC) neste experimento. Realizamos a imunoprecipitação de ASC em pools de PBMC 

isolados de indivíduos controles (N=6) e de dois grupos distintos de pacientes AF; grupo 

1 (N=6) e grupo 2 (N=6). Após separação das proteínas do imunoprecipitado de ASC e 

dos extratos totais por eletroforese (15% SDS-PAGE), e sua transferência para 

membrana de nitrocelulose, o blot foi incubado com anticorpo anti-caspase-1 (Figura 25, 

painéis superiores). Posteriormente a membrana foi incubada com tampão de “stripping” 

e a presença de ASC na membrana foi confirmada com o uso do anticorpo anti-ASC 

(Figura 25, painel inferior). No painel inferior, foi confirmada a presença de ASC na 

membrana, tanto no imunoprecipitado quanto no extrato total. Observamos no painel 

superior (colunas 1-3) que há uma imunoprecipitação significante de pró-caspase-1 (50 

KDa) junto à ASC nos grupos AF quando, comparado ao grupo controle.  

Podemos observar que, em PBMC de indivíduos AF, há um aumento da interação 

entre ASC e pró-caspase 1. Porém, no extrato total, podemos observar que há caspase-

1 clivada (tetrâmero p20) nas PBMC dos indivíduos portadores de AF. Como esperado, 

não houve detecção de bandas do anticorpo IgG não especifico no imunoprecipitado, 

sendo nosso controle negativo, neste experimento (colunas 4-6). No extrato total é 

possível visualizar a caspase-1 clivada. Dados indicam que, em PBMC, há o 

recrutamento de pró-caspase-1 pela ASC, o que pode ser confirmado através deste 

ensaio, evidenciando que, em células mononucleares de indivíduos portadores de AF, 

há a interação necessária para que ocorra a maquinaria de ativação do complexo 

inflamassoma e a clivagem de caspase-1. 
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Figura 25. Co-imunoprecipitação da proteína ASC com caspase-1 em PBMC. (A) Extratos 
celulares de PBMC foram imunoprecipitados com IgG controle não 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 pró-caspase 1 de peso molecular aproximado de 50-45 kDa co-
imunoprecipitou especificamente com ASC (painel superior). No painel do meio, é possível 
observar a caspase-1 em sua forma clivada (subunidade p20). Posteriormente, a membrana foi 
incubada com o anticorpo anti-ASC para confirmação da presença de ASC nas membranas (24 
kDa, painel inferior). Estes dados são referentes aos pools de proteínas; cada pool consiste da 
extração proteica de PBMC provenientes de 6 indivíduos. IP=imunoprecipitação; IgG= 
imunoglobulina controle de coelho; ET= extrato total (controle positivo); IB=imunoblotting; CTRL= 
indivíduos controles saudáveis; AF= indivíduos portadores de AF. Tetrâmero p20= caspase-1 
clivada. 
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6.1.24. Liberação de IL-1β em monócitos AF após tratamento com inibidores do 
inflamassoma 

 

Uma vez que a formação do inflamassoma NLRP3 foi previamente reportada em 

monócitos, investigamos um papel potencial para este receptor no inflamassoma que é 

formado em monócitos de indivíduos portadores de AF. Monócitos isolados (através da 

técnica de Percoll) de indivíduos controles foram estimulados com LPS (100 ng/ml) 

durante 2 horas (37°C, 5% CO2); após essa estimulação, tratamos as células com as 

drogas; MCC950 (5 µM), sendo está um inibidor seletivo do receptor NLRP3, YVAD-FMK 

(40 µM), sendo está um inibidor de caspase-1 e BAY117082 (10 µM), inibidor especifico 

da fosforilação de IkBα (via do NFkB), durante 1 hora de incubação, após esse período, 

acrescentamos ATP (2.5 mM) por 30 minutos, devido a sua rápida ação e perda de 

atividade, para induzir a formação de um inflamassoma clássico do tipo NLRP3 e 

consequente liberação de IL-1β (experimento controle positivo) (Figura 26 A). Podemos 

notar que há uma redução significativa (p<0.05) na liberação de IL-1β quando tratamos 

os monócitos estimulados (LPS+ATP) com o inibidor especifico da fosforilação de IkBα 

(via do NFkB), quando tratamos os monócitos estimulados com as outras drogas, 

podemos observar uma tendência na revogação da liberação de IL-1β. 

Posteriormente tratamos os monócitos isolados de indivíduos portadores de AF 

durante 1 hora (37°C, 5% CO2), com a droga MCC950 (5 µM), YVAD-FMK (40 µM) e 

BAY117082 (10 µM). A pré-incubação com MCC950, revogou com sucesso a liberação 

de IL-1β de monócitos AF, podemos notar que as outras drogas inibidoras de caspase-

1 e inibidora de IkBα, também reduziram os níveis de IL-1β liberados (Figura 26 B). Estes 

dados confirmam que o inflamassoma formado em monócitos de indivíduos AF é do tipo 

NLRP3 e que envolve a ativação de caspase-1 (visto que o inibidor seletivo YVAD 

reduziu a produção de IL-1β). Consistente com os nossos achados, outros estudos 

relatam que o inibidor da fosforilação de IkBα (via do NFkB), também inibiu os efeitos da 

ativação do inflamassoma NLRP3 em macrófagos e que essa inibição pode ser via 

MyD88. 
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Figura 26. Liberação de IL-1β em monócitos após tratamento com inibidores do 
inflamassoma. (A) Monócitos isolados de indivíduos controles foram ativados ou não com LPS 
(100 ng/ml) e ATP (2,5 mM) (CTRL, N=3) e co-incubados, ou não, com os inibidores de NLRP3, 
MCC950 (5 µM), YVAD-FMK (40µM) e com BAY117082 (10 µM); (B) Monócitos isolados de 
indivíduos AF (N=8) foram co-incubados com MCC950 (5 µM), YVAD-FMK (40µM) e com 
BAY117082 (10 µM) durante 1 hora. Os sobrenadantes foram retirados e armazenados para 
detecção da presença de IL-1β. Os dados estão representados como média ± SEM. Para o teste 
estatístico usou-se o teste não-pareado de Kruskal-Wallis com pós teste de Dunn’s. * p<0,05; ** 
p< 0,001 comparado ao não tratado. 
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6.1.25. Liberação de IL-1β em monócitos após tratamento com droga inibidora da 
molécula ASC 

 

 

Para confirmar a participação da molécula ASC na formação do inflamassoma que 

intermedia o processamento de IL-1β em monócitos de indivíduos AF, utilizamos o 

inibidor CAPE, que exerce ação sob a molécula adaptadora ASC. Primeiramente, 

isolamos monócitos (através da técnica de beads magnéticas) de indivíduos portadores 

de AF (N=3) e tratamos as células durante 1 hora (37°C, 5% CO2), com a droga CAPE 

(1, 5 e 10 µM), após esse período coletamos o sobrenadante e quantificamos a IL-1β 

através do kit de ELISA. Nossos dados mostraram que nas concentrações de 1 a 5 µM 

de CAPE, há a inibição da liberação de IL-1β pelos monócitos AF, confirmando a 

participação da molécula ASC no inflamassoma formado nestas células (Figura 27). 
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Figura 27. Liberação de IL-1β em monócitos de indivíduos AF após incubação com inibidor 
da molécula ASC. Monócitos isolados de indivíduos portadores de AF (AF, N=3) e co-incubados 
com o inibidor de ASC - CAPE (1, 5 e 10 µM). A IL-1β foi determinada através de Kit de ELISA, 
em sobrenadantes de monócitos AF incubados por 1 hora. Os dados estão representados como 
média ± SEM. Para o teste estatístico usou-se o teste não-pareado de Kruskal-Wallis com pós 
teste de Dunn’s. * p<0,05; comparado ao grupo AF. 
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6.1.26. Confirmação da expressão dos componentes necessários para formação 
do inflamassoma NLRP3 através da técnica de Western blotting  

  

 

Avaliamos a expressão proteica dos principais componentes necessários para a 

formação do inflamassoma em células mononucleares (PBMC) provenientes de 

indivíduos CTRL e indivíduos portadores de AF. Dentre as proteínas, avaliamos a 

expressão proteica de: NLRP3, ASC, Pró-caspase1, caspase-1 e IL-1β clivada. Como 

controle positivo, estimulamos as PBMC durante 4 horas (37°C, 5% CO2) com 1 µg/ml 

de LPS (sinal 1) e com ATP (2,5 mM) (30 min; 37°C, 5% CO2). Na figura 29 analisamos 

a expressão dos componentes do inflamassoma; e podemos notar um aumento na 

expressão do receptor NLRP3 em PBMC de indivíduos portadores de AF quando 

comparado ao grupo CTRL positivo e ao grupo CTRL (Figura 28A). Também avaliamos 

a expressão proteica da molécula adaptadora ASC e da molécula efetora caspase-1, 

podemos notar que ambos os grupos expressam a molécula adaptadora ASC, porem o 

grupo CTRL positivo e o grupo AF, tem uma expressão aumentada dessa molécula 

(Figura 28B). Nota-se que há uma quantidade menor de pró-caspase-1 no grupo CTRL 

estimulado, quando comparada ao grupo CTRL não estimulado e ao grupo AF. Em 

contraste, quando avaliamos a forma clivada de caspase-1, notamos um aumento nítido 

no grupo AF, quando comparado aos demais grupos (Figura 28C). Por fim, avaliamos a 

expressão proteica de IL-1β clivada e só foi possível notar a expressão dessa citocina 

nos grupos CTRL positivo e no grupo AF (Figura 28D). Nossos resultados comprovam 

que as PBMCs de indivíduos AF expressam todas as proteínas necessárias para a 

maquinaria do inflamassoma. 
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Figura 28. Expressão proteica de NLRP3, ASC, caspase-1, IL-1β em células 
mononucleares. Células mononucleares (PBMC) foram isolados de indivíduos CTRL e de 
indivíduos portadores de AF e a expressão 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-1β. Representação da 
densidade relativa das bandas foi avaliada por densitometria usando o Image Lab software 
(BioRad). 
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Subprojeto 2: Ativação de caspases inflamatórias na anemia falciforme: Papel 
dos leucócitos e do meio circulante 
 

 

 

 

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

 

6.2.1. Determinação dos níveis plasmáticos de DAMPS em indivíduos saudáveis e 
pacientes portadores de AF 

 

Dados da literatura sugerem que o inflamassoma pode ser ativado por diferentes 

tipos de DAMPS. Como há relatos que a lesão celular associada a processos de 

isquemia e de hemólise podem resultar na liberação de vários DAMPs, incluindo heme 

livre, HMGB1, HSP70, IL-33 e ATP, avaliamos os níveis destes DAMPs em indivíduos 

portadores de AF, com vista para avaliar o seu papel na estimulação da formação de 

inflamassoma na doença. Determinamos os níveis destes DAMPs no plasma de 

indivíduos controles (CTRL) e indivíduos portadores de anemia falciforme (AF) por 

métodos de ELISA (HMGB1, HSP70, IL-33) e ensaios colorimétricos (heme e ATP). 

Conforme esperado, os níveis plasmáticos de heme livre (Figura 29A) foram 

significativamente maiores em indivíduos AF, quando comparados com os níveis do 

grupo controle. Os níveis plasmáticos de HSP70 e HMGB1 (Figura 29B e C) foram 

significativamente maiores em indivíduos AF, quando comparados com o grupo controle, 

enquanto os níveis de ATP e IL-33 (Figuras 29D e E) não apresentaram alteração 

significativo quando comparando aos grupos estudados, porem há uma tendência no 

aumento de ATP em indivíduos AF quando comparados ao grupo controle. 

 

Parte dos resultados expostos deste subprojeto foram realizados 

em colaboração com o laboratório da Professora Dra. Lisa 

Bouchier-Hayes – Baylor College of medicine e Texas Children’s 
Hospital – Houston/TX- EUA 
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Figura 29. Determinação dos níveis circulantes de determinados DAMPs em indivíduos 
controles e portadores de anemia falciforme. Determinação dos níveis de (A) heme livre total; 
(B) HSP70; (C) HMGB1; (D) ATP; (E) IL-33 no plasma de indivíduos controles (CTRL, n=12) e 
indivíduos portadores de AF (AF, n=24). Os níveis de HSP70, HMGB1, IL-33 e TNF-α 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 estatístico usou-se o teste 
de Mann-Whitney. ***p< 0,001; *p<0,05, comparado ao grupo controle. 
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6.2.2. Determinação dos níveis plasmáticos de IL-1α e TNF-α em indivíduos 
saudáveis e pacientes portadores de AF 

 

 

A citocina TNF-α, por sua vez, se caracteriza como uma citocina inflamatória que 

estimula a ativação dos leucócitos pela via NFκB; há relatos que esta citocina esteja 

aumentada na circulação de indivíduos AF (16). Para investigar se o TNF-α tem papel 

potencial na ativação do “sinal 1” para o “priming” de inflamassoma, determinamos 

também os níveis desta citocina no plasma dos indivíduos do estudo, através do Kit de 

ELISA. Os níveis plasmáticos encontrados de TNF-α foram significativamente maiores 

em indivíduos AF, quando comparado ao grupo controle (Figura 30). Por fim, avaliamos 

os níveis de IL-1α, sendo esta uma importante citocina inflamatória, da família das IL-1. 

Porém, não foram detectáveis os níveis dessa citocina em plasma de indivíduos AF 

(dados não mostrados). 
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Figura 30. Determinação dos níveis plasmáticos de TNF-α em indivíduos controles e 
portadores de anemia falciforme. Determinação dos níveis de TNF-α no plasma de indivíduos 
controles (CTRL, N=12) e indivíduos portadores de AF (AF, N=24). Os níveis de TNF-α foram 
quantificados através do ensaio de ELISA de alta sensibilidade. Para o teste estatístico usou-se 
o teste de Mann-Whitney. ***p< 0,001; comparado ao grupo controle. 
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6.2.3. Avaliação da ativação da caspase-1 em neutrófilos saudáveis estimulados 
com plasma de indivíduos portadores de AF 

 

Neutrófilos de indivíduos controles (N=6) foram incubados durante 2 horas em 

meio RPMI na ausência ou na presença de 5-10 % (v/v) de pool de plasma de indivíduos 

controles ou pool de indivíduos AF. Enquanto que o plasma de indivíduos controles não 

induz a ativação de caspase-1 nessas células, o plasma de indivíduos AF induziu um 

aumento significante na ativação de caspase-1 (Figura 31), indicando que os DAMPs 

contidos no plasma desses pacientes são capazes de induzir a formação de 

inflamassoma em neutrófilos saudáveis.  

B AS AL  5 %  1 0 % B AS AL  5 %  1 0 %

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

2 .0

C T R L A F

A
ti

v
a

ç
ã

o
 d

e
 c

a
s

p
a

s
e

 1

*
*

 

Figura 31. Avaliação da ativação da caspase-1 em neutrófilos saudáveis estimulados com 
plasma de indivíduos portadores de AF. Ativação de caspase-1 em neutrófilos controles 
(2x106 células/ml) após incubação de 2 horas com 5-10% de pool de plasma de indivíduos 
controles (CTRL, N=6) e pool de plasma de indivíduos portadores de AF (AF, N=12). A ativação 
de caspase-1 foi avaliada através do kit FAM-FLICA caspase 1 e citometria de fluxo 
convencional. Para o teste estatístico usou-se o teste de Kruskal-Wallis; *p< 0,05, comparado ao 
grupo controle. 
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6.2.4. Avaliação da liberação de IL-1β em neutrófilos saudáveis estimulados com 
plasma de indivíduos portadores de AF 

 

Separamos neutrófilos de doadores saudáveis (N=6) e incubamos por 2 horas na 

ausência ou presença de 5-10 % de plasma de indivíduos portadores de AF e plasma de 

indivíduos controles (CTRL). Podemos notar que aparentemente o plasma de ambos 

indivíduos CTRL e portadores de AF (10%) pode induzir o processamento de IL-1β em 

neutrófilos saudáveis, porem há uma tendência elevada no aumento desse 

processamento, quando incubamos com 10% de plasma de AF quando comparado com 

o grupo CTRL (Figura 32). 
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Figura 32. Avaliação da liberação de IL-1β em neutrófilos saudáveis estimulados com pool 
de plasma de indivíduos CTRL e portadores de AF. Liberação de IL-1β por neutrófilos 
controles (2x10 6 células/ml, n=6) após incubação de 2 horas com 5-10% de plasma de indivíduos 
controles (CTRL, pool de n=6), e plasma de indivíduos portadores de AF (pool de n=6).  A 
liberação de IL-1β foi avaliada através do kit de Human IL-1β DuoSet ELISA. 
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Dados obtidos exclusivamente em colaboração com grupo no exterior:  

Em vista dos dados obtidos em nosso projeto original e em colaboração com o 

laboratório da Dr. Lisa Bouchier-Hayes (especialista em biologia molecular com ênfase 

em estudos das vias de sinalização de caspases), e o Dr. Jonathan Flannagan 

(especialista em biologia molecular com ênfase 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. Populações de indivíduos controles e pacientes AF estudados  

  

Funcionários do Texas Children’s Hospital (indivíduos saudáveis HbAA -  grupo 

CTRL, N=5) e indivíduos pediátricos portadores de AF (2-18 anos) em estado estável 

(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 ambulatório de hematologia do Texas Children’s 

Hospital, respectivamente. Segue abaixo, os dados clínicos dos pacientes AF utilizados 

neste estudo (Tabela 3).  
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Tabela 3. Dados clínicos dos pacientes participantes deste estudo (população – 
Ambulatório de Hematologia Pediátrica – Texas Children’s Hospital – Houston-
TX- EUA). 
 

Parâmetros Demográficos/Hematológicos  
 

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 reticulócitos (cel/µl) (N=9) 
 

 
515.5 (740: 80- 910) 

 
Contagem absoluta de neutrófilos (cels/µl) (N=9) 
 

 
5.12 (3.45: 1.33 -8.77) 

Contagem absoluta de glóbulos brancos (103/µl) 
(N=9) 
 

 
13.42 (8.85: 4.84 -24.58) 

Com exceção do sexo, todos os dados estão representados como média (mediana; mínimo; 
máximo) valores para pacientes com AF em estado estável (AF), pacientes AF em terapia com 

HU (AFHU; 15–30 mg/kg/d). HbF: hemoglobina fetal. 

 

6.2.6.  Avaliação da indução de caspase-1 BiFC em células HeLa por plasma de 
indivíduos saudáveis e de portadores de AF  

 

As células HeLa (células imortalizadas provenientes de um câncer cervical) 

expressam as proteínas necessárias para a formação do inflamassoma (136) e secretam 

IL-6 em resposta a IL-1β ativa (137)(138). Analisamos a capacidade do plasma de 

indivíduos controles (CTRL, N=5) e AF (AF, N=8) em induzir a proximidade de caspase-

1 em células HeLa transfectadas com as combinações de plasmídeos de caspase-1. 
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As células HeLa (1x105 células) foram plaqueadas 24 horas antes da transfecção 

em placas de 12 poços e transfectadas transitoriamente com os plasmídeos 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 repórter desta transfecção. Como controle positivo, algumas células foram 

transfectadas com C1-Pro VC, C1-Pro VN e dsRed-mito (5 ng), e também com um 

plasmídeo para codificação de ASC (125 ng). Todos os poços da placa foram tratados 

com QVD-OPH (5µM) para prevenir a morte celular. Após 24 horas, 10% (v/v) de plasma 

proveniente do grupo controle (CTRL; N=5) ou plasma de indivíduos portadores de AF 

(AF; N=8) foram adicionados ás células HeLa. Após 48 horas do início da transfecção, a 

porcentagem de células transfectadas que eram vênus positivas (células com 

dimerização de caspase), foram determinadas a partir de um mínimo de 100 células 

dsRed-mito positivas (contagem manual) por microscopia de fluorescência e as imagens 

foram obtidas através da microscopia confocal.  

O plasma de indivíduos AF foi capaz de induzir significativamente a dimerização 

de caspase-1 em células HeLa, como demonstrado através da porcentagem de células 

vênus positivas. Em contraste, o plasma de indivíduos controles não foi capaz de induzir 

o mesmo mecanismo neste tipo celular (Figura 33 A). As imagens obtidas por 

microscopia confocal demonstraram que o plasma de indivíduos CTRL induziu níveis 

muito baixos de dimerização de caspase-1, enquanto que o plasma de AF induziu uma 

dimerização de caspase-1 muito evidente, como pode ser visualizada por punctas 

fluorescentes, observadas em muitas células (Figura 33B). Como esperado, a 

transfecção de células HeLa com o plasmídeo ASC, bem como, com os plasmídeos de 

caspase-1, e na ausência de estimulação com os plasmas, induziu alta dimerização de 

caspase-1, confirmando o sucesso das transfecções e a capacidade dessas células em 

formar o inflamassoma (Figura 33A e B). 
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Figura 33. Avaliação do efeito do plasma de indivíduos portadores de AF na indução de 
caspase-1 BiFC em células HeLa. As células HeLa foram transfectadas transitoriamente com 
C1-Pro VC (5ng), C1-Pro VN (5ng) e dsRed-mito (5 ng) com/sem um plasmídeo codificando ASC 
(controle positivo, 125 ng). 24 horas após da transfecção, 10% de plasma de indivíduos 
portadores de AF (AF, N=8) e/ou plasma de indivíduos CTRL (CTRL, N=5) foram adicionados 
em seus respectivos poços. Para o teste estatístico usou-se o teste de Kruskall Wallis com pós 
teste de Dunn’s. **p<0.01, quando comparado as células HeLa basal. As células vênus positivas 
foram determinadas a partir de um mínimo de 100 células positivas para dsRed-mito (contagem 
manual). (B) Imagens representativas de caspase-1 BiFC em células HeLa, em vermelho 
(mitocôndrias), em verde (dimerização de caspase-1 BiFC). 

 

B 
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6.2.7. Avaliação da transfecção com o plasmídeo mutante D59R para induzir a 
dimerização de caspase-1 

 

Com o intuito de eliminar a possibilidade do próprio mecanismo de transfecção 

induzir a positividade de células vênus positivas, foram utilizados plasmídeos C1-Pro 

BiFC contendo uma mutação na região do domínio CARD da caspase-1, denominado 

mutação D59R, esta mutação interrompe a ligação entre a caspase-1 e a ASC.  Células 

HeLa (1x105 células) foram plaqueadas 24 horas antes da transfecção em placas de 12 

poços. As células foram transfectadas transientemente com os plasmídeos: C1-Pro VC 

(5 ng), C1-Pro VN (5 ng) e com os plasmídeos mutantes C1-Pro D59R (5 ng de cada 

plasmídeo, VC e VN). Para controle positivo, transfectamos células HeLa com o 

plasmídeo que codifica ASC (125 ng). Todos os poços da placa receberam o plasmídeo 

dsRed-mito (5 ng - repórter) e as células foram também incubadas com QVD-OPH (5 

µM) para prevenir a morte celular.  

Após 24 horas, 10% (v/v) de um pool de plasma de indivíduos controle (CTRL; 

N=2) ou um pool de plasma de indivíduos AF (AF; N=2) foi adicionado em células HeLa. 

Após 48 horas do início da transfecção, a porcentagem de células transfectadas que 

eram vênus positivas foram determinadas a partir de um mínimo de 100 células 

(contagem manual), obtidas por microscopia de fluorescência e as imagens foram 

obtidas por microscopia confocal. O plasmídeo mutado (D59R) aboliu quase totalmente 

a porcentagem de células vênus positivas, quando comparado com aquelas células 

transfectadas sem a mutação D59R, este experimento foi realizado sob as mesmas 

condições de incubação do experimento 6.2.6, indicando que o procedimento de 

transfecção produziu dimerização específica de caspase-1 (Figuras 34A e B). 
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Figura 34. Avaliação da transfecção com o plasmídeo mutante D59R para induzir a 
dimerização de caspase-1. (A). As células HeLa foram transfectadas transitoriamente com C1-
Pro VC (5ng), C1-Pro VN (5ng), par de plasmídeo mutante D59R C1-Pro venus (10 ng) e 
dsRedmito (5ng). (B) Imagens representativas de caspase-1 BiFC em células HeLa, em vermelho 
(mitocôndrias), em verde (dimerização de caspase-1 BiFC). Para o teste estatístico usou-se o 
teste de Two-Way ANOVA com múltiplas comparações. ***p < 0.001 quando comparado ao 
grupo não-tratado. # p<0.05 e ## p<0.01 quando comparado com cada não-D59R grupo. 
Ampliação de x100. 
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6.2.8. Avaliação do papel do plasma de indivíduos portadores de AF na indução de 
caspase-1 BiFC em células MCF-7 

 

As células MCF-7 (células provenientes de um câncer de mama) foram 

selecionadas para este estudo, pois não expressam níveis detectáveis de caspase-1 em 

seu estado basal, portanto prevenindo a interferência de caspases inflamatórias 

endógenas (139)(131). Analisamos a capacidade do plasma de indivíduos CTRL e AF 

em induzir a proximidade de caspase-1 em células MCF-7 transfectadas com as 

combinações de plasmídeos de caspase-1. 

As células MCF-7 (1X105 células) foram plaqueadas 24 horas antes da 

transfecção em placas de 12 poços e foram transfectadas transitoriamente com os 

plasmídeos de caspase-1 denominados de C1-Pro VC (5 ng), C1-Pro VN (5 ng) e com o 

repórter (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 plasmídeo 

codificando ASC (125 ng). Todos os poços também foram incubados com QVD-OPH 

(5µM) para prevenir a morte celular. Após 24 horas, 10% (v/v) de plasma de controle 

saudável (CTRL; N=5) ou plasma de pacientes com AF (AF; N=10) foram adicionados 

ás células MCF-7. Após 48 horas do início da transfecção, a porcentagem de células 

transfectadas que eram vênus positivas foram determinadas a partir de um mínimo de 

100 células dsRed-mito positivas (contagem manual) por microscopia de fluorescência, 

e as imagens foram obtidas através da microscopia confocal. O plasma de indivíduos AF 

foi capaz de induzir a dimerização significativa de caspase-1, como demonstrado através 

da porcentagem de células vênus positivas. O plasma controle não induziu a dimerização 

de caspase-1 em células MCF-7 (Figuras 35A e B), em comparação com as células não 

tratadas, embora não tenha sido encontrada diferença significativa entre os efeitos dos 

plasmas CTRL e AF na dimerização de caspase-1. Como esperado, a transfecção de 

células MCF-7 com o plasmídeo ASC, bem como com os plasmídeos de caspase-1, na 

ausência de estimulação com plasma, induziu alta dimerização de caspase-1, 

confirmando o sucesso das transfecções e a capacidade dessas células em formar o 

inflamassoma. Para observar o exato momento em que a dimerização de caspase-1 

ocorre em células MCF-7 estimuladas com plasma, foi realizada a transfecção com 
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filmagem time-lapse. As células MCF-7 (1x105 células) foram plaqueadas 24 horas antes 

da transfecção em uma chamber (placa com um único poço) e transfectadas 

transitoriamente com os plasmídeos de caspase-1 denominados de C1-Pro VC (5 ng), 

C1-Pro VN (5 ng) e com o repórter (dsRed-mito (5 ng). As células foram tratadas com 

QVD-OPH (5µM) para prevenir a morte celular. Após 24 horas, 10% (v/v) de plasma de 

controle saudável (CTRL; N=1) ou plasma de pacientes com AF (AF; N=1) foram 

adicionados ás células MCF-7. O experimento de time-lapse foi automatizado para 

executar mais de 16 horas de incubação (durante a noite). A dimerização 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, não foi possível observar tal 

dimerização de caspase-1 (estes dados serão mostrados na aula expositiva). 

Com estes achados, podemos sugerir que o plasma de pacientes AF é capaz de 

induzir a dimerização de caspase-1 em linhagens celulares não-imunes, sugerindo que 

a indução da atividade de caspae-1 e a montagem do inflamassoma pode ocorrer em 

qualquer tipo celular e pode ser dependente do sinal inflamatório extracelular. 
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Figura 35. Avaliação do papel do plasma de indivíduos portadores de AF na indução 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 plasmídeo codificando 
ASC (controle positivo, 125 ng). Após 24 hrs da transfecção, 10% de plasma AF (AF, N=10) e/ou 
plasma CTRL (CTRL, N=5) foram adicionados em seus respectivos poços. * p<0,05; ***p < 0,001, 
quando comparado as células MCF-7 não tratadas, Kruskal Wallis com pós teste de Dunn’s. As 
células venus positivas foram determinadas a partir de um mínimo de 100 células positivas para 
dsRed-mito (contagem manual). (B) Imagens representativas de caspase-1 BiFC em células 
MCF-7, em vermelho (mitocôndrias), em verde (dimerização de caspase-1 BiFC). Ampliação de 
x100. 

 

B 
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6.2.9. Associações entre a capacidade do plasma de indivíduos portadores de AF 
em induzir a dimerização de caspase-1 e o uso de HU e a porcentagem de HbF 

 

Tanto os níveis elevados de hemoglobina fetal (HbF) quanto a terapia com 

hidroxiureia (que tem como função aumentar a HbF e efeitos anti-inflamatórios) 

melhoram o curso clínico da AF. Usando os dados hematológicos obtidos para pacientes, 

realizamos estudos de associações para verificar como a terapia com hidroxiureia (HU) 

e os níveis de HbF em indivíduos portadores de AF podem modular a capacidade do 

plasma de induzir a proximidade de caspase-1.  

Com relação a terapia com HU, cujo início é decidido por médicos assistentes e 

de acordo com protocolos rigorosos, apenas dois indivíduos portadores de AF não 

estavam em terapia com HU (porem, apenas 1 individuo estava apto para ser usado 

neste estudo de associação, dos quais foram utilizados os plasmas nas linhagens 

celulares). Nos indivíduos portadores que estavam em uso ou não da terapia com HU 

(Figura 36A), não observamos diferença significativa entre a capacidade de induzir a 

dimerização de caspase-1 nas células estudadas. Dados preliminares indicam que o 

plasma de indivíduos portadores de AF em terapia com HU poderia estimular a 

dimerização de caspase-1 em células HeLa mais eficientemente do que o plasma de 

indivíduos AF em estado estável. Embora este achado possa ter sido um reflexo do 

pequeno número de amostras que não fizeram o uso de terapia com HU, os resultados 

são muito preliminares para se tirar conclusões, mas se confirmados, este achado pode 

refletir no “viés de tratamento“, no qual os pacientes com a doença mais grave são 

atualmente tratados com HU. Com relação a % de HbF expressa pelos pacientes em 

seus glóbulos vermelhos, infelizmente a disponibilidade deste parâmetro foi muito 

limitada para os indivíduos incluídos no estudo. Os níveis de HbF estavam disponíveis 

para 6 dos indivíduos com AF avaliados e houve uma variação de cerca de 11 a 40% de 

HbF (de Hb total), demonstrando que modificações impressionantes na HbF podem ser 

alcançadas com o uso de terapia com HU em crianças portadoras de AF. Dividimos os 

níveis de HbF em “ baixo HbF” (<16% de HbF) e “alto HbF” (≥16%) e observamos os 

efeitos que o plasma desses pacientes empregaram na dimerização de caspase-1 

(Figura 37B); no entanto, não foi observada associação significativa entre a % de baixa 
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HbF e a dimerização de caspase-1 em células HeLa ou MCF-7, embora seja possível 

que o baixo número de parâmetros avaliados possa ter contribuído para essa falta de 

associação. A dimerização de caspase-1 (BiFC) também foi correlacionada com 

parâmetros hematológicos (disponível para 5 dos indivíduos AF cujos plasmas foram 

empregados nos estudos de transfecção); no entanto, não foram encontradas 

correlações significativas entre BiFC e contagem de células brancas, contagem de 

plaquetas ou parâmetros de eritrócitos (p>0.05; correlação de Spearman) (Figura 36 A e 

B). 
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Figura 36. Associações entre a capacidade dos plasmas de indivíduos AF a induzir a 
dimerização de caspae-1 e o uso de terapia com HU e níveis de hemoglobina fetal. 
Associações entre o uso de terapia com hidroxiureia (HU) ou não (A) e níveis de hemoglobina 
fetal (% HbF) (B) com a capacidade do plasma de pacientes AF em induzir a dimerização de 
caspase-1 BiFC em células HeLa e MCF-7. * p< 0,05, ANOVA com múltiplas comparações, 
comparado ao efeito do plasma de controle (CTRL). 
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6.2.10. O efeito da hemopexina na dimerização de caspase-1 induzida por plasma 
AF em células MCF-7 

 

Afim de verificar se o DAMP, heme, seja um dos componentes do plasma de 

indivíduos AF que induz a atividade de caspase-1 nas células MCF-7, observamos o 

efeito da co-incubação dessas células com a hemopexina (um “sequestrador” de heme) 

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

Células MCF-7 foram tratadas concomitantemente com o plasma AF e 

hemopexina nas concentrações de: 50, 100 e 250 nM. As células MCF-7 (1X105 células) 

foram plaqueadas 24 horas antes da transfecção em placas de 12 poços e foram 

transfectadas transitoriamente com os plasmídeos de caspase-1 denominados de C1-

Pro VC (5 ng), C1-Pro VN (5 ng) e com o repórter (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 plasmídeo codificando ASC (125 ng). Todos os poços também 

foram incubados com QVD-OPH (5µM) para prevenir a morte celular. Após 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 ás células MCF-7. Após 48 horas do início da 

transfecção, a porcentagem de células transfectadas que eram vênus positivas foram 

determinadas a partir de um mínimo de 100 células dsRed-mito positivas (contagem 

manual) por microscopia de fluorescência, e as imagens foram obtidas através da 

microscopia confocal. Como observado anteriormente, o plasma AF foi capaz de induzir 

a dimerização de caspase-1 nestas células, refletido pela porcentagem de células vênus 

positivas, enquanto a adição de hemopexina nas concentrações de 50 e 250 nM foi capaz 

de reduzir a porcentagem de células MCF-7 positivas para BiFC, embora não 

significativamente (Figura 37). 
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Figura 37. O efeito da hemopexina na dimerização 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 plasmídeo codificando ASC (controle 
positivo, 125 ng). Após 24 hrs da transfecção, 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 mínimo de 100 células positivas para dsRed-mito 
(contagem manual). * p<0.05; **p< 0.01, quando comparado as células MCF-7 não tratadas, 
Kruskal Wallis com pós teste de Dunn’s.  

 

6.2.11. Avaliação da estimulação da dimerização de caspase-1 induzida por 
sobrenadante de neutrófilos em células HeLa 

 

Para determinar se o conteúdo liberado no sobrenadante de neutrófilos, 

provenientes de indivíduos controles e AF, podem induzir a dimerização de caspase-1 

em células HeLa transfectadas, os neutrófilos foram obtidos através da camada 

leucoplaquetária de controles saudáveis (CTRL; N=2) e de indivíduos AF (AF; N=2). 

Neutrófilos isolados (1x106 células/ml) foram estimulados (ou não) com LPS (sinal 1, 100 

ng/ml), por 1,5 hr (37°C) e estimulados, ou não, com nigericina (5 µM) 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 plasmídeos de caspase-1, C1-Pro VC 

(5 ng) e C1-Pro VN (5 ng), e com o repórter (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 plasmídeo codificando ASC (125 ng). Todos os poços também foram 
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incubados com QVD-OPH (5µM) para prevenir a morte celular. Após 24 horas, os 

sobrenadantes de neutrófilos controles (com/sem estímulo) foram adicionados aos poços 

com células HeLa (1:100). Após 48 horas do início da transfecção, a porcentagem de 

células transfectadas que eram vênus positivas foram determinadas a partir de um 

mínimo de 100 células dsRed-mito positivas (contagem manual) por microscopia de 

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

Os sobrenadantes de neutrófilos de controle (estimulados e/ou não estimulados) 

não induziram a liberação de IL-6 (dados não mostrados; a produção de IL-6 é estimulada 

pelo processamento de IL-1β, via receptores de IL-1R) em células HeLa transfectadas 

com caspase-1. Sobrenadantes de neutrófilos controles estimulados com LPS, LPS + 

heme e LPS+ nigericina (estes capazes de agir como sinal 1 e/ou sinal 2 para a formação 

do inflamassoma), não induziram alterações significativas nas porcentagens de células 

HeLa positivas para caspase-1 (dados não mostrados). Em contraste, quando os 

sobrenadantes de neutrófilos AF (com/sem estimulo) foram adicionados aos poços com 

células HeLa (1:100), foi observada alguma modulação da ativação de caspase-1 (dados 

não mostrados), embora o N experimental tenha sido muito baixo para esta avaliação. 

Ao comparar diretamente os efeitos do sobrenadantes de neutrófilos CTRL e AF não 

tratados sobre a dimerização de caspase-1 em células HeLa transfectadas (Figura 38A), 

não foram encontradas diferenças significativas. No entanto, ao comparar diretamente 

os efeitos dos sobrenadantes de neutrófilos controles tratados com nigericina (sem LPS) 

com sobrenadantes de neutrófilos AF tratados com nigericina (Figura 38B), um aumento 

significativo na porcentagem de células vênus positivas foi observado para as células 

HeLa tratadas com sobrenadantes de neutrófilos AF estimulados com nigericina. Esses 

achados sugerem que os neutrófilos AF incubados com um estimulo inflamatório leva a 

liberação de moléculas capazes de induzir a dimerização de caspase-1. 
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Figura 38. Avaliação da estimulação da dimerização de caspase-1 induzida por 
sobrenadante de neutrófilos em células HeLa. Neutrófilos (1x10⁶ células/ml) provenientes de 
indivíduos controles (N=2) e de AF (N=2) foram estimulados com nigericina (5 µM) durante 1,5 
hrs. Células HeLa foram transfectadas transitoriamente com C1-Pro VC (5ng), C1-Pro VN (5ng) 
e dsRed-mito (5 ng) com/sem plasmídeo codificando ASC (controle positivo,125 ng). Após 24 
horas, sobrenadantes de neutrófilos controles e/ou AF foram adicionados. Após 24 horas, as 
células vênus positivas foram determinadas a partir de um mínimo de 100 células positivas para 
dsRed-mito (contagem manual). Comparações entre os efeitos do sobrenadante de neutrófilos 
não tratados (A) ou tratados com nigericina (B). * p<0.05, comparado com o grupo não-tratado 
(Kruskal Wallis com pós teste de Dunn’s múltiplas comparações). 
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7. DISCUSSÃO 

 

Os leucócitos são protagonistas chave em processos inflamatórios na doença 

falciforme por via de eventos que são controlados por uma gama de reguladores 

moleculares extracelulares que medeiam o recrutamento celular e mecanismos do 

controle inflamatório intracelular (140). A leucocitose é uma característica comum da 

anemia falciforme, em que o aumento da contagem de leucócitos tem sido associado a 

aumento da mortalidade, síndrome torácica 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 inflamatórios, como a liberação de IL-1β.  

Nossos dados mostram um aumento significativo da IL-1β e IL-18 na corrente 

sanguínea de indivíduos AF, indicativo de uma maior formação e ativação de complexos 

de inflamassomas nas células inflamatorias destes indivíduos. Assim sendo, 

investigamos a liberação dessas citocinas e a formação do complexo inflamassoma em 

neutrófilos e monócitos desses indivíduos. Os neutrófilos são células imunes inatas que 

rapidamente, e em grande número, podem alcançar tecidos infectados por patógenos. 

Como resultado, eles são considerados a primeira linha de defesa contra bactérias, 

fungos e vírus. Os neutrófilos têm muitas armas para erradicar agentes infecciosos 

incluindo a ativação da NAPDH oxidase para produzir espécies de oxigênio (ROS) e 

liberação de proteínas antimicrobianas incluindo as serinas proteases. Além disso, os 

neutrófilos podem promover inflamação e a secreção de citocinas e quimiocinas. Em 

particular, devido ao seu grande número em comparação aos monócitos/macrófagos, os 

neutrófilos podem ser uma fonte relevante de IL-1β (142). Muitos estudos indicam que 

os neutrófilos têm um papel importante na vaso-oclusão da AF; os neutrófilos aderem ao 

endotélio e formam agregados heterocelulares na circulação, reduzindo o fluxo 

sanguíneo e promovendo a vaso-oclusão. Adicionalmente, os neutrófilos estão em um 

estado ativado na AF e demonstram aumento da expressão da integrina αMβ2 com 

propriedades adesivas aumentadas (143)(144)(145). 
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Nossos dados indicam que neutrófilos de indivíduos AF apresentam uma maior 

liberação de IL-1β clivada do que neutrófilos de indivíduos saudáveis. Em seguida, 

técnicas de citometria de fluxo (com e sem imagens) demonstraram uma maior ativação 

da molécula efetora caspase-1, que intermedia o processamento e clivagem de IL-1β em 

neutrófilos AF. Sabe-se que o inflamassoma melhor elucidado, até o momento, é o 

inflamassoma do tipo NLRP3 e que para a sua organização clássica é necessária a 

participação de uma molécula adaptadora, denominada ASC. Nos últimos anos, surgiu 

a descrição de dois mecanismos não mutuamente exclusivos, responsáveis pelo 

processamento e secreção de IL-1β pelos neutrófilos. Greten et al (146) propôs pela 

primeira vez a maturação e secreção 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 formação possa ocorrer por 

diferentes vias de sinalização, como por exemplo: através da ativação do inflamassoma 

pela via canônica (via clássica) ou através do inflamassoma pela via não-canônica (147). 

Sabe-se que para formação do inflamassoma não-canônico ocorrer é necessário a 

invasão do citosol das células por bactérias gram-negativas, que tem como função a 

ativação de caspase-4, que por sua vez, consegue ativar pró-caspase 1 para sua forma 

ativa. Assim, a caspase-1 quando ativa, cliva proteolicamente pró-IL 1β (150). 

Com o intuito de entender o mecanismo de ativação de caspase-1 em neutrófilos 

AF, utilizamos a microscopia confocal e citometria com imagem para avaliar a presença 

da oligomerização de ASC nestas células. Não foi possível observar a presença de ASC 

na forma oligomerizada em neutrofilos AF, adicionalmente, apesar de encontrar uma 

interação entre ASC e a pró-caspase-1 em neutrófilos provenientes de indiviuos AF, 

utilizando a técnica de imunoprecipitação, não encontramos um aumento no número de 

células apresentando uma co-localização de ASC com caspase-1 clivada. Para 

confirmação dos dados, utilizamos o inibidor da oligomerização de ASC, CAPE, o qual 

não inibiu a liberação de IL-1β em neutrófilos AF (mas inibiu a liberação em monócitos 

AF). Assim sendo, nossos dados sugerem que o inflamassoma que ocorre em neutrófilos 

AF, é um tipo de inflamassoma atípico, o qual não 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 neutrófilos de murino estimulados 
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com LPS e nigericina, o adaptador ASC é expresso em níveis mais baixos nos neutrófilos 

em comparação com os macrófagos, indicando que os neutrófilos ativados formam níveis 

menores do complexo multiproteico do inflamassoma (132)(148). Outro estudo realizado 

por Bakele et al, (149) demonstrou que em neutrófilos humanos, a molécula adaptadora 

ASC pode ser armazenada em vesículas e que os neutrófilos podem expressar todos os 

componentes necessários para formação do inflamassoma, sendo capazes de regular 

dinamicamente a formação do inflamassoma entre as vesículas secretoras e a fusão 

dessas vesículas com a membrana plasmática. Porém, o mecanismo subcelular pelos 

quais os componentes do inflamassoma em vesículas secretoras e grânulos terciários 

poderiam interagir e processar IL-1β, permanecem indescritíveis. 

Os neutrófilos expressam uma ampla variedade de PRRs (150). No entanto, a 

expressão e função potencial da maioria dos NLRs em neutrófilos ainda não está bem 

elucidada (150). Um estudo (151), avaliou a expressão gênica de todos os 22 membros 

da família NLR em neutrófilos e foi possível encontrar um aumento na expressão gênica 

dos genes NLRP1, NLRP3, NLRP6, NLRP12 e NLRC4 em comparação a macrófagos. 

Os sensores NLRs medeiam o reconhecimento de PAMPs (durante infecções 

bacterianas, virais, fúngicas e protozoárias) 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 hemólise (74); o sensor 

NLRP1 identifica a toxina letal do antraz produzida por Bacillus anthracis e o 

inflamassoma NLRC4 é ativado por flagelina, S. Typhimurium, B. pseudomallei e E. coli 

(109)(86). 

Dado os processos de inflamação estéril que caracterizam a AF, avaliamos a 

participação do receptor NLRP3 na formação de inflamassoma em neutrófilos AF. Para 

isso, incubamos neutrófilos de indivíduos AF com um inibidor seletivo de NLRP3 e 

observamos que não houve redução na liberação da IL-1β, comprovando que o 

inflamassoma que ocorre em neutrófilos AF não depende desse receptor. Ao longo do 

nosso estudo tentamos identificar um possível candidato para o receptor envolvido nesse 

inflamassoma, utilizamos a técnica de PCR real time, mas não encontramos aumento na 
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expressão gênica de nenhum dos NLRs em neutrófilos AF, assim não conseguimos 

identificar um possível candidato para um PRR que possa estar intermediando a 

formação do inflamassoma em neutrófilos AF. No entanto, é possível que a caraterização 

da expressão proteica de múltiplos PRRs, por Western Blotting ou técnica similar, poderá 

identificar um possível candidato a um PRR e a participação da formação do 

inflamassoma no processamento de IL-1β em neutrófilos AF. 

Assim, com os dados apresentados neste estudo, formamos a hipótese que, em 

neutrófilos de indivíduos portadores de AF, existe a formação de um inflamassoma 

atípico (o qual não requer ASC) e não depende do receptor NLRP3 (Figura 39). Sabe-se 

que grande parte dos indivíduos acometidos com AF apresentam infecções secundárias, 

e alteraçãoes no microbiota intestinal (165), bem como o aumento de outras moléculas 

inflamatórias como a S100A8 (158) o que poderia desencadear um sinal de priming para 

a formação de inflamassomas alternativos em neutrófilos. Podemos também sugerir que 

o processamento de IL-1β que acontece em neutrófilos de indivíduos AF, pode ser 

regulado pela via não-canônica (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 ativação que está sendo modulada nestas células.  

Em monócitos, a secreção de IL-1β depende da ativação do inflamassoma (152). 

O NOD-like receptor (NLRP3), a proteína adaptadora ASC e a proteína efetora caspase-

1, constituem assim o complexo melhor estudado e caracterizado até o momento em 

monócitos. Em monócitos humanos, três vias de ativação do inflamassoma NLRP3 foram 

relatadas, a via canônica, via não-canônica e estudos recentes mostraram que o LPS 

sozinho, pode desencadear a ativação de uma via alternativa de formação do 

inflamassoma NLRP3 em monócitos humanos. Este inflamassoma alternativo envolve a 

proteína RIPK1- FADD e caspase-8, ocorrendo a sinalização e a formação do 

inflamassoma NLRP3, porem essa via de ativação não leva a morte celular por piroptosis 

(153)(154)(155). Assim, os mecanismos que levam a secreção de IL-1β por monócitos 

vem sendo extensivamente estudados por diferentes grupos com foco em 

inflamassomas. Nosso estudo demonstrou o aumento de diferentes DAMPs na 

circulação de indivíduos AF e que estes podem ser reconhecidos pelos receptores 
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envolvidos na formação do inflamassoma e também notamos o aumento da citocina 

TNF-α, que tem efeito conhecido na via de sinalização de NFκB, indicando que esta via 

de sinalização pode ter um papel na organização dos inflamassomas (156).  

Avaliamos a ativação de caspase-1 em monócitos AF e encontramos um aumento 

significativo dessa ativação em monócitos não-clássicos (também denominados de 

monócitos inflamatórios) de indivíduos portadores de AF quando comparados aos 

monócitos do grupo CTRL. Também identificamos um aumento significativo da 

oligomerização da molécula adaptadora ASC na subpopulação de monócitos não-

clássicos AF quando comparado aos CTRL. Os dados encontrados em monócitos AF 

indicam que há a formação do inflamassoma NLRP3 pela via canônica. Para comprovar 

estes achados, incubamos os monócitos AF com o inibidor de NLRP3 (MCC950) e 

dosamos a liberação de IL-1β no sobrenadante e foi possível visualizar uma diminuição 

na liberação dessa citocina, também utilizamos um inibidor de caspase-1 (YVAD) e com 

este, também conseguimos detectar baixos níveis de IL-1β. Por fim, utilizamos o inibidor 

BAY-117082, pois vários estudos demonstram que esse inibidor age na formação do 

inflamassoma NLRP3 através da via de MYD88 (157), e comprovamos com o uso desse 

inibidor uma redução drástica na liberação de IL-1β nestas células. Para ocorrência da 

formação de inflamassomas NLRP3 pela via canônica, é necessário o reconhecimento 

de dois sinais. O sinal 1 para o processamento de pró-IL-1β, que pode ser através de 

moléculas estéreis (como por exemplo a alarmina S100A8). Trabalhos recentes do nosso 

grupo, comprovam que indivíduos portadores de AF possuem um aumento dessa 

alarmina na corrente sanguínea (158); esta molécula pode ser reconhecida via TLR4, 

regulando positivamente a expressão gênica (NLRP3 e pró-IL-1β) (159). O sinal 2 pode 

ocorrer através da sinalização de DAMPs, que são liberados quando temos o processo 

de hemólise e isquemia-reperfusão nos indivíduos AF. Os DAMPs, por sua vez são 

reconhecidos pelo receptor NLRP3 e assim temos a formação do inflamassoma em 

monócitos (Figura 40). Assim mostramos com este trabalho, que leucócitos de indivíduos 

portadores de AF formam inflamassomas distintos  

Nossos dados indicam que apesar de encontrar a formação da inflamassoma em 

monócitos AF (particularmente do tipo clássico) a liberação de IL-1β por monócitos em 
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indivíduos portadores de AF provavelmente não tem grande influência no aumento nas 

concentrações de IL-1β e Il-18 encontradas na corrente sanguínea dos mesmos. Esta 

conclusão se deve ao fato de não ter encontrado mudanças significativas na liberação 

de IL-β e IL-18 em populações misturadas de monócitos de indivíduos AF, no entanto 

mudanças nos números de monócitos não clássicos em pacientes AF podem contribuir 

para concentrações circulantes destas citocinas. Estudos recentes mostraram que 

monócitos de indivíduos portadores de gota também não apresentaram aumento 

significativo na secreção de IL-1β, quando comparado com monócitos de indivíduos 

saudáveis, e que uma ativação de processamento só foi possível quando estes 

monócitos foram estimulados com Pam3 (agonista de TLR1/2), sugerindo que estes 

monócitos possuem uma pré-sensibilização para caspase-1 ativa e que por isso apenas 

apos estimulo do Pam3 foi possível observar a secreção de IL-1β (160).  

 Dado que o plasma de indivíduos AF se caracteriza como extremamente 

inflamatório, devido aos inúmeros DAMPs presentes nesse meio circulante. Avaliamos a 

capacidade do plasma de indivíduos AF em ativar a formação de inflamassomas em 

células saudáveis. Primeiramente, realizamos este experimento em células imunes 

(neutrófilos) de indivíduos CTRL e observamos que este plasma foi capaz de aumentar 

a ativação de caspase-1 e a produção de IL-1β. Porem como as técnicas para avaliação 

da ativação de caspase-1 ainda são pouco tecnológicas, empregamos a  técnica BiFC, 

desenvolvida pelo laboratório da Dr. Bouchier-Hayes (Houston-TX), para investigar a 

capacidade do meio circulante e neutrófilos de indivíduos portadores de AF para ativar 

caspases inflamatórias através da dimerização por proximidade induzida. Dado que a 

técnica BiFC poderia ser usada para facilitar a análise específica de interações de 

caspases no nível da plataforma de ativação para fornecer informações sobre a 

organização estrutural e a localização de plataformas de ativação em células vivas 

(131)(161), este ensaio foi utilizado para investigar a dimerização da caspase-1 em 

células não-imunes HeLa e células MCF-7 na presença/ausência de plasma e 

sobrenadantes de neutrófilos (estimulados ou não) de indivíduos controles e indivíduos 

portadores de AF. Nossos dados ilustram, pela primeira vez, que o plasma proveniente 

de indivíduos portadores de AF aumenta a dimerização de caspase-1 nestas células 

(células HeLa e MCF-7) quando transfectadas com plasmídeo especifico para caspase-
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1. Em contraste, o plasma de indivíduos controles não induziu a dimerização de caspase-

1 em células HeLa transfectadas. Assim, nosso trabalho demonstrou que numerosos 

DAMPs são encontrados na corrente sanguínea de indivíduos AF e que estes DAMPs 

são capazes de estimular a dimerização da caspase-1 em células que expressam essas 

caspases inflamatórias. 

Essa dimerização da caspase-1 permite que as células que expressam IL-1β 

imatura processem essa citocina, com importantes efeitos inflamatórios. Curiosamente, 

a dimerização da caspase-1 em resposta ao plasma de indivíduos AF pode ser 

ligeiramente mais eficiente nas células HeLa - pelo menos um efeito mais aparente do 

plasma AF foi observado quando comparado ao plasma controle. Estes resultados 

indicam que a presença da expressão de proteínas necessárias para a maquinaria do 

inflamassoma incluindo a proteína ASC e receptores NLR, tais como NLRP3 (expressos 

em células HeLa (136), mas não em células MCF-7 (139)(162), podem ser importantes 

para promover a eficiente dimerização da caspase-1. 

Embora não tenha sido possível identificar o componente (ou componentes) 

presentes no plasma AF que induz a dimerização da casase-1, dados preliminares 

mostram que a proteína de ligação ao heme, a hemopexina (12), conseguiu inibir 

parcialmente os efeitos do plasma AF na dimerização de caspase-1 em células MCF-7 

transfectadas. Esses dados sugerem que o heme livre elevado, um produto da hemólise, 

conhecido por estar elevado no plasma de indivíduos portadores de AF (163)(158), pode 

contribuir particularmente para as propriedades inflamatórias do meio circulante AF.  

Embora estes achados sejam preliminares, descobrimos que enquanto 

sobrenadantes de neutrófilos CTRL (estimulados e não estimulados) não induzem a 

dimerização de caspase-1 em células HeLa, o sobrenadante de neutrófilos AF 

estimulados com nigericina (uma molécula de sinal 2) parece apresentar a capacidade 

de aumentar a dimerização da caspase-1 em células HeLa. Os dados podem indicar que 

os neutrófilos de indivíduos AF circulam em um estado inicial e que sua estimulação com 

uma segunda molécula de sinalização pode induzir a produção e a secreção de 

moléculas que são capazes de induzir a dimerização da caspase-1 nas células vizinhas. 

Os neutrófilos de pacientes AF utilizados no presente estudo foram obtidos de pacientes 
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submetidos a aférese regular, um processo que pode modular o estado clínico e 

inflamatório dos pacientes. 

Assim, este estudo empregou um novo ensaio molecular para determinar a 

capacidade indutora de dimerização de caspase-1 do meio circulante de indivíduos AF 

em células não imunes transfectadas. Dados preliminares indicam que o plasma e as 

liberações de neutrófilos de indivíduos AF são de fato extremamente inflamatórias e 

capazes de induzir a dimerização e ativação desta enzima proteolítica em células 

vizinhas que expressam esta caspase.  

Em resumo, apresentamos dados inéditos que comprovam que neutrófilos de 

indivíduos AF apresentam um processamento acelerado de IL-1β e isto pode ter uma 

importância muito grande na fisiopatologia da AF. Interessantemente, o processamento 

dessa citocina parece não ser mediado pela formação clássica do inflamassoma NLRP3 

e também não há a necessidade do recrutamento de ASC neste processamento. 

Portanto, uma via não clássica parece modular a formação deste inflamassoma em 

neutrófilos AF e que surpreendentemente, essas células são capazes de organizar um 

determinado tipo de inflamassoma dependendo do ligante, o que pode estar totalmente 

relacionado com a patologia em questão. Observamos também a formação da 

inflamassoma em monócitos AF, porem podemos notar que neste tipo celular temos o 

processamento de IL-1β, mas não encontramos diferenças significativas na sua 

liberação para o meio extracelular. Este inflamassoma parecer ser mediado pela forma 

clássica do NLRP3 e que neste caso há a necessidade do recrutamento da molécula 

ASC para ativação de caspase-1. Neste trabalho, também foi possível observar que o 

meio circulante destes pacientes foi capaz de ativar a maquinaria de inflamassomas em 

células não-imunes. Os produtos da hemólise, incluindo o heme, podem contribuir para 

os componentes inflamatórios do plasma na AF. A identificação dos principais alvos 

moleculares poderia fornecer novas perspectivas para o desenvolvimento de novas 

abordagens terapêuticas para reduzir o estado inflamatório na AF e, portanto, limitar a 

inflamação vascular e os processos vaso-oclusivos que causam muitas das 

complicações da doença. O processamento e aumento de IL-1β na AF pode contribuir 

de forma muito significante para a amplificação da resposta inflamatória nestes pacientes 
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(2)(49)(51). Estudos in vivo com os inibidores de IL-1β e inibidores dos componentes do 

inflamassoma seria uma opção para o descobrimento de novos tratamentos para essa 

doença. 
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Figura 39. Modelo proposto para ativação de inflamassoma atípico e liberação de IL-1β em 
neutrófilos AF. O sinal 1 induz a expressão gênica de pró-IL1β, através de moléculas não 
estéreis (PAMPs) ou moleculas estereis que podem ser reconhecidas via TLR4, regulando 
positivamente a expressão gênica (do sensor e pró-IL-1β). O sinal 2 pode occorrer através dos 
DAMPs. Os DAMPs, por sua vez são reconhecidos pelo receptor NLR que recruta diretamente 
pró-caspase-1, sem a necessidade do recrutamento da molécula adaptadora ASC. ASC por sua 
vez, se encontra em vesículas no citosol da célula (em verde), sem necessidade de 
oligomerização. A dimerização e ativação da caspase-1 leva a clivagem proteolítica de pró-IL-1β 
para sua forma ativa IL-1β e liberação para o meio extracelular. 
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Figura 40. Modelo proposto para ativação clássica de inflamassoma NLRP3 e 
processamento de IL-1β em monócitos AF. Para formação do inflamassoma NLRP3 pela via 
canônica, é necessário o reconhecimento de dois sinais. O sinal 1 para o processamento de pró-
IL-1β, pode ser através de moléculas estéreis (como por exemplo a alarmina S100A8) que pode 
ser reconhecida via TLR4, regulando positivamente a expressão gênica (NLRP3 e pró-IL-1β). O 
sinal 2 pode ser através dos DAMPs, que são liberados quando temos o processo de hemólise 
e isquemia/reperfusão nos indivíduos AF. Os DAMPs, por sua vez são reconhecidos pelo 
receptor NLRP3 que recruta a molécula adaptadora ASC para o complexo e a assim a ativação 
de caspase-1 e a clivagem proteolítica de pró-IL1β em sua forma bioativa IL-1β. 
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8. CONCLUSÕES 

 

 Neutrófilos AF apresentam um processamento acelerado de IL-1β; 

 Dado o número aumentado de neutrófilos na circulação sanguínea de indivíduos 

AF, o processamento de IL-1β pode ter uma importância clinica significativa na 

fisiopatologia da AF; 

 Este processamento de IL-1β nos neutrófilos AF parece não ser mediado pela 

formação clássica do inflamassoma NLRP3; 

 Adicionalmente, dados indicam que também não há a participação da molécula 

adaptadora ASC neste processamento nos neutrófilos AF; 

 Portanto, uma via não-clássica de inflamassoma ou ativação de caspase-1 

aparenta ser ativada em neutrófilos AF;  

 Surpreendentemente, essas células são 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 questão; 

 Existe a formação da forma clássica do inflamassoma NLRP3, com envolvimento 

da molécula ASC, em monócitos AF. No entanto estas células não demonstram 

alterações significativas na sua liberação de IL-1β e IL-18 para o meio extracelular; 

 Alterações no número circulantes de monócitos (especialmente do tipo não 

clássicos) podem contribuir para o aumento de IL-1β e IL-18 em pacientes 

portadores de AF; 

 O meio circulante de pacientes AF contém vários DAMPs potentes e demonstra a 

capacidade de ativar a maquinaria do inflamassoma em neutrófilos e em células 

não-imunes. 
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10.  APÊNDICES  

 

10.1 APÊNDICE I 
 

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

 

Kit ELISA Faixa de detecção Fabricante 

IL-1β HS 0.1 – 8 pg/mL R&D systems® 

IL-1β DuoSet 3.9 – 250 pg/mL R&D systems® 

IL-18 36.1 – 257.8 pg/mL MBL® 

IL-1α 3.9 – 250 pg/mL R&D systems® 

TNF-α 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® 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



157 
 

 

10.2  APÊNDICE II 
 

Avaliação da ativação de caspase-1 representadas através de dot plots utilizando 
a técnica de citometria de fluxo.   

 

A aquisição foi realizada no citômetro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson®) sendo 

as análises realizadas por meio do software FacsDiva. A detecção da ativação da 

caspase-1 foi realizada utilizando o kit FAM-FLICA® (Immuno Chemistry Techenologies). 

 

 

 

 

 

 

Neutrófilos AF 

Monócitos AF 
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10.3  APÊNDICE III 
 

Sequências de iniciadores utilizados em experimentos de qPCR 

 

Gene Sequência dos iniciadores 

IPAF FW: 5´- GAGGTCCCACAACTCGTCAA – 3´ 

RW: 5´- GATTTCCCGCCAAATTCAAC- 3` 

NALP12 FW: 5´- GTTGGATTCCCAGGCATGAT- 3´ 

RW: 5´- GCACAGAAGCCATCTCCTGA- 3´ 

NALP6 FW: 5´- CTCAAGGCACCACAAAACAA- 3´  

RW: 5´- AGGGAGTTTGCAGTGGGAC- 3´ 

NALP1 FW: 5´- GGTGAGATCAACCCACAGCA- 3´ 

RW: 5´- GCCATTTGGAACAGGGATGT- 3´ 

NALP3 FW: 5´- GACTCTTGCACCCCGACTG- 3´ 

RW: 5´- CTGGCTGGAGGTCAGAAGTGT- 3´ 

AIM2 FW: 5´-GCAGTGATGAAGACCATTCGTA- 3´ 

RW: 5´- GCTGAGTTTGAAGCGTGTTGAT- 3´ 

CASP1 FW: 5´- GCCCACCACTGAAAGAGTGA- 3´ 

RW:  5´- CACTTCCTGCCCACAGACAT- 3´ 

PYCARD (ASC) FW: 5´- CTCCTCAGTCGGCAGCCAAG- 3´ 

RW: 5´- TGTGACCCTCGCGATAAGC- 3´ 
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10.4  APÊNDICE IV 
 

Concentração dos anticorpos utilizados no Western blotting/ immunoblotting 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anticorpo Primário [ ] primário  Anticorpo secundário [ ]secundário  Fabricante  

NLRP3 (IgG rabbit) 1:1000 Goat anti-Rabbit IgG HRP  1:10.000 ThermoFisher® 

ASC (IgG camundongo)  1:1000 Goat anti-Mouse IgG HRP  1: 5.000 Santa Cruz® 

Caspase-1 (IgG mouse) 1:1000 Goat anti-Mouse IgG HRP  1: 5.000 Santa Cruz® 

IL-1β (IgG rabbit)  1:1000 Goat anti-Rabbit IgG HRP  1: 10.000 Cell Signaling® 

GAPDH  (IgG mouse) 1:3000 Goat anti-Mouse IgG HRP  1: 5.000 Santa Cruz® 
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10.5  APÊNDICE V 
 

Sequências de iniciadores (plasmídeos) utilizados em experimentos de 
transfecção 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Plasmídeo  Sequência de Iniciadores  

C1ProVC FW: 5´- TGAGAATTCCTATGGCCGACAAGGTC – 3´ 

RW: 5´- CGCGGTACCTTGCATATTAAGGT- 3` 

C1ProVN FW: 5´- TGAGAATTCCATGGCCGACAAGG – 3´ 

RW: 5´- CGCGGTACCGCTTGCATATTAAGG- 3` 

C1ProVC D59R mutante FW: 5´- TTCGGAATAACGGAGCGAATCAAAGCTGGGTCTTATCCA – 3´ 

RW: 5´- TGGATAAGACCCGAGCTTTGATTCGCTCCGTTATTCCGAA- 3` 

C1ProVN D59R mutante FW: 5´- TTCGGAATAACGGAGCGAATCAAAGCTCGGGTCTTATCCA – 3´ 

RW: 5´- TGGATAAGACCCGAGCTTTGATTCGCTCCGTTATTCCGA- 3` 
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10.6  APÊNDICE VI 
 

Concentrações dos plasmídeos utilizados nos ensaios 

 

Plasmídeos Concentração inicial Diluição Concentração final 

C1 VC 1 µg/µl 1:100 10 ng/µl 

C1 VN 1 µg/µl 1:100 10 ng/µl 

ASC 1 µg/µl 1:8 125 ng/µl 

dsRed-mito 1 µg/µl 1: 100 10 ng/µl 

VC: fragmento vênus C-terminal; VN: fragmento vênus N-terminal; C1: caspase-1 plasmídeo; ASC: ASC 
plasmídeo; dsRedmito: reporter do experimento de transfecção (marcador de mitocôndria). 
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10.7  APÊNDICE VII 
 

As concentrações inicialmente utilizadas para o protocolo de transfecção foram: 10 ng 

de C1Pro VC, C1Pro VN e 125 ng de ASC. (A) Para verificar se as concentrações dos 

plasmídeos estavam corretamente diluídas e para avaliar a integridade dos plasmídeos, 

checamos as concentrações 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 plasmídeos nas concentrações acima, no entanto, 

a eficiência do ensaio de transfecção não foi considerada ideal (< 20% de eficiência de 

transfecção) e decidimos usar concentrações mais baixas desses plasmídeos (5 ng de 

C1 Pro Vc e C1 Pro VN), para o qual observamos uma boa eficiência (C).  
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(A) Titulação de plasmídeo para o ensaio de dimerização de caspase (BiFC); (B) Células HeLa 
foram transientemente transfectadas com os plasmídeos C1-Pro VC (10 ng), C1-Pro VN (10 ng) 
e dsRed-mito (10 ng) com/sem um plasmídeo codificando ASC (125 ng); (C) Células HeLa foram 
transitoriamente transfectadas com os plasmídeos C1-Pro VC (5 ng), C1-Pro VN (5ng) e dsRed-
mito (10 ng) com/sem um plasmídeo codificando ASC (125 ng). As células vênus-positivas foram 
determinadas a partir de um mínimo de 100 células positivas para dsRed-mito (contagem 
manual). Para uma boa eficiência de transfecção recomenda-se uma porcentagem de 20-25% 
de células vênus-positivas. 

 

 

 

 

 

 

1- 5 µl de C1 VC  
2- 5 µl de C1 VN 
3- 2 µl de ASC 
4- 5 µl de dsRed-mito 

A 



164 
 

11. ANEXOS 

 

11. 1  ANEXO I 
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11.2  ANEXO II 
 

Artigo publicado em Setembro de 2016 na revista Inflammation Research  
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