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RESUMO

PEREIRA, C.A. Papel do inflamassoma NLRP3 nas alteracoes vasculares promovidas
pelo diabetes tipo 1 em modelo induzido por estreptozotocina. 119 f. Tese (Doutorado em
Farmacologia) - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo

Preto, 2018.

O diabetes mellitus (DM) estd associado a diversas complicacdes micro e macrovasculares
diretamente relacionadas a doencas cardiovasculares. A prolongada exposicdo a hiperglicemia
e aresisténcia a insulina sio considerados os principais fatores envolvidos nestas complicacoes,
as quais sdo exacerbadas pela disfuncdo endotelial. Mediadores inflamatérios contribuem
potencialmente para o desenvolvimento de disfuncdo endotelial pela geracdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) que, por sua vez, estimulam a transcricdo de fatores pro-
inflamatdrios. Receptores especificos, como os NLRs (NOD-like receptors, receptores do tipo
NOD) contribuem para instalacdo de processo inflamatério pela ativagdo do complexo
inflamassoma. Este regula a ativagdo da caspase-1 e o processamento proteolitico dos
precursores pro-IL-1f e pré-IL-18 nas citocinas maduras. Diversos mediadores podem ativar o
inflamassoma NLRP3 como, por exemplo, EROs e DNA mitocondrial. Pouco € conhecido
sobre o envolvimento de receptores NLRP3 e DNA mitocondrial na disfun¢do endotelial
associada ao diabetes. Testamos a hipotese que a deficiéncia genética do receptor NLRP3
confere resisténcia a ativacao de processo inflamatério na vasculatura de animais com diabetes
tipo 1 (DM1) e, ainda, que DNA mitocondrial contribui para a ativagdo vascular do
inflamassoma NLRP3 e para disfun¢do endotelial. Foram utilizados camundongos C57B1/6 e
deficientes para NLRP3, os quais foram tratados com veiculo ou submetidos a protocolo para
inducdo de DM1 com estreptozotocina. Parametros vasculares funcionais foram determinados
em artérias mesentéricas de resisténcia. Células de musculo liso vascular (CMLV) e endoteliais
foram utilizadas para avaliacdo da ativagdo do inflamassoma NLRP3 por DNA mitocondrial.
A geracdo de EROs foi avaliada pela fluorescéncia para o dihidroetidio e pela
quimiluminescéncia para lucigenina. A ativagdo de caspase-1 e IL-1p foi avaliada por western
blot e o influxo de célcio, por fluorescéncia. DNA mitocondrial foi avaliado pela expressao
génica de componentes da mitocondria. O diabetes reduziu a vasodilatacdo dependente de
endotélio, o que ndo ocorreu em artérias de animais deficientes de NLRP3. Animais diabéticos

apresentaram aumento da expressao vascular do receptor NLRP3, da ativacdo de caspase-1 e



IL-1B e da geracdo de EROs e perdxido de hidrogénio no leito mesentérico, eventos que
ocorreram em menor intensidade em camundongos deficientes de NLRP3. Houve reducdo na
expressao proteica vascular de Nox4 (NADPH oxidase 4), bem como na expressao gé€nica da
molécula de adesdo celular vascular-1 (VCAM-1, vascular cell adhesion molecule-1) e
molécula de adesao intercelular-1 (ICAM-1, intercellular adhesion molecule-1) em animais
deficientes de NLRP3. Houve aumento da liberacio de DNA mitocondrial citosélico no
pancreas de animais diabéticos. A incuba¢do com o DNA mitocondrial extraido do pancreas de
animais diabéticos promoveu ativa¢do do inflamassoma em CMLYV provenientes de animais
C57Bl1/6, mas ndo em CMLV provenientes de animais deficientes de NLRP3. Esta ativacdo foi
associada ao aumento de EROs e influxo de célcio. Essa mesma ativagdo também foi observada
em células endoteliais. DNA mitocondrial de camundongos diabéticos também reduziu a
dilatacdo dependente do endotélio em artérias mesentéricas, o que foi associado a geracdo de
EROs e ativagdo do inflamassoma NLRP3. Pacientes diabéticos apresentaram aumento do
DNA mitocondrial circulante e ativacdo de caspase-1 e IL-1B no soro. Os resultados
demonstram que o DNA mitocondrial pancredtico de animais diabéticos promove ativa¢ao, em
CMLYV e células endoteliais, do inflamassoma NLRP3 através do aumento no influxo de calcio
e da geracdo de EROs, contribuindo para o processo de disfuncio endotelial. A deficiéncia de
NLRP3 protege os animais diabéticos contra os danos vasculares inflamatdrios e disfuncdo

endotelial.

Palavras-chave: diabetes tipo 1, disfuncdo endotelial, inflamassoma NLRP3, DNA

mitocondrial



ABSTRACT

PEREIRA, C.A. Role of the NLRP3 inflammasome in the vascular alterations induced
by type 1 diabetes in a streptozotocin-induced model. 2018. 119 p. Thesis (Ph.D. in

Pharmacology) — Ribeirao Preto Medical School, University of Sao Paulo, Ribeirao Preto,

2018.

Diabetes mellitus (DM) is associated with several micro and macrovascular complications
directly related to cardiovascular diseases. Prolonged exposure to hyperglycemia and insulin
resistance are considered the main factors involved in these complications, which are
exacerbated by endothelial dysfunction. Inflammatory mediators potentially contribute to the
development of endothelial dysfunction by the generation of reactive oxygen species (ROS),
which, in turn, stimulate the transcription of pro-inflammatory factors. Specific receptors such
as NLRs (NOD-like receptors) contribute to the onset of inflammatory processes by the
activation of a multiprotein complex called inflammasome. The NLRP3 inflammasome
regulates the activation of caspase-1 and the proteolytic processing of pro-IL-1p and pro-IL-18
precursors into mature cytokines. Several mediators, such as ROS and mitochondrial DNA
activate the NLRP3 inflammasome. Considering that it is not clear whether NLRP3 and
mitochondrial DNA contribute to diabetes-associated endothelial dysfunction, we hypothesized
that the genetic deficiency of the NLRP3 confers resistance to vascular inflammatory processes
in animals with type 1 diabetes (T1D) and that mitochondrial DNA contributes to vascular
activation of NLRP3 inflammasome and endothelial dysfunction. C57B1/6 and NLRP3
knockout mice were treated with vehicle or streptozotocin to induce T1D. Functional vascular
parameters were determined in resistance mesenteric arteries. Cultured vascular smooth muscle
cells (VSMC) and endothelial cells were used to determine NLRP3 inflammasome activation
by mitochondrial DNA. ROS generation was evaluated by dihydroethidium fluorescence and
by chemiluminescence for lucigenin. Caspase-1 and IL-1f activation was evaluated by western
blot. Calcium influx was determined by fluorescence and mitochondrial DNA by mRNA
expression of mitochondrial components. Diabetes reduced endothelium-dependent
vasodilation in C57B1/6, but not in NLRP3 knockout mice. Diabetic mice presented increased
vascular NLRP3 receptor expression, increased caspase-1 and IL-1[ activation, as well as ROS
and hydrogen peroxide generation, events that were mildly observed in NLRP3 knockout mice.

There was a reduction in the vascular protein expression of Nox4 (NADPH oxidase 4) as well



as in the gene expression of VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) and ICAM-1
(intercellular adhesion molecule-1) in NLRP3 knockout animals. There was an increase in
cytosolic mitochondrial DNA release in pancreas from diabetic animals. Mitochondrial DNA
from the pancreas of diabetic mice induced NLRP3 inflammasome activation in VSMC from
C57B1/6 mice, but not in VSMC from NLRP3 knockout mice. This activation was associated
with increased levels of ROS and calcium influx and was also detected in endothelial cells.
Mitochondrial DNA from diabetic mice also decreased endothelium-dependent dilation in
mesenteric arteries, which was associated with ROS generation and NLRP3 inflammasome
activation. Diabetic patients exhibited increased serum mitochondrial DNA and caspase-1 and
IL-1pB activation. The results demonstrate that pancreatic mitochondrial DNA from diabetic
mice activates the NLRP3 inflammasome in VSMC and endothelial cells by increasing calcium
influx and ROS generation, contributing to endothelial dysfunction. NLRP3 deficiency

prevents diabetes-related vascular inflammatory damage and endothelial dysfunction.

Keywords: type 1 diabetes, endothelial dysfunction, NLRP3 inflammasome, mitochondrial

DNA
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1. INTRODUCAO

1.1. Diabetes Mellitus

Segundo a Federacdo Internacional de Diabetes (IDF, International Diabetes
Federation), de cada 11 adultos no mundo, 1 tem diabetes e, dentre estes, 1 em cada 2 adultos
ainda ndo foi diagnosticado. Estes ndmeros tem aumentado ao longo dos anos, com a doenca
acometendo cerca de 425 milhdes de pessoas em 2017, podendo atingir a marca de 629 milhdes
de pessoas em 2045. Mais impactantes sdo as mortes constatadas por diabetes, cerca de 4
milhdes de pessoas em 2017, e os custos associados, os quais chegam a representar 20% dos

gastos totais com saude, causando um substancial impacto econdmico mundial (Idf, 2017).

Infelizmente, no Brasil estes nimeros ndo tem sido diferentes. Nosso pais ocupa
atualmente a 4* posicao no ranking mundial entre os 10 paises com maior nimero de diabéticos
e a 3" posi¢cdo quanto ao nimero de criancas com diabetes do tipo 1 (Idf, 2017). O niimero de
pessoas diagnosticadas com diabetes no Brasil aumentou 61,8% nesta tltima década, passando

de 5,5% para 8,9% em 2016 (Vigitel, 2017), representando um grande desafio de saide publica.

O Diabetes Mellitus (DM) é uma doenca metabdlica de etiologia multipla, caracterizada
por hiperglicemia cronica com disturbios no metabolismo dos hidratos de carbono, lipideos e
proteinas, resultantes de deficiéncias na secre¢do ou a¢do da insulina, ou de ambas. Segundo a
ADA (American Diabetes Association), o DM € classificado em 4 classes clinicas: diabetes tipo

1, diabetes tipo 2, diabetes gestacional e outros tipos especificos de diabetes.

O diabetes tipo 1 (DM1) é resultante da destruicdo autoimune das células B-pancreéticas
ocasionando deficiéncia na secre¢do de insulina. Este tipo ocorre em 5 a 10% dos casos de

diabetes, sendo sua maior incidéncia na infancia e adolescéncia.

Ja o diabetes tipo 2 (DM2) € resultante de um quadro de resisténcia a insulina e
consequente hipersecre¢do compensatdria, que precede o declinio da fungdo secretora das
ilhotas pancreaticas. E o tipo mais comum ocorrendo em 90% dos casos, sendo sua maior

incidéncia em pessoas obesas acima dos 40 anos.

O diabetes gestacional € definido como qualquer grau de intolerancia a glicose
primeiramente reconhecida durante a gravidez, podendo causar retardo no crescimento fetal,

partos traumaticos, hipoglicemia neonatal, obesidade e DM na fase adulta. Outros tipos
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especificos de DM estdo relacionados a defeitos genéticos da célula B ou da acdo da insulina,
doencas do pancreas exdcrino, endocrinopatias, indu¢do quimica ou por drogas, infeccoes,

formas incomuns de DM imunomediadas e outras sindromes genéticas associadas.

Segundo as diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes (2017-2018) (Autores, 2018),

o diagnostico de DM baseia-se nos seguintes critérios:

a) glicemia de jejum > 126 mg/dI;
b) glicemia de 2 horas pds-sobrecarga de 75 g de glicose > 200 mg/dl;
¢) glicemia > 200 com sintomas inequivocos de hiperglicemia;

d) hemoglobina glicada (hbalc) (%) > 6,5.

1.2. Complicacoes agudas e cronicas no DM

O DM esté associado a diversas complicagdes agudas e cronicas causando aumento da
morbidade, da mortalidade e afetando a qualidade de vida dos pacientes (Sharma et al., 1980;

Bertoni et al., 2002; Laing et al., 2003).

As complicagdes agudas mais frequentes e associadas a maior mortalidade sao os quadros
de cetoacidose diabética, resultantes do estado de hiperglicemia (elevac¢do dos niveis de glicose
no sangue acima de 200 mg/dL), e o coma, nos casos de hipoglicemia (queda dos niveis de

glicemia abaixo de 70 mg/dL).

As complicagdes cronicas do DM estdo relacionadas aos danos funcionais e estruturais

dos vasos sanguineos e sdo classificadas em complica¢des micro e macrovasculares.

As complicagdes microvasculares sdo decorrentes dos danos em pequenos vasos
sanguineos como arteriolas, capilares e vénulas e, em pacientes diabéticos, estdo associadas a
problemas clinicos, como retinopatia, nefropatia e neuropatia. As complicacdes
macrovasculares sdo aquelas decorrentes de danos nos grandes vasos, como as artérias e veias
e, no diabetes, estdo associadas a doenca arterial coronariana, doencga arterial periférica e

acidente vascular cerebral (Laing et al., 2003).

As complicagdes micro e macrovasculares sao induzidas por diversos mecanismos, dentre
eles, a disfuncdo endotelial, decorrente de desequilibrio na producdo e regulacdo de fatores

liberados pelo endotélio vascular (Taddei et al., 1996; Jarvisalo et al., 2004). A exposi¢ao
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prolongada a hiperglicemia e a resisténcia a insulina levam a disfuncdo endotelial (Giacco e

Brownlee, 2010; Folli et al., 2011).

1.3. Diabetes e disfuncao endotelial

A disfuncdo endotelial é uma caracteristica de varias doencas cardiovasculares e
metabdlicas, incluindo a hipertensdo arterial (Park ef al., 2001), a doenca arterial coronariana
(Monnink et al., 2002), a insuficiéncia cardiaca congestiva (Landmesser et al., 2002), a
insuficiéncia renal cronica (Bolton ef al., 2001), a aterosclerose (Chan et al., 2003), o DM1

(Beckman et al., 2003a) e o DM2 (Rizzoni et al., 2001).

A disfunc¢do endotelial ocorre ndo somente durante o curso das doengas cardiovasculares,
mas também no seu inicio. Cerca de 90% dos individuos diabéticos e pré-diabéticos com alto
risco para o desenvolvimento de aterosclerose coronariana apresentam disfunc¢do endotelial
(Defronzo, 1988), sendo também um importante fator de risco para trombose e aterosclerose

(Cersosimo e Defronzo, 2006).

Para entender os mecanismos associados a disfuncdo endotelial no diabetes € preciso
entender como funciona o endotélio em tal condi¢ao. O endotélio desempenha um papel crucial
na regulacdo do tonus vasomotor (Furchgott e Zawadzki, 1980) pela liberacdo de fatores
vasoativos, mas também previne a agregacao plaquetaria e adesdo de leucdcitos e ainda regula

a proliferacao celular (Shi e Vanhoutte, 2017).

Dentre os fatores vasoativos, o 6xido nitrico (NO) € considerado um dos maiores
reguladores endoteliais locais do tonus vascular (Furchgott e Zawadzki, 1980; Furchgott et al.,
1987; Ignarro et al., 1988; Vanhoutte, 1988). Esta molécula tem sua producido e
biodisponibilidade afetadas nos estdgios iniciais do diabetes. Estes efeitos na maioria das vezes
estdo associados a uma reducao da expressao proteica da 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS,
endothelial nitric oxide synthase) (Paneni et al., 2015), reducao da fosforilagdao no sitio ativo
(Serina!'””) ou aumento da fosforilagdo do sitio inibitério (Treonina*®) (Matsumoto et al.,
2014), diminui¢do do cofator essencial da eNOS, a tetraidrobiopterina (BH4), aumento da
atividade da L-arginase (Yao et al., 2013; Pernow e Jung, 2016) e, ainda, aumento na produgao

de radicais livres derivados do oxigénio (Kikuchi et al., 2014; Alves-Lopes et al., 2016).



1. INTRODUCAO | 28

Além de reduzir a biodisponibilidade do NO, o diabetes também diminui a
hiperpolarizacdo derivada do endotélio (EDH, endothelium-derived hyperpolarization)
(Matsumoto et al., 2003; Coleman et al., 2017), previamente associada a disponibilidade e
acoes dos fatores hiperpolarizantes derivados do endotélio (EDHF) (Feletou e Vanhoutte, 2004;
2006; Garland e Dora, 2017; Leung e Vanhoutte, 2017).

Além de fatores vasodilatadores, o endotélio libera fatores de contracdo, ou fatores
contrateis derivados do endotélio (EDCF, endothelium-derived contracting factor), como
tromboxano A, prostaciclina e prostaglandinas H> e E>. Alteragdes na liberacdo e agcdo destes
fatores contribuem para a disfuncao endotelial no diabetes (Vanhoutte e Tang, 2008). H4 ainda
aumento da sintese de outros vasoconstritores como a endotelina-1 (ET-1) (Geraldes e King,
2010) que induz contracdo vascular e contribui com a produ¢do de EROs (Shi e Vanhoutte,

2009).

A geracdo de anion superdxido, peréxido de hidrogénio e radical hidroxila estd
diretamente associada a hiperglicemia pelo aumento da auto-oxidagdo da glicose (Hunt et al.,
1988). O acimulo de EROs, ou estresse oxidativo, promove aumento de produtos finais da
glicacdo avancada (AGEs, advanced glycation end-products), o que aumenta a expressao de
genes que codificam fatores pré-inflamatérios e pro-trombéticos (Fulop et al., 2007) Os AGEs
também promovem oxidacdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL, low density
lipoprotein), que € absorvida por mondcitos/macréfagos, levando a formacgdo de células

espumosas e ao inicio do processo aterosclerdtico (Moore et al., 2013).

O aumento da peroxidacgdo lipidica, ou seja, a degradacdo oxidativa dos lipideos, e o
consumo de NO, associado a presenca de estresse oxidativo, contribuem para o dano endotelial
e, ainda, para maior geracdo de EROs mitocondrial (Nishikawa et al., 2000). O aumento da
geracdo de EROs mitocondrial, por sua vez, leva ao dano de proteinas, DNA, RNA e lipideos,
que podem interromper o transito de calcio mitocondrial levando a transi¢ao de permeabilidade

mitocondrial e apoptose (James e Murphy, 2002).

Diversas quinases sdo ativadas pelo aumento de EROs ou estresse oxidativo no diabetes,
incluindo proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPKSs), quinases reguladas por sinais
extracelulares (Erk1/2), p38 MAPK, quinases N-terminais c-Jun (JNK) e proteina quinase C
(PKC, protein kinase C), envolvidas ndo apenas na disfunc@o endotelial, mas também em

processos de inflamacgdo, angiogénese, proliferacdo celular, expansdo da matriz extracelular,
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apoptose e remodelamento vascular (Spitaler e Graier, 2002; Geraldes e King, 2010; Kolluru et

al., 2012).

A reducdo da sinalizag¢do da insulina também pode levar a disfun¢ao endotelial por reduzir
a expressao basal da eNOS, a producao de NO, e a ativagdo de enzimas como a quinase de
fosfoinositideos na posi¢do 3 (PI3K, phosphoinositide 3-kinase) e proteina quinase B (Akt,
protein kinase B) (Jiang et al., 2000), acelerando processos envolvidos na indu¢do de doengas

cardiovasculares, como aterosclerose (Kuboki et al., 2000).

Figura 1 Mediadores da disfunc¢@o endotelial no diabetes.
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Fonte: adaptado de Pereira et al., Bonus effects of antidiabetic drugs: possible beneficial effects on
endothelial dysfunction, vascular inflammation, and atherosclerosis, Basic & Clinical Pharmacology &
Toxicology, 2018 (aceito para publicacdo em fevereiro/2018).

1.4. Diabetes tipo 1 e inflamacio

Podemos observar que muitas das complicagdes clinicas do diabetes podem ser atribuidas
a alteracdes na funcao e estrutura vascular, e mediadores do processo inflamatdrio contribuem

potencialmente para estas alteragdes. A inflamag¢do desempenha papel importante no
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desenvolvimento da disfun¢do endotelial, na geracdo de estresse oxidativo e também no

remodelamento vascular.

O aumento de EROs, por sua vez, acelera a translocagdo do fator nuclear kappa B (NF-
kB) e promove a transcri¢do de genes pro-inflamatérios, como a proteina 1 quimiotética de
mondcitos (MCP-1/CCL2), VCAM-1, ICAM-1, bem como citocinas pré-inflamatérias, como
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a, tumor necrosis factor) e a interleucina-1 beta (IL-1p,
interleukin- 1) (Hink et al., 2001). Além disso, a maior ativagao das vias de sinalizacdo de NF-
kB e JNK contribui para a regulacdo positiva da expressao da 6xido nitrico sintase induzivel
(iNOS, inducible nitric oxide synthase) que, por sua vez, estid envolvida na resisténcia a insulina

e processos inflamatérios (Zhu et al., 2005; Pawate e Bhat, 2006).

O estdgio inicial do DM1 € marcado por um processo inflamatério denominado insulite,
caracterizado pela infiltracdao de linf6citos e macréfagos nas ilhotas pancredticas. Macréfagos
ativados e células T liberam citocinas inflamatdrias como a IL-1p, TNF-a e interferon gama
(IFN-y, interferon-y) ao redor das células [ pancredticas, contribuindo para disfuncdo e
apoptose destas células (Kaminitz et al., 2007). A progressiva perda destas células promove

deficiéncia na secre¢ao de insulina e hiperglicemia.

A liberacdo de citocinas e quimiocinas em fun¢do da ativacdo de células da imunidade
inata desencadeia processo inflamatério nas ilhotas pancredticas. Neste sentido, foram
identificados receptores especificos que medeiam esta ativagdo e que também participam de
sua regulacdo. Dentre estes receptores, os mais estudados s@o os receptores do tipo Toll (TLRs,

Toll-like receptors) e receptores do tipo NOD (NLR, NOD-like receptors).

Os TLRs sdao moléculas de reconhecimento padrdo expressas na superficie celular ou em
vesiculas endociticas que ativam resposta inflamatdria inespecifica (Grishman et al., 2012). Por
outro lado, os NLRs compreendem uma familia de proteinas localizadas no citosol de diversos

tipos celulares.

NLRP (NACHT-LRR-PYR-containing protein) designa a subfamilia de NLR, também
conhecida por Nalp, que possui em sua por¢cdo N-terminal o dominio pirina (PYR, pyrin
domain), um dominio central comum NACTH (nucleotide-binding and oligomerization
domain) e uma regido C-terminal de repeticdes ricas em leucina (LRR, leucine-rich repeat
domain), responsdvel pelo reconhecimento de padrdes moleculares associados a patdgenos

(PAMPs, pathogen-associated molecular patterns) ou sinais de perigo endégenos denominados
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de padrdes moleculares associados ao dano tecidual (DAMPs, damage-associated molecular

pattern molecules) (Kanneganti et al., 2007; Kufer e Sansonetti, 2007; Geddes et al., 2009).

Apds o estimulo para o agrupamento de proteinas, NLR interage com a proteina
adaptadora ASC (apoptosis-associated speck-like protein) que possui um dominio N-terminal
de recrutamento de caspase CARD (caspase recruitment domain) formando o complexo

inflamassoma.

Até o momento cinco inflamassomas da subfamilia NLR e um da ALRs (AIM2-like
receptor) tem sido caracterizados: o inflamassoma NLRP1/NALP1b (Boyden e Dietrich, 2006),
o inflamassoma NLRP6 (Grenier et al., 2002), o inflammasoma NLRP12 (Wang et al., 2002),
o inflamassoma NLRC4/IPAF (Zhao et al., 2011), o inflamassoma NLRP3/NALP3 (Martinon
et al., 2006) e o inflamassoma AIM2 (Fernandes-Alnemri et al., 2009). Esses tipos de
inflamassomas contém entdo uma proteina NLR especifica ou AIM2, o dominio ASC e/ou
proteinas adaptadoras e pro-caspase-1.

O inflammasoma NLRP3 € o subtipo melhor caracterizado e investigado (Schroder e

Tschopp, 2010).

1.5. Inflamassoma NLRP3

Os primeiros trabalhos relatando a existéncia do inflamassoma foram publicados entre
2002 e 2003, caracterizando os componentes da via, seus tipos, subtipos € 0s mecanismos

associados a sua ativacao (Martinon et al., 2002; Srinivasula et al., 2002; Tschopp et al., 2003).

Desde entdo centenas de trabalhos foram publicados demonstrando sua importancia para
o desencadeamento de respostas contra a infeccao por diversos patdégenos como, por exemplo,
0 Mycobacterium tuberculosis (Mayer-Barber et al., 2010), bactéria causadora da tuberculose,
a Streptococcus pneumoniae (Kafka et al., 2008), causadora da pneumonia € meningite, a

Candida albicans (Gross et al., 2009), causadora da candidiase, dentre muitas outras.

Entretanto, além do mecanismo de protecdo, o inflamassoma NLRP3 desempenha um
papel crucial na patogénese de diversas doengas inflamatdrias e autoimunes como a sindrome
da febre hereditdria (Hoffman et al., 2001), a doenca de Crohn (Hugot et al., 1996), a sindrome
de Muckle-Wells (Agostini et al., 2004), neuropatia cranial (Miceli-Richard et al., 2001), e

muitas outras, contribuindo de diferentes formas.
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A ativacdo do inflammasoma NLRP3 tem sido ligada a fisiopatologia de vérias desordens
metabolicas e inflamatdrias e doencas auto-imunes como DM2 (Masters et al., 2010; Jourdan
et al., 2013), doencas neurodegenerativas (Heneka et al., 2013), gota (Martinon et al., 2006),
doenca de Crohn (Roberts et al., 2010), cancer (Zitvogel et al., 2012), doenca do intestino

irritavel (Sun et al., 2013) e aterosclerose (Duewell et al., 2010).

A ativacdo do inflamassoma NLRP3 € atribuida a dois sinais: o primeiro sinal €
representado por DAMPs ou PAMPs que ativam TLRs, culminando na ativagdo de quinases e
fatores de transcricdo como o NF-kB e levando a producao de pro-caspase-1 e também de pro-
IL-1B e pré-IL-18 (Schroder e Tschopp, 2010). O segundo sinal, na ativacdo cldssica ou
candnica, é representado por diversos ativadores como, por exemplo, efluxo de potassio (K*)
(Petrilli et al., 2007), EROs mitocondrial (Schroder et al., 2010; Zhou et al., 2011; Lawlor e
Vince, 2014), dano lisossomal (Chu et al., 2009), influxo de cdlcio (Brough et al., 2003), entre
outros, promovendo oligomerizagdo do complexo inflamassoma, recrutamento da proteina
adaptadora ASC, autoclivagem e ativacdo da caspase-1, a qual cliva as pro-IL-1p e pro-IL-18

em citocinas maduras (Schroder et al., 2010).

Alguns estudos sugerem uma via alternativa, descrita como via ndo-candnica, para
ativacdo do inflamassoma NLRP3. Nesta via hd ativacdo de caspase-11 por lipopolissacarideo
(LPS) ou por ativacdo de TLR-4, por exemplo, e consequente clivagem direta de caspase-1,

culminando na liberacdo de IL-1P e IL-18 (Kayagaki et al., 2011).

Além disso, a caspase-11 em sua forma ativa pode promover abertura do receptor de
panexina-1 e induzir efluxo de K*, necessario para ativacdo do inflamassoma NLRP3 e
liberagdo de IL-1PB e IL-18. A ativacdo da caspase-11 também ativa a piroptose através da

clivagem de gasdermina D (He et al., 2015; Kayagaki et al., 2015).
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Figura 2 Representacio esquemadtica da ativagdo do inflamassoma NLRP3.
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Fonte: Sharma et al., Oxidative Stress and NLRP3-Inflammasome Activity as Significant Drivers of
Diabetic Cardiovascular Complications: Therapeutic Implications, Frontiers in Physiology, 2018.

A caspase-1 faz parte de uma familia de proteases de cisteinas envolvidas na morte celular
programada e na resposta inflamatdria, sendo o inflamassoma um dos principais reguladores de

sua ativacdo (Lamkantfi et al., 2007).

A IL-1B, um membro da familia das citocinas da interleucina 1, € importante mediador
da resposta inflamatéria, modulando uma variedade de atividades celulares, incluindo

proliferagdo, diferenciacio e apoptose celular (Bensi ef al., 1987).

A liberacdo de IL-1p leva a ativagdo, através de seu receptor, o IL-1R, de varias cascatas
de sinalizacdo intracelular, promovendo a transcricdo de outras citocinas pro-inflamatorias,
moléculas de adesdo, quimiocinas ou enzimas pré-inflamatérias (Palomo et al., 2015). Além de
seu papel na inflamacao, a IL-1p também esta envolvida em outros processos, como disfuncao

endotelial (Rizzoni et al., 2001; Beckman et al., 2003b).
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Um recente estudo demonstrou que a incubagdo com doses crescentes de IL-1f3
compromete a vasodilatacdo dependente do endotélio em artérias mesentéricas de ratos, efeito
este associado ao aumento do estresse oxidativo pela atividade da NADPH oxidase (Nox)

(Vallejo et al., 2014a).

1.6. Inflamassoma NLRP3 e o diabetes

Alguns anos apds as primeiras publicacdes sobre o inflamassoma, Yin et al. (2009)
demonstraram que este receptor também € expresso em tecidos do sistema cardiovascular como
coragdo, sangue e vasos, fornecendo motivos para que se investigasse a sua importancia sobre

tal sistema (Yin et al., 2009).

Com a descoberta de mecanismos associados entdo ao sistema cardiovascular, o
inflamassoma NLRP3 passou a ser também relacionado a diversas doencas cardiovasculares
como a hipertensao (Dalekos et al., 1997; Yu et al., 2015; Qi et al., 2016), a aterosclerose
(Hansson e Hermansson, 2011; Li et al., 2014; Lu e Kakkar, 2014), o infarto do miocardio
(Chen e Nunez, 2010; Mezzaroma et al., 2011), o remodelamento cardiaco (Toldo et al., 2013;

Li et al., 2015) e o diabetes, o qual iremos discutir com maior detalhes neste trabalho.

Em relacdo ao diabetes, Pontillo et al. (2010) demonstraram que pacientes DM1
apresentam associacao especifica com o polimorfismo do gene NLRP3 rs10754558, sugerindo
que esta alteracao pode predispor o individuo a desenvolver desordens autoimunes (Pontillo e?

al., 2010).

Lee et al. (2013) observaram que macréfagos de pacientes DM2 apresentam aumento na
expressdo génica de componentes do inflamassoma como NLRP3, ASC, 1B e IL-18. Além
disso, os macréfagos de pacientes DM2, quando estimulados com diferentes ativadores,
apresentam maior clivagem de IL-1f e IL-18 em relacdo a macréfagos de individuos saudaveis,

demonstrando sua ativacdo em células mieldides (Lee et al., 2013).

Kaizer et al. (2007) também observaram aumento na expressao génica de IL-1B em
células mononucleares do sangue periférico, tanto em pacientes DM2, quanto em DM1 (Kaizer

etal.,2007).

Além de células do sistema imune, o inflamassoma parece estar presente em outros

sistemas. Zheng et al. (2013-2014) observaram superexpressao génica do NLRP3 e de caspase-
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1 em aortas de pacientes com DM?2 e aterosclerose (Zheng et al., 2013; Zheng et al., 2014). Luo
et al. (2014) encontraram aumento na expressao génica e proteica de NLRP3, ASC, caspase-1
e IL-1B no miocardio de camundongos com DM2. Estes dados confirmam a presenca do

inflamassoma NLRP3 no sistema cardiovascular (Luo et al., 2014).

Mediadores da ativacdo do inflamassoma NLRP3 também encontram-se aumentados no
diabetes. Ururahy et al. (2012) observaram aumento na expressdao de TLR-2 em leucdécitos de
pacientes DM1 (Ururahy et al., 2012). Guzik et al. (2002) demonstraram aumento de EROs em
artérias mamadrias e veias safenas de pacientes diabéticos (Guzik et al., 2002). Rosca et al.
(2005) encontraram aumento de EROs mitocondrial em mitocondrias renais isoladas de ratos

diabéticos (Rosca et al., 2005).

A relacdo do inflamassoma NLRP3 com o desenvolvimento e a progressdao do diabetes
também tem sido investigada. Hu et al. (2015) demonstraram que a ativa¢ao do inflammasoma
NLRP3 € importante para a expressao de receptores de quimiocinas CCR5 e CXCR3 em células
T influenciando a migragdo patogénica destas celulas para as ilhotas pancredticas, bem como a
expressdo de CCLS5 e CXCL10 nas ilhotas pancredticas, permitindo a infiltragdo patogé€nica

destas células em modelo animal de DM1 (Hu et al., 2015).

Carlos et al. (2017) observaram que camundongos nocautes para NLRP3, caspase-1 e
ASC apresentam menor incidéncia de diabetes, menos insulite, menor hiperglicemia, niveis
normalizados de insulina e, ainda, menor ativacdo da resposta inflamatéria nos linfonodos
pancredticos, constatada pela menor produgdo de células T CD4 e CD8, quando comparados a

camundongos controle (wild-type) (Carlos et al., 2017).

Dentre todos estes fatores € mecanimos envolvendo ativagao do inflamassoma NLRP3 e

diabetes, um tem sido alvo do nosso interesse, 0 DNA mitocondrial.

Nakahira et al. (2011) demonstraram que o DNA mitocondrial liberado no citosol de
macréfagos murinos derivados da medula 6ssea aumenta a secrecdo de IL-1B e IL-18 em
resposta ao estimulo com lipopolissacarideo (LPS) e adenosina trifosfato (ATP) (Nakahira et
al.,2011). Shimada et al. (2012) observaram que a estimulagdo com ATP, levando a disfun¢do
mitocondrial e apoptose também em macréfagos murinos, induz liberacio de DNA
mitocondrial oxidado, e que sua ligacdo com NLRP3 aumenta a producdo de IL-1B (Shimada

etal.,2012).
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Alguns estudos mais recentes tem demonstrado que pacientes diabéticos exibem aumento
nos niveis circulantes de DNA mitocondrial (Liu, J. ef al., 2015; Malik et al., 2015). Contudo,
a relacdo entre DNA mitocondrial circulante, inflamassoma NLRP3 e disfuncdo endotelial

ainda néo foi estabelecida.



2. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE



2. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE | 38

2. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

A resposta inflamatéria configura-se como fator determinante no desenvolvimento do
DMI1. Embora a inflamacdo seja peca chave no desenvolvimento do DM, até o presente
momento raros estudos, experimentais ou em humanos, avaliaram o envolvimento de receptores
NLRP3 na regulacdo da resposta imune e sua implicacdo na disfuncido endotelial no DM1.
Considerando a alta incidéncia do DM, sobretudo das suas complicacdes, torna-se importante
a busca do entendimento dos mecanismos imunoldgicos e fisiopatolégicos relacionados a esta
doenca. Devido a relevancia destes fatos, este estudo testard a hipdtese de que a deficiéncia
genética do receptor NLRP3 confere resisténcia a ativagdo de processo inflamatério na
vasculatura de animais com DM, induzido quimicamente por estreptozotocina (STZ) e, ainda,
que o DNA mitocondrial contribui para a ativagao vascular do inflamassoma NLRP3 e para

disfun¢ao endotelial.

Figura 3 Representacdo esquemadtica da hipdtese do trabalho
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3. OBJETIVO GERAL

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi investigar o papel funcional dos receptores

NLRP3 e do DNA mitocondrial, e vias de sinaliza¢do relacionadas, no desenvolvimento da

disfun¢ao endotelial associada ao DM1.

g)

3.1. Objetivos Especificos

Confirmar que camundongos diabéticos apresentam disfunc¢do endotelial e aumento da
ativacdo do inflamassoma na vasculatura.

Determinar se existe aumento do DNA mitocondrial local e circulante

Determinar se DNA mitocondrial promove ativac¢io vascular do inflamassoma NLRP3.
Avaliar se o DNA mitocondrial induz disfuncao endotelial.

Investigar possiveis mecanismos de ativa¢ao do inflamassoma via DNA mitocondrial.
Determinar se animais nocautes para NLRP3 sdo protegidos da disfuncdo endotelial
induzida pelo diabetes e se ha reducdo de marcadores de resposta inflamatdria na
vasculatura.

Investigar quais sdo os mecanismos envolvidos na protecdo sobre a disfuncdo endotelial

em animais nocautes para NLRP3.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Pacientes

As amostras de soro de 18 pacientes com diabetes tipo 1 com idade média de + 33,3 anos
e 20 individuos controles com idade média de + 28,9 anos foram cedidas pela Profa. Dra. Dora
Fix Ventura e pela Dra. Valéria Duarte Garcia. As amostras foram coletadas por profissional
especializado proveniente do Servico de Laboratério Clinico do Hospital Universitario da USP
(SLC-HU-USP). Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de ética em pesquisa

do Instituto de Psicologia da Universidade de Sdo Paulo, (Protocolo niimero 644.869).
4.2, Animais

Foram utilizados camundongos C57Bl/6 machos, selvagens (wild-type — WT) e
deficientes para o receptor NLRP3 (NLRP37), entre 8 a 10 semanas de idade, pesando entre 20
a 25 gramas. Os animais foram subdivididos da seguinte forma: grupo I, animais controles WT
(wild type, controle); grupo II, camundongos WT tratados com estreptozotocina para inducao
do diabetes (DM1), grupo III, camundongos NLRP3” e grupo IV, camundongos NLRP3"
tratados com estreptozotocina para inducio do diabetes (NLRP3”"DM1). Todos os protocolos
experimentais foram aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da

Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (Protocolo n® 026/2015).
4.3. Induciao de DM1 por STZ

Os animais receberam cinco inje¢des didrias, por via intraperitoneal (i.p.), de STZ na
concentracao final de 40 mg/Kg de massa corporal do animal em solug¢ao de citrato de s6dio 25
mM, pH= 4,0. A glicemia foi avaliada semanalmente, a partir da primeira dose de STZ. Para

tanto, uma gota de sangue foi retirada da base da cauda de cada animal.

O delineamento experimental com os animais WT (controles e DM1) e NLRP3”

(NLRP3” e NLRP3"DMI1) estd ilustrado no diagrama a seguir:
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Figura 4 Periodo de tratamento para indugdo do DM1 e dos protocolos experimentais com soro e

tecidos de camundongos WT e deficientes de NLRP3.
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4.4. Dosagem de insulina

A quantificac@o de insulina no soro foi realizada pelo método imunoenziméatico ELISA
utilizando o Kit Insulin Mouse ELISA Kit (Thermo Fisher Scientific®, Waltham, Massachusetts,
EUA). Resumidamente, 100 ul de amostras de soro (diluicao 2x) foram pipetados em placa de
96 pocos (fornecida pelo kit) e entdo incubados por 2 horas e 30 minutos a temperatura
ambiente. Apds a incubacdo, a placa foi lavada quatro vezes com solucdo de lavagem fornecida
pelo kit e, em seguida, foram adicionados 100 ul de anticorpo biotinilado por 1 hora. Apés este
periodo, foram realizadas mais quatro lavagens e 100 ul do conjugado estreptavidina-
peroxidase (diluido 400x) foram adicionados por poco, permanecendo por 45 minutos em
temperatura ambiente. Mais quatro lavagens foram realizadas e, entdo, foram adicionados 100
pl do substrato tetrametilbenzidina (TMB) por 30 minutos. Por fim, foram adicionados 50 pl
de “STOP solution” e realizada a leitura nos comprimentos de 450-550 nm utilizando o
equipamento FlexStation® e o software SoftMax® Pro (Molecular Devices, Sunnyvale,

Califérnia, EUA).

4.5. Deteccao dos niveis de 8-OHdG

A quantificacdo dos niveis de 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-OHdG) no DNA do soro
e do pancreas foi realizada pelo método imunoenzimatico ELISA utilizando o kit HT 8-oxo-dG
ELISA Kit II (Trevigen®, Gaithersburg, Maryland, EUA). Resumidamente, 25 ul de amostras
de soro (dilui¢ao 1:10), de DNA extraido do pancreas (500 pg/ml), da curva padréo (3,13 a 200

nM) e da solu¢do monoclonal de 8-OHdG foram pipetados em placa de 96 pocos (fornecida
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pelo kit) e entdo incubados por 1 hora a 25 °C. Apds a incubacdo, a placa foi lavada quatro
vezes com salina tamponada com fosfato contendo Tween 20 (PBST) e, em seguida, foram
adicionados 50 ul de anticorpo goat anti-mouse IgG-HRP por 1 hora a 25 °C. Apds este periodo,
foram realizadas mais quatro lavagens com PBST e 50 ul do reagente TACS-Sapphire™ foram
adicionados por poco, permanecendo por 15 minutos a 25 °C. Por fim, foram adicionados 50 pl
de 4cido cloridrico (0.2 M) e realizada a leitura no comprimento de 450 nm, utilizando o
equipamento FlexStation® e o software SoftMax® Pro (Molecular Devices, Sunnyvale,

Califérnia, EUA).

4.6. Avaliacao da func¢ao vascular

4.6.1. Preparacdo de Artéria Mesentérica Isolada

Para estudar a reatividade de artérias mesentéricas de resisténcia foi utilizado o método
descrito por Mulvany & Halpern (1977). Os animais foram sacrificados em camara de diéxido
de carbono (CO»). O leito mesentérico foi removido, segmentos de artérias mesentéricas de
segundo ramo, medindo aproximadamente 2 mm de comprimento, foram isolados e montados
em midgrafo para pequenos vasos modelo 620M (Danish Myo Tech A/S®, Aarhus,
Dinamarca). Dois fios de tungsténio (25 pm de didmetro) foram introduzidos no limem dos
segmentos de artérias mesentéricas. Um dos fios foi acoplado a um transdutor de tensdo e o
outro, a um micrdmetro que permite o estiramento da artéria. O midgrafo foi conectado a um
sistema de aquisicdo de dados modelo Powerlab 8-30/P (Danish Myo Tech A/S®, Aarhus,

Dinamarca) e este, a um computador.

Uma vez montadas, as artérias foram mantidas em solucdo Krebs Henseleit [(em mM):
NaCl 130; KC14,7; KH2PO4 1,18; MgSO4 1,17; NaHCO3 14,9; Glicose 5,5; EDTA 0,03; CaClz
1,6], a uma temperatura constante de 37 °C e gaseificada com mistura carbogénica (95% O e
5% CO»), pH 7,4. As preparacdes de artéria mesentérica foram normalizadas até atingirem uma
tensdo de 13,3 kPa e permaneceram em repouso durante 30 minutos para estabilizacdo. Em
seguida, as artérias foram estimuladas com solu¢do de Krebs contendo alta concentracdo de
cloreto de potassio (KCl, 120 mM) para avaliar a capacidade contritil dos segmentos. Apds o
retorno das artérias a sua tensdo basal, determinou-se a presenca de endotélio funcional através
da capacidade da acetilcolina (10~ M) produzir relaxamento em artérias previamente contraidas

com fenilefrina (10 a 3x10°% M).
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Para a remoc¢do do endotélio foi utilizado um fio de cabelo humano e realizada fric¢ao
mecanica na parede endotelial. Foram considerados segmentos com endotélio funcional aqueles
que apresentaram relaxamento maior que 80% em resposta a 10° M de acetilcolina. Apéds

lavagem e novo periodo de estabilizacdo, foram iniciadas as curvas concentragdo-resposta.
4.6.2. Protocolos experimentais

Para os experimentos de fungdo vascular, as curvas concentracdo-resposta foram
realizadas em presenca de veiculo ou inibidores especificos, de acordo com o delineamento

experimental ilustrado no diagrama a seguir:

Figura 5 Delineamento experimental dos protocolos de reatividade vascular.
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4.6.2.1. Avaliacdo da Resposta vasoconstritora a Fenilefrina (Fe)

Com o objetivo de avaliar a reatividade a estimulo vasoconstritor, curvas concentragao-
resposta cumulativas para Fe (10° a 3x10° M) foram realizadas em anéis de artérias

mesentéricas com endotélio.
4.6.2.2. Avaliacdo da Resposta vasodilatadora a Acetilcolina (ACh)

Com o objetivo de avaliar o relaxamento vascular endotélio-dependente, curvas
concentragio-resposta cumulativas para ACh (107!° a 3x10> M) foram realizadas em anéis de

artérias mesentéricas com endotélio, pré-contraidas com Fe (10 a 3x10% M).
4.6.2.3. Avaliacdo da Resposta vasodilatadora ao Nitroprussiato de Sodio (NPS)

Com o objetivo de avaliar o relaxamento vascular independente do endotélio, curvas
concentracdo-resposta cumulativas para NPS (10!! a 10°® M) foram realizadas em anéis de

artérias mesentéricas sem endotélio, pré-contraidas com Fe (10 a 3x10°% M).
4.6.2.4. Avaliacdo da Resposta vasodilatadora a insulina

Com o objetivo de avaliar o relaxamento induzido pela insulina, curvas concentragao-
resposta cumulativas para insulina (0,1 a 3.000 U/ml) foram realizadas em anéis de artérias

mesentéricas com endotélio, pré-contraidas com Fe (10% a 3x10°° M).
4.6.2.5. Contribuicdo do NO para a resposta vasodilatadora a insulina

Com o objetivo de avaliar a participagdo do NO no relaxamento induzido pela insulina,
curvas concentracao-resposta cumulativas para insulina (0,1 a 3.000 U/ml) foram realizadas em
anéis de artérias mesentéricas com endotélio, pré-contraidas com Fe (10 a 3x10°® M) apés a

incubagdo com veiculo ou inibidor da oxido nitrico sintase, L-NAME (10* M) por 30 minutos.
4.6.2.6. Contribuicdo do NLRP3 para a reducdo da resposta vasodilatadora a ACh

Com o objetivo de avaliar a contribuicio do NLRP3 para a reducdo do relaxamento
induzido pela ACh, curvas concentracdo-resposta cumulativa para ACh (10'° a 3x10 M)

foram realizadas em anéis de artérias mesentéricas com endotélio, pré-contraidas com Fe (10°°
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a 3x10°% M) ap6s a incubacio com veiculo ou inibidor seletivo do NLRP3, o MCC950 (10 M)

por 1 hora.

4.6.2.7. Contribuicdo do anion superoxido (0O2) para a redugcdo da resposta

vasodilatadora a ACh

Com o objetivo de avaliar a contribui¢do do Oy para a reducao do relaxamento induzido
pela ACh, curvas concentracdo-resposta cumulativas para ACh (10° a 3x10° M) foram
realizadas em anéis de artérias mesentéricas com endotélio, pré-contraidas com Fe (10%a3x10

M) apés a incubacio com veiculo ou Tiron (10 M), varredor de superéxido, por 30 minutos.

4.6.2.8. Contribuicdo do Peroxido de Hidrogénio (H202) para a redugdo da resposta

vasodilatadora a ACh

Com o objetivo de avaliar a contribui¢do do H20: para a reducio do relaxamento induzido
pela ACh, curvas concentracdo-resposta cumulativas para ACh (10'° a 3x10° M) foram
realizadas em anéis de artérias mesentéricas com endotélio, pré-contraidas com Fe (10°a3x10°
® M) apés a incubaciio com veiculo ou Peg-catalase (200 U/ml), mimético da catalase, por 30

minutos.

Nos experimentos onde houve incubacdo com DNAm, as curvas concentragado-resposta
para ACh foram realizadas em presenga de veiculo ou inibidores especificos, de acordo com o

delineamento experimental ilustrado no diagrama a seguir:
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Figura 6 Delineamento experimental dos protocolos de reatividade vascular com DNA mitocondrial.
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4.6.2.9. Efeito do DNA mitocondrial sobre a resposta vasodilatadora a ACh

Com o objetivo de avaliar o efeito do DNA mitocondrial sobre o relaxamento induzido
pela ACh, curvas concentracdo-resposta cumulativas para ACh (107!° a 3x10> M) foram obtidas
em anéis de artérias mesentéricas com endotélio, pré-contraidas com Fe (10" a 3x10® M) apés
a incubagao com veiculo ou DNA mitocondrial pancredtico de animais controle (DNAmc) e de
animais DM1 (DNAmd) na concentragdao de 1 ug/ml, adicionado 2 horas antes da realizacdo

das curvas concentragdo-resposta.

4.6.2.10.Contribuicdo do O2 para a reducdo da resposta vasodilatadora a ACh induzida

pelo DNA mitocondrial

Com o objetivo de avaliar a contribui¢do do Oz para a reducdo da vasodilatacdo a ACh
induzida pelo DNA mitocondrial, curvas concentracdo-resposta cumulativas para ACh (10710 a

3x107 M) foram obtidas em anéis de artérias mesentéricas com endotélio, pré-contraidas com
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Fe (10 a 3x10% M) apés a incubagio com veiculo ou Tiron (10* M) por 30 minutos, seguida

da incubagdo com veiculo ou DNAmd por 2 horas.

4.6.2.11.Contribuicdo de EROs mitocondriais para a reducdo da resposta

vasodilatadora a ACh induzida pelo DNA mitocondrial

Com o objetivo de avaliar a contribui¢io das EROs mitocondriais para a reducdo da
vasodilatacio a ACh induzida pelo DNA mitocondrial, curvas concentragdo-resposta
cumulativas para ACh (1071° a 3x10° M) foram realizadas em anéis de artérias mesentéricas
com endotélio, pré-contraidas com Fe (10 a 3x10° M) apé6s a incubagio com veiculo ou CCCP
(10° M), desacoplador da cadeia respiratéria mitocondrial por 30 minutos, seguida da

incubacdo com veiculo ou DNAmd por 2 horas.

4.6.2.12.Contribuicdo do NLRP3 para a reducdo da resposta vasodilatadora a ACh
induzida pelo DNA mitocondrial

Com o objetivo de avaliar a contribui¢do do NLRP3 para a redu¢do da vasodilatacio a
ACh induzida pelo DNA mitocondrial, curvas concentragdo-resposta cumulativas para ACh
(109 a 3x10° M) foram realizadas em anéis de artérias mesentéricas com endotélio, pré-
contraidas com Fe (10 a 3x10°® M) ap6s a incubagiio com veiculo ou MCC950 (10°° M) por 1

horas, seguida da incubac¢do com veiculo ou DNAm por 2 horas.
4.7. Cultura de células de musculo liso vascular (CMLYV)

Camundongos C57Bl/6 machos foram submetidos a eutandsia em camara de COa.
CMLVs foram isoladas a partir de artérias do leito mesentérico. As artérias foram limpas de
tecido adiposo e conjuntivo e as CMLV foram dissociadas por digestdo com solugdo
enzimatica, consistindo de [(mg/ml), colagenase 2, elastase 0,12, inibidor de tripsina 0,36 e
albumina de soro bovino tipo I 2] em meio de cultura F-12 de Ham. As células foram incubadas
durante 45 minutos a 37 °C e depois filtradas através de malha de nylon com poro de 100 uM.
A suspensdo de células foi centrifugada a 2.000 g e ressuspensa em meio de Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA), suplementado com soro
fetal bovino (SFB) a 10% e antibidticos (penicilina e gentamicina), pH 7,4. As células foram
colocadas em placas de cultivo celular (100x20 mm), incubadas em estufa de CO> (5%), a 37°C

até atingirem 80% de confluéncia. As células foram repicadas em novas passagens até serem
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utilizadas nos protocolos experimentais (P2 a P8). As células foram privadas de SFB 24 horas

antes dos experimentos.

Nos experimentos onde as CMLV foram incubadas com DNAm, para avaliar a ativacio
do inflamassoma NLRP3 e os mecanismos envolvidos, os protocolos foram realizados em
presenca de veiculo ou inibidores seletivos, conforme delineamento experimental ilustrado no

diagrama a seguir:

Figura 7 Delineamento experimental dos protocolos de estimulacdo de CMLV com DNAm.
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4.8. Cultura da células endoteliais EAhy926 (ATCC® CRL-2922 ™)

As células endoteliais foram cultivadas em DMEM (Sigma-Aldrich®, St. Louis,
Missouri, EUA), suplementado com SFB a 10% e antibidticos (penicilina e gentamicina), pH

7,4. As células foram repicadas em novas passagens até serem utilizadas nos protocolos
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experimentais. As células foram privadas de SFB 1 hora antes dos experimentos. Os estimulos

foram realizados em placas de 6 pocos.

Nos experimentos onde as células endoteliais foram incubadas com DNAm, para avaliar
a ativacdo do inflamassoma NLRP3 e os mecanismos envolvidos, os protocolos foram
realizados em presenca de veiculo ou inibidores seletivos, conforme delineamento experimental

ilustrado no diagrama a seguir:

Figura 8 Delineamento experimental dos protocolos de estimulacio de células endoteliais com DNAm.
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Para a realizacdo dos protocolos, tanto em CMLV quanto em células endoteliais, os
estimulos foram previamente padronizados através da incubacdo com DNAm em diferentes
tempos e concentracdes, sendo utilizados o tempo e a concentracdo onde foram observadas as

respostas mais relevantes para cada protocolo experimental.

4.9. Quantificacio de DNA mitocondrial

O DNA foi extraido e purificado segundo instru¢des do kit QIAamp DNA Blood Mini
(Qiagen®, Hilden, Alemanha). O DNA isolado do soro e do pancreas dos camundongos foi
amplificado e quantificado usando RT-PCR (reverse transcription polimerase chain reaction).

Os resultados foram apresentados pela razao 1/CT.
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Tabela 1 Primers utilizados

Alvo Espécie Jusante (Forward) Montante (Reverse)
, murino 5'-ACCTCAAAGCAACGAAGCCT- 3° 5°- GGTTGGCCTCCAATTCAGGT-3’
Citocromo B
(CitB) humano 5"-ATGACCCACCAATCACATGC-3"  5°-ATGCCCCAATACGCAAAAT- 3’
. murino 5"-GACTTGCAACCCTACACGGAT-3" 5°- CCGGTTAGACCACCAACTGT-3’
Citocromo C
(Cit©) humano 5~ ATGACCCACCAATCACATGC- 3" 5~ ATCACATGGCTAGGCCGGAG- 3’
S“b‘ﬁg‘ﬁﬁe da murino 5" ATTCCACCCCCTCACGACTA-3"  5- TGTCGTTTTGGGTGAGAGCA- 3’
d?1$fgr£se humano 5" — ATACCCATGGCCAACCTCCT-3"  5° - GGGCCTTTGCGTAGTTGTAT- 3’
4.10. Isolamento de DNA mitocondrial no pancreas

Pancreas de camundongos controles e diabéticos foram submetidos a protocolos para
isolamento das mitocondrias. Um pool de 5 a 7 pancreas foi congelado, pulverizado e
homogeneizado em 5 ml de tampao de extracdo [(em mM): HEPES 10, sacarose 250 e EGTA
1, pH 7,2), centrifugado a 600 g durante 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para um tubo
Falcon e centrifugado a 2.000 g durante 10 minutos. O pellet contendo as mitocondrias isoladas
foi centrifugado duas vezes (2x) com tampao de extracdo. O pellet final foi ressuspendido em
500 ul de tampao de lise [(em mM): TRIS (tris hidroximetil aminometano) 10, EDTA (4cido
etileno diamino tetra-acético) 20, SDS (dodecil sulfato de s6dio) 0,5%, pH 8,0) e 500 ul de uma
mistura de fenol-cloroférmio-dlcool isoamilico (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA) e
centrifugado a 10.000 g durante 5 minutos a 18°C. A fase aquosa foi transferida para um tubo
Eppendorf (2 ml) com volume igual da mistura de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico seguido
de centrifugacdo a 10.000 g a 18°C durante 5 minutos. A nova fase aquosa foi transferida para
outro tubo Eppendorf (2 ml) com o volume igual de isopropanol e 20 ul de NaCl (5§ mM). O
Eppendorf foi incubado por 15 minutos a -80°C e centrifugado a 10.000 g a 18°C durante 5
minutos. O isopropanol foi aspirado e 500 ul de etanol foram adicionados; O Eppendorf foi
centrifugado a 10.000 g a 18°C durante 5 minutos. O etanol foi aspirado e o pellet foi
ressuspendido em 200 pul de dgua dicarbonato de dietila (DEPC). A quantificacdo foi realizada
por espectrofotometria (260 nm) no aparelho Epoch™ Microplate (BioTek Instruments®,

Winooski, Vermont, EUA).
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4.11. Western Blot

O leito mesentérico, livre de tecido adiposo, congelado em nitrogénio liquido e
pulverizado, ou o extrato celular — no caso das CMLV em cultura, foi homogeneizado em
tampao de lise gelado [(em mM): TRIS 100 (pH 7,4), pirofosfato de soédio 100, fluoreto de
sédio 100, EDTA 10, ortovanadato de sédio 10, fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) 2],
Triton-X-100 1% e aprotinina 0,01 mg/ml. O extrato foi colocado em tubos Eppendorf em um
homogeneizador de tubos a 4°C por 2 horas. Os extratos teciduais foram centrifugados a 13.000
rpm a 4°C por 20 minutos. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi coletado e o conteido
proteico total foi quantificado, utilizando o método de Bradford (BioRad®, Hercules,

Califérnia, EUA) (Bradford, 1976).

Ap06s a determinagdo da concentracao de proteinas pelo método de Bradford, as proteinas
(35-60 pg) foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e
transferidas para membranas de nitrocelulose. Para comprovar a eficiéncia da transferéncia, as
membranas foram coradas com vermelho de Ponceau 2%. Os sitios inespecificos de ligagdo do
anticorpo primdrio a membrana foram bloqueados pela incubacao da membrana com solucdo
de albumina de soro bovino (BSA, Bovine Serum Albumin) a 5% ou de acordo com as
especificacdes do fabricante. A visualiza¢do das bandas foi obtida apds reacdo com reagente
Luminata™ Forte Western HRP Substrate (Millipore®, Burlington, Massachusetts, EUA) e a
captura da imagem realizada em fotodocumentador ImageQuant 350 (GE Healthcare®, Piscata

Way, NJ, EUA). As imagens foram quantificadas pelo programa Image J®.
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Tabela 2 Anticorpos utilizados

Anticorpo Diluicao Marca/nimero no catalogo
Anti-NALP3 1-500 333055171
Caspase-1 1-500 NOVui‘]tBF%zé%gicals
Interleucina 1 beta (IL-1p) 1-500 Santa Cfusi EEOSIZChHOIOgy
NADPH oxidase 1 (Nox1) 1-1000 a/sl;ggr;l
NADPH oxidase 4 (Nox4) 1-2000 3121635621218.
Catalase 1-2000 Cellssgflll:hng
Superéxido Dismutase (SOD-1) 1-3000 a?ylljgzglg
Bax 1-1000 Ce11#821 7g';1;11ng
Bcl-2 1-1000 Santa Cr:cz_ gggtée(;:hnology
Canais de 4nion dependentes de 1-1000 Cell Signaling
voltagem (VDAC) #4866 .
Citocromo C (Cit C) 1-1000 Cell#ségélglfng
Beta-actina (-Actin) 1-3000 C'ell#siggg;llllng
ANTI-GAPDH 1-20000 Slgncl}a9?41§lrmh

4.11.1. Dosagem de proteinas pelo método de Bradford

Para determinacdo da concentracdo proteica nas amostras, seguimos o protocolo de

Bradford. A cada experimento foi construida uma curva padrdo com solu¢do de albumina nas

concentracoes de 0,03125; 0,0625; 0,125; 0,25; 0,50; 1,0 e 2,0 mg/ml. Para tanto, a cada 250

ul do reagente de Bradford, foram adicionados 10 ul de cada amostra ou ponto da curva-padrao.

Quando necessdrio, a amostra foi diluida 1:5, 1:10 e 1:100. O branco foi determinado pela

leitura de 10 ul de dgua diluida em 250 ul do reagente de Bradford. A absorbancia foi lida a

595 nm e, para determinacd@o proteica, subtraiu-se o valor da absorbancia do branco de cada

amostra e o resultado foi aplicado a equacgao de reta da curva padrao. O resultado foi expresso

em pg proteina/pl.
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4.12. RT-PCR

A expressdo génica (RNAm) foi determinada por reacdo da transcriptase reversa, seguida
de reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR, Reverse transcription- Polymerase chain

reaction) em artérias mesentéricas dos grupos WT e NLRP3”" tratados com veiculo ou STZ.

As artérias mesentéricas dos grupos foram rapidamente isoladas e congeladas em
nitrogénio liquido. Os tecidos congelados foram homogeneizados e colocados em tubos
contendo 1 ml de Trizol (isotiocianato de guanidina em solu¢do de fenol) (Invitrogen®

Carlsbad, Califérnia, EUA).

Apods a incubacdo do tecido homogeneizado por 5 minutos em temperatura ambiente,
foram adicionados 200 pl de cloroférmio para cada 1 ml de Trizol. Os tubos foram agitados
vigorosamente durante 15 segundos e incubados por 2 a 3 minutos em temperatura ambiente.
As amostras foram centrifugadas (13.000 g, 15 minutos, 4°C) e a fase aquosa (superior) foi
transferida para outro tubo, onde foram acrescentados 600 pl de isopropanol. A solucao foi
homogeneizada por inversdo dos tubos e incubadas a -20°C por 20 minutos. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas (13.000 g, 15 minutos, 4°C) e o sobrenadante foi desprezado. Um
500 ul de etanol absoluto foi adicionado ao pellet. As amostras foram agitadas em vortex e
centrifugadas a 13.000 g, por 5 minutos a 4°C. O etanol foi removido e o pellet foi

ressuspendido em 10 pl de 4gua contendo 0,1% de DEPC.

A quantificacdo foi realizada por espectrofotometria (260 nm) em aparelho Epoch™
Microplate (BioTek Instruments®, Winooski, Vermont, EUA). O critério de pureza utilizado
foi a razdo entre os comprimentos de onda de 260/280 nm (4cido nucléico/proteina) de
aproximadamente 1,8. A concentracdo foi obtida em ng/ul e foram utilizados para leitura 2 pl

de amostra.

A reacdo de transcri¢do reversa é o processo pelo qual o 4cido ribonucleico (RNA) é
usado como um molde para sintetizar dcido desoxirribonucleico complementar (cDNA). Para a
eliminagdo do DNA contaminante proveniente da extracdo do RNA, foi utilizado o kit DNase
I Amplification Grade (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA) utilizando 1 pl de tampao
de reagdo (10X), 1 ul da enzima DNAse I, 6 pl de dgua DEPC e 1 pl de RNA (1 pg) por 15
minutos. A reacdo foi encerrada com 1 ul de STOP solution e entdo as amostras foram

incubadas a 65°C por 10 minutos.
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ApOs este processo, a sintese do cDNA foi realizada utilizando o Kit Multiscrib RT®
(Life Technologies®, Carlsbad, Califérnia, EUA). A reacdo foi preparada com 2 pl de tampao
(10x), 2 pl de solugdo de sondas (primers) randomicas (10x), 0,8 pl de solucdo de
desoxirribonucleotideos trifosfatados (ANTPs) (25x), 1 ul de solu¢do de enzima Multiscrib RT
(50 U/ul) e 4,2 pl de dgua DEPC, totalizando o volume final de 20 pl.

As amostras foram incubadas a 25°C por 10 minutos, a 37°C por 120 minutos e a 85°C
por 5 minutos. O cDNA obtido foi armazenado a -80°C até a realizacao da reacdo de RT-PCR.
A expressao dos genes foi quantificada pelo sistema TagMan™ (Life Technologies®, Carlsbad,

Califérnia, EUA).

As amostras foram incubadas a 50°C por 2 minutos, em seguida a 95°C por 10 minutos,
seguidos de 40 ciclos com temperaturas de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto, no
aparelho Applied Biosystems® 7500/7500 Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems®, Foster City, Califérnia, EUA). A reagdo RT-PCR foi realizada em um volume
final de 20 pl contendo oligonucleotideos especificos, que foram construidos a partir de

informagoes retiradas do GENEBANK.

Foram analisados os seguintes genes: ICAM-1 (Icam1) [Mm00516023_m1] e VCAM-1
(Vcaml) [MmO01320970_m1l]. Como controle interno, utilizamos a Glicerol-3-fosfato

desidrogenase (GAPDH) [Mm99999915_g1], [c6digo de ensaio Tagman - Life Technologies].

Foi fixado um valor de limiar (threshold) para cada gene. O threshold € um nivel de sinal
do corante sinalizador normalizado utilizado para determinacdo do Ct (ciclo threshold) em
ensaios de tempo real. E o nivel arbitrdrio de fluorescéncia estabelecido acima da linha basal e
dentro da regido de crescimento exponencial. O Ct € a quantidade de ciclos que cada amostra
precisa para cruzar a linha threshold. Os valores de Ct sdo logaritmicos e sdo usados para as

andlises quantitativas.
4.13. Lucigenina

A geracdo de anion superoxido no leito mesentérico e nas CMLV e endoteliais foi
avaliada por ensaio de quimioluminescéncia, utilizando a lucigenina como aceptor de elétrons
e NAD(P)H como substrato. O leito mesentérico de animais controle (Controle e NLRP37) e

diabéticos (DM1 e NLRP3”"DM1) foi colocado em tubos de vidro contendo 950 ul de solucio
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HANK’S [(em mM): NaCl 120, CaCl: 1,6, KCI 5, MgCl, 6 H20 1, NaH>PO4 0,5, Glicose 10,
HEPES 10) e 5 ul de lucigenina (5 uM) para leitura basal da luminescéncia. Ap6s a leitura
basal, 50 ul de NADPH (100 uM) foram adicionados ao tubo para leitura da geracdo de
superdxido. Foi utilizado o lumindmetro Line TL Tube Luminometer (Titertek-Berthold®,
Pforzheim, Alemanha). A geracdo de anion superdxido foi expressa em unidades relativas de

luminescéncia (URL) (NADPH - basal) pelo peso seco do tecido [URL/peso seco (g)].

Os ensaios com células foram realizados em placa de 6 pocos. Ao final dos estimulos, as
c€lulas foram desaderidas mecanicamente com 100 pl de Tampao de lise [(em mM): KH2PO4
20, EGTA 1] e coquetel inibidor de protease [aprotinina 1pg/ml, leupeptina 1 pg/ml, pepstatina
1 ug/ml, PMSF 1 mM] e transferidas para tubos Eppendorf. Em uma placa de 96 pocos (branca)
foram pipetados 50 ul de amostra, 173,75 ul de tampao fosfato [(em mM): KH,PO4 50, EGTA
1, Sacarose 150) e 1,25 pl de lucigenina. Foi realizada a leitura da luminescéncia basal (3
minutos) e, em seguida, foram adicionados 25 pul de NADPH (1 mM) por po¢o € uma nova
leitura (15 minutos) foi realizada utilizando luminémetro Orion II Microplate Luminometer
(Titertek-Berthold®, Pforzheim, Alemanha). A geracdo de anion superdxido foi expressa em

URL (NADPH - basal) por pg de proteina (URL/ug prot).
4.14. Amplex Red

O leito mesentérico de animais controle (Controle e NLRP3™) e diabéticos (DMI1 e
NLRP3” DMI1) foi rapidamente congelado em nitrogénio liquido. Posteriormente, foi
pulverizado em solucdo de Krebs gelada e centrifugado a 2.000 rpm por 1 minuto. A produgdo
de peroxido de hidrogénio foi avaliada em aliquotas de 50 pul do sobrenadante, usando kit para
dosagem de peréxido de hidrogénio, Amplex™ Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay Kit
(Invitrogen®, Carlsbad, Califérnia, EUA). A fluorescéncia emitida foi medida nos
comprimentos de 530-590 nm utilizando o equipamento FlexStation® e o software SoftMax®
Pro (Molecular Devices, Sunnyvale, Califérnia, EUA). Curva padrio para perdxido de
hidrogénio foi construida com o padrdo do fabricante, em temperatura ambiente e utilizada para
determinar a concentragdo de peréxido de hidrogénio das amostras. O resultado foi expresso
como a média das concentracdes absolutas detectadas nas amostras (umol/l). A quantificacao

foi corrigida pela concentragdo de proteinas totais.
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4.15. DHE

A geracao de anion superoxido foi determinada pela deteccao de produtos da oxidagao
fluorescente pelo brometo de dihidroetidio (DHE). Apds os estimulos, as CMLV foram
incubadas com DHE (5 uM; Polysciences) diluido em tampdo fosfato com 4cido
dietilenotriaminopentacético (DTPA [100 puM]), em uma camara protegida da luz e
umidificada, a 37°C por 30 minutos. A fluorescéncia foi detectada no comprimento de onda de
emissao de 490-515 nm, em microscépio (Olympus, BX50) com uma lente objetiva de 20x
acoplada a uma camera digital. As imagens fluorescentes foram analisadas medindo a
densidade 6ptica média da fluorescéncia em um sistema de computador (software Image J®) e

normalizadas pela drea.
4.16. Influxo de Calcio

O ensaio do influxo de Ca* foi realizado utilizando o kit FLIPR Calcium 5 Assay Kit
(Molecular Devices®, San José, Califérnia, EUA). As CMLV e endoteliais foram cultivadas
em placas de 96 pocos de fundo transparente (Corning Inc.®, Corning, EUA) a densidade de
50.000 células por poco em DMEM com 10% de SFB e incubadas overnight a 37°C e 5% de
COs.

No dia seguinte, os estimulos foram realizados em DMEM sem vermelho de fenol. Em
seguida, as células foram incubadas a 37°C e 5% de COx por 1 hora com 100 pl de solu¢do Dye
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA). As alteracdes transitérias na concentracio de Ca’*
induzidas por adenosina trifosfato (ATP) (10> M) foram medidas pela fluorescéncia detectada
no comprimento de onda de emissao de 515-575 nm utilizando o equipamento FlexStation® e
o software SoftMax® Pro (Molecular Devices, Sunnyvale, Califérnia, EUA). As respostas
induzidas por ATP foram determinadas imediatamente apds a sua adi¢do e medidas como pico
da intensidade fluorescente menos a intensidade fluorescente basal e a area sob a curva (AUC)

foi calculada.
4.17. Drogas e sais utilizados

Cloridrato de fenilefrina, cloreto de acetilcolina, nitroprussiato de sédio, L-NAME (Nw-
Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride), lipopolisacarideo (LPS), nigericina, lucigenina

(N,N'-Dimethyl-9,9'-biacridinium dinitrate), peg-catalase (Catalase—polyethylene glycol),
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inibidor de protease, ortovanadato de sodio, Tween, BSA, Triton, EDTA e PMSF foram obtidos
da Sigma-Aldrich® (St. Louis, Missouri, EUA). O MCC950 foi adquirido da Avistron® (Bude,
Cornwall, Reino Unido). Tiron foi obtido da Santa Cruz Biotechnology® (San Juan, Califérnia,
EUA). ODN2088 foi adquirido da Invitrogen® (Carlsbad, Califérnia, EUA). CCCP (Carbonyl
cyanide 3-chlorophenylhydrazone) foi adquirido da Tocris Bioscience® (Bristol, Reino Unido).
Todos os reagentes utilizados no RT-PCR foram obtidos da Invitrogen® (Carlsbad, California,
EUA). Os primers murinos foram adquiridos da Invitrogen®, e os primers de humanos, da
Sigma-Aldrich®. DTT foi adquirido da Millipore® (Burlington, Massachusetts, EUA). TRIS,
glicerol, mercaptoetanol e SDS foram obtidos da Synth® (Sao Paulo, SP, Brasil). Todos os
outros sais utilizados foram obtidos da Merck® (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Para a cultura
celular, DMEM foi adquirido da Sigma®, soro fetal bovino (SFB), antibidticos
(Penicilina/Estreptomicina) e fungicida (Fungizona) foram adquiridos da Gibco Thermo Fisher

Scientific® (Waltham, Massachusetts, EUA).
4.18. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média (E.P.M.). As respostas
contrateis em artéria mesentérica isolada estdo representadas como a for¢a desenvolvida (mN)
a partir do tonus basal. As respostas de relaxamento estdo expressas como a porcentagem de
relaxamento em relacdo aos niveis de pré-contracdo induzidos pela fenilefrina. Curvas
concentracdo-efeito foram submetidas a andlise de regressao nao-linear usando-se o programa
GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software®, La Jolla, Califérnia, EUA). A poténcia dos
agonistas e a resposta maxima estao expressas como pD; (logaritmo negativo da concentragao
molar que produz 50% da resposta maxima [-log ECso]) e Rméx (efeito maximo produzido pelo

agonista), respectivamente.

A expressdo génica foi analisada pelo método de 222!, Calculou-se a média do Ct e
desvio padrdo das duplicatas. Os valores de 222¢' de cada amostra foram normalizados pela

expressao de GAPDH e apresentadas relativamente ao controle.

Andlises estatisticas foram realizadas pela andlise de variancia de duas vias (ANOVA-
TWO WAY) seguido do teste de multiplas comparacdes Tukey para o caso de comparacao de
mais de duas médias ou pelo teste “t” de Student no caso de comparagcdo de duas médias. O

nivel de significancia minima aceitdvel foi P<0,05.
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S. RESULTADOS

Primeiramente caracterizamos os grupos experimentais avaliando a massa corporal, a

glicemia e os niveis de insulina para confirmar que o tratamento com STZ foi efetivo.

5.1. Avaliacao da massa corporal, glicemia e insulina

Nao houve diferenca nos valores de massa corporal entre os grupos experimentais ao
final do tratamento com STZ (figura 9A). Os valores de glicemia foram significativamente
maiores em animais tratados com STZ em comparacdo aos animais controle [(mg/dL), DMI1 =
316,0 £ 21,5 vs. controle = 158,0 + 6,5; P<0,05] (figura 9B). Os niveis de insulina, como
esperado, foram menores nos animais diabéticos [(ulU/ml), DM1 = 20,4 £ 1,5 vs. controle =

30,3 + 1,6; P<0,05] (figura 9C).

—~
Z
~
&

30+ 500 -
— *
c) —
< ] 4
= 28- %400 ..
S
3 o £ 300- —&
(-
5 264 o O © °®
g =00 E g 200
a - o o)
é 24 °® 5 100-
22- 0-
controle DM1 controle DM1
©
40-
304 o *
g € o %o
S5 201
23
- )
104
0-
con{role DI\I/I1

Figura 9 (A) Massa corporal (g), (B) glicemia (mg/dL) e (C) insulina (ulU/ml) de camundongos
C57B1/6 tratados com veiculo (controle) ou estreptozotocina (DM1) por 15 dias. Cada barra representa
a média = E.P.M. *, P<0,05 vs. controle, N=5-7.
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A partir da confirmagdo da inducdo do diabetes, avaliamos a funcdo vascular dos animais
determinando as respostas de contracdo e relaxamento dependente e ndo-dependente do

endotélio.
5.2. Avaliacao das respostas vasoconstritora e vasodilatadora no diabetes

O diabetes nao alterou a resposta vasoconstritora a FE (figura 10A), ou a resposta
vasodilatadora induzida por NPS, que promove relaxamento independente do endotélio (figura
10C). Entretanto, animais diabéticos apresentaram reducdo da sensibilidade e da resposta
méxima vasodilatadora a ACh, agonista que promove relaxamento dependente do endotélio
[pD2, DM1=6,2 £ 0,2 vs. controle = 6,7 £ 0,1; Rmax, DM1 = 47,2 + 4,9 vs. controle = 90,1 +
3,2; P<0,05] (figura 10B).
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Figura 10 Curvas concentragdo-resposta para (A) fenilefrina (FE), (B) acetilcolina (ACh) e (C)
nitroprussiato de sddio (NPS) em artérias mesentéricas isoladas de camundongos C57Bl/6 tratados com
veiculo (controle) ou estreptozotocina (DM1). Cada ponto representa a média + E.P.M. *, P<0,05 vs.
controle, N=8-10.
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Tabela 3 Resposta Maxima e sensibilidade a FE, ACh e NPS em artérias mesentéricas isoladas de
camundongos C57B1/6 tratados com veiculo (controle) ou estreptozotocina (DM1).

Controle DM1
Rmax pD: Rmax pD:
FE 128,2+2,6 6,6 £0,1 136,2+5,5 6,7+0,1
ACh 90,1 £3,2 6,7 +0,1 472 +£4,9% 6,2 +0,2%
NPS 104,7+43 6,1 +£0,3 104,6 £2,9 6,1 £0,2
3 (10)

Os valores de Rmédx (Resposta maxima) representam a média + E.P.M.
pD2— logaritmo negativo da ECso (concentragdo que promove 50% da Rmax)
O nidmero de animais utilizados em cada grupo encontra-se entre parénteses.

* P<0,05 vs. controle

Avaliamos também os efeitos do diabetes sobre a resposta de relaxamento induzida pela

insulina, tanto sobre o componente dependente, como sobre o componente independente de

NO, pela incubagdo com L-NAME, inibidor da 6xido nitrico sintase.
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5.3. Avaliacao da resposta vasodilatadora a insulina no diabetes

O diabetes reduziu a vasodilatacao promovida pela insulina [Rmax, DM1 = 30,3 £ 3,3 vs.
controle = 66,8 + 4,2; P<0,05] (figura 11A). O relaxamento induzido pela insulina de maneira
independente do NO, em presenca de L-NAME 10 M, foi semelhante entre os grupos (figura
11B).
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Figura 11 Curvas concentracdo-resposta para insulina em artérias mesentéricas isoladas de
camundongos C57Bl1/6 tratados com veiculo (controle) ou estreptozotocina (DM1), (A) antes e (B) apds
incubag¢do com L-NAME (10* M). Cada ponto representa a média + E.P.M. *, P<0,05 vs. controle, N=5-

6.

Tabela 4 Resposta Maxima e sensibilidade a insulina em artérias mesentéricas isoladas de camundongos
C57Bl/6 tratados com veiculo (controle) ou estreptozotocina (DM1), antes e apds incubagdo com L-
NAME.

Controle+ DM1+
Controle DM1 L-NAME L-NAME
Rmax pD: Rmax pD: Rmax pD: Rmax pD:
insulina 66,8+42 7,6+0,1 30,3+3,3* 9,1+£0,3* 457+42 9,1+£0,2 40,8+50 9,5%0,3

5 (6) &) o)

Os valores de Rmédx (Resposta maxima) representam a média + E.P.M.

pD2— logaritmo negativo da ECso (concentragdo que promove 50% da Rméx)
O ntimero de animais utilizados em cada grupo encontra-se entre parénteses.
* P<0,05 vs. controle

Ap6s avaliacdo dos danos funcionais causados pelo diabetes na vasculatura, avaliamos se o

diabetes promove ativacado vascular do inflamassoma NLRP3.
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5.4. Avaliacao da ativacao vascular do inflamassoma NLRP3 no diabetes

A expressdo vascular de NLRP3 [Unidades arbitrarias (U.A.), DM1 = 3,7 £ 0,3 vs.
controle = 0,9 + 0,1; P<0,05] (figura 12A), assim como a ativacdo de caspase-1 [U.A., DMI =
3,6 £ 0,5 vs. controle = 1,0 £+ 0,3; P<0,05] (figura 12B) e de IL-1B [U.A., DM1 =5,5 £ 2,2 vs.
controle = 1,4 £0,2; P< 0,05] (figura 12C) foi maior em camundongos diabéticos relativamente

ao observado no grupo controle.

A =
@) NLRP3 113 KDa
GAPDH EI 35 KDa
54
° *
I QO 4 )
o
o ———
<o 3 °
2 3
R o 21
x >
- =
28 14 Oers
o
0-
controle DM1

®) (©)
pré caspase-1 45 KDa proIL-1B ‘S B 31KDa
caspase-1 s | 20 KDa IL-1B h 17 KDa

- ; * *
S .8 15-
F . ) °
a O «© °
o, —T S E
- c
?8 S = g 104 —
~2 | Po) (8]
o g ° = O
o ©
-~ o -~ L
2 2] o S5 5 T
» “-“l [ [ ]
o — QO = o
o0 (O 1 ) L4
n = o = laYaYe)
S 0- 0 ov
T 1 T T
controle DM1 controle DM1

Figura 12 Expressdo de (A) NLRP3 e formas pro6 e clivada de (B) caspase-1 e (C) IL-1pB. Na parte
superior, imagens representativas de western blot e, na parte inferior, andlise densitométrica
correspondente a razdo da expressdo de NLRP3/GAPDH, caspase-1/pré-caspase-1 e IL-1p/pré-1L-1p.
As proteinas foram isoladas do leito arterial mesentérico de camundongos C57Bl/6 tratados com veiculo
(controle) ou estreptozotocina (DM1). Cada barra representa a média + E.P.M. *, P<0,05 vs. controle,
N=3-5.
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Com a confirmacdo da ativacdo do inflamassoma NLRP3 na vasculatura de animais
diabéticos, primeiramente avaliamos se animais deficientes para NLRP3 apresentam alteracdes
na massa corporal, glicemia e niveis de insulina em condi¢des basais e em resposta ao
tratamento com STZ. Em seguida, avaliamos se esta plataforma inflamatéria contribui para o

processo de disfuncio endotelial observado em artérias de animais diabéticos.

5.5. Avaliacao dos efeitos da deficiéncia do receptor NLRP3 sobre a massa corporal,

glicemia e niveis de insulina

A deficiéncia do receptor NLRP3 nio alterou a massa corporal (figura 13A), glicemia
(figura 13B) ou niveis de insulina (figura 13C) tanto em animais tratados com veiculo como em

animais tratados com STZ.
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Figura 13 (A) Massa corporal (g), (B) glicemia (mg/dL) e (C) niveis de insulina (ulU/ml) em
camundongos C57B1/6 e NLRP3”- tratados com veiculo (controle e NLRP3”") ou estreptozotocina (DM1
e NLRP3”" DM1). Cada barra representa a média + E.P.M. *, P<0,05 vs. controle, N=5-8

Na etapa seguinte, avaliamos se esta plataforma inflamatéria participa do processo de

disfun¢ao endotelial observado em artérias de animais diabéticos.
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5.6. Avaliacao da participacao do inflamassoma na disfuncio endotelial associada ao
diabetes

A deficiéncia do receptor NLRP3 preveniu a reducio da resposta vasodilatadora a ACh
no diabetes [pD2, NLRP3”" DM1 = 6,6 + 0,1 vs. DM1=6,2 + 0,2; Rméx, NLRP3”- DM1 = 80,8
+ 3,3 vs. DM1 =47,2 +4,9; P<0,05] (figura 14A). A incubacdo das artérias mesentéricas com
o inibidor seletivo do NLRP3, MCC950 (10"® M) reverteu parcialmente a reducio da resposta
de relaxamento a ACh em artérias de animais diabéticos [pD2, DM1+MCC950 =6,9 £ 0,2 vs.
Controle+MCC950 = 6,7 £ 0,1; Rmax, DM1+MCC950 = 62,5 + 3,8 vs. Controle+MCC950 =
85,6 + 6,7; P<0,05] (figura 14B).
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Figura 14 Curvas concentracio-resposta para acetilcolina (ACh) em (A) artérias mesentéricas isoladas
de camundongos C57B1/6 e NLRP3" tratados com veiculo (controle e NLRP3™) ou estreptozotocina
(DM1 e NLRP3” DM1) e em (B) artérias mesentéricas isoladas de camundongos C57B1/6 tratados com
veiculo (controle) ou estreptozotocina (DM1) antes e apds a incubagdo com MCC950 (10 M). Cada
ponto representa a média + E.P.M. *, P<0,05 vs. controle, *, P<0,05 vs. controle+MCC950, N=8-10.

Tabela 5 Resposta Médxima e sensibilidade a ACh em artérias mesentéricas isoladas de camundongos
C57BI1/6 e NLRP3” tratados com veiculo (controle e NLRP3") ou estreptozotocina (DM1 e NLRP3™"
DMI1) e em artérias mesentéricas isoladas de camundongos C57Bl/6, antes e apds a incubacdo com
MCC950.

NLRP3" Controle+ DM1+
-
Controle DM1 NLRP3 DM1 MCC950  MCC950

Rmax pD: Rmax pD: Rmax pD; Rmax pD: Rmax pD: Rmax pD;
ACh 90,1+ 6,7+ 472+ 62+ 837+ 63+ 808+ 6,6+ 856+ 67+ 625+ 69+
3,2 0,1 49* 0,2% 5,9 0,2 3,3 0,1 3,7 0,1 3,8# 0,2
(8) (10) (7) (6) 4) (5)

Os valores de Rmax (Resposta méxima) representam a média + E.P.M.

pD2— logaritmo negativo da ECso (concentragdo que promove 50% da Rmax)
O ntimero de animais utilizados em cada grupo encontra-se entre parénteses.
* P<0,05 vs. controle, #, P<0,05 vs. controle+MCC950
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Questionamos entdo se, além de prevenir a disfuncdo endotelial - avaliada pelo

relaxamento a ACh -, a deficiéncia para o NLRP3 alteraria a resposta de relaxamento a insulina.

5.7. Avaliacao da participacio do NLRP3 na reducido da resposta vasodilatadora a

insulina no diabetes

A deficiéncia do receptor NLRP3 aumentou a sensibilidade ao relaxamento para insulina
em artérias de animais tratados com veiculo [pD», NLRP3”=9,1 +£0,2 vs. controle = 7,6 £ 0,1;
P<0,05] e, ainda, preveniu a reducao da vasodilatag¢do a insulina induzida pelo diabetes [Rmax,
NLRP3” DM1=68,6 + 5,7 vs. DM1 = 30,3 + 3,3; P<0,05] (figura 15A). A incubagdo com L-
NAME reduziu a vasodilata¢do induzida pela insulina e aboliu as diferencas de relaxamento

entre os grupos (figura 15B).
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Figura 15 Curvas concentragdo-resposta para insulina em artérias mesentéricas isoladas de
camundongos C57B1/6 e NLRP3”- tratados com veiculo (controle e NLRP37") ou estreptozotocina (DM1
e NLRP3” DM1), (A) antes e (B) ap6s a incubagio com L-NAME (10* M). Cada ponto representa a
média + E.P.M. *, P<0,05 vs. controle, N=5-6.
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Tabela 6 Resposta Maxima e sensibilidade a insulina em artérias mesentéricas isoladas de camundongos

C57BI1/6 ¢ NLRP3™ tratados com veiculo (controle e NLRP37) ou estreptozotocina (DM1 e NLRP3™
DM]1) antes e apds a incubagido com L-NAME.

Controle DM1 NLRP3" NLRP3* DM1

Rmax pD: Rmax pD: Rmax pD: Rmax pD:
insulina 66,8 +42 7,6+0,1 30,3+3,3* 9,1 +0,3* 46,1 £+3,9% 9,1 £0,2*

68,6+57 7,8+0,1

®) (6) ®) ®)
Controle+ DM1+ NLRP3"+ NLRP3"DM1+
L-NAME L-NAME L-NAME L-NAME

Rmax pD: Rmax pD:2 Rmax pD:2 Rmax pD:2

457435 9,102 40826 9,6+03 420+48 85+03 435+48 88+03
5) (6) ® 3

Os valores de Rmax (Resposta méxima) representam a média + E.P.M.
pD2— logaritmo negativo da ECso (concentragdo que promove 50% da Rmax)

O nidmero de animais utilizados em cada grupo encontra-se entre parénteses.
* P<0,05 vs. controle

insulina

Como a deficiéncia do NLRP3 preveniu a disfun¢do endotelial induzida pelo diabetes,
avaliamos se a ativacdo deste receptor também estaria envolvida na ativacdo da resposta

inflamatéria na vasculatura medida pela produgdo de caspase-1 e IL-1p.
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5.8. Avaliacao da participacao do NLRP3 na ativacio vascular de caspase-1 e IL-1p

A ativacdo de caspase-1 [U.A, NLRP3” DM1 =2,0 + 0,5 vs. DM1 = 3,6 + 0,3; P<0,05]
(figura 16A) e IL-1p [U.A, NLRP3” DMI1 = 1,0 + 1,3 vs. DM1 = 5,5 +2,2; P<0,05] observada
em artérias de camundongos C57B1/6 tratados com STZ (figura 16B) foi prevenida em artérias

de animais diabéticos deficientes para NLRP3.
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Figura 16 Expressao vascular de (A) caspase-1 e (B) IL-1P nas suas formas pré e clivada. Na parte
superior, imagens representativas de western blot e, na parte inferior, andlise densitométrica
correspondente a razdo da expressao de caspase-1/pro-caspase-1 e IL-1B/pro-IL-1B. As proteinas foram
isoladas do leito arterial mesentérico de camundongos C57Bl/6 ¢ NLRP3” tratados com veiculo
(controle € NLRP3”) ou estreptozotocina (DM1 e NLRP3”- DM1). Cada barra representa a média +
E.P.M. *, P<0,05 vs. controle, N=4-5.

Estes resultados nos levaram entao a buscar quais seriam os mecanismos envolvidos na
prevencgao da disfuncdo endotelial e da inflamacdo vascular observada nos animais deficientes

para NLRP3.

Um dos mecanismos envolvidos na ativacdo do inflamassoma NLRP3, e que estd
exacerbado no diabetes, € o aumento de EROs ou estresse oxidativo. Entdo, no préximo passo,

avaliamos a geracdo de EROs no leito mesentérico de animais controle e diabéticos.
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5.9. Avaliacao da geracao de anion superoxido (O2’) e peréxido de hidrogénio (H2032)
no diabetes

O diabetes promoveu aumento significativo na geracao de anion superdxido [U.A., DM1
=2,1+£0,4 vs. controle = 1,0 £ 0,1; P<0,05] (figura 17A) e de H>O; [U.A., DM1 =2,0 £ 0,4 vs.

controle = 1,0 + 0,1; P<0,05] (figura 17B) no leito mesentérico de animais C57Bl1/6.
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Figura 17 Geracdo de (A) anion superdxido (Oy) e (B) peréxido de hidrogénio (H>O») no leito
mesentérico de camundongos C57B1/6 tratados com veiculo (controle) ou estreptozotocina (DM1). Cada
barra representa a média + E.P.M. *, P<0,05 vs. controle, N=4-5.

Como observamos aumento na geracdo de EROs no leito mesentérico dos animais

diabéticos, investigamos o envolvimento do aumento de EROs na disfuncao endotelial.
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5.10. Avaliacao da participaciao de O2" e H202 na disfuncio endotelial associada

ao diabetes

O prejuizo da resposta de relaxamento dependente do endotélio em artérias de animais
diabéticos foi revertido apds incuba¢do com varredor de anion superéxido, Tiron [pD,
DM1+Tiron = 6,6 + 0,1 vs. controle+Tiron = 6,8 + 0,1; Rmax, DM1+Tiron = 78,4 + 3,1 vs.
controle+Tiron = 70,6 + 1,5; P<0,05] (figura 18A) e pela incubacdo com mimético da catalase,
peg-catalase [pD>, DM 1+Peg-catalase = 6,4 £ 0,1 vs. controle+Peg-catalase =6,8 +0,2; Rmax,
DM 1+ Peg-catalase = 86,4 + 2,8 vs. controle+ Peg-catalase = 78,0 + 4,4; P<0,05] (figura 18B).
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Figura 18 Curvas concentragdo-resposta para acetilcolina (ACh) em artérias mesentéricas isoladas de
camundongos C57Bl/6 tratados com veiculo (controle) ou estreptozotocina (DM1), antes e apds
incubagio com (A) Tiron (10* M) e (B) peg-catalase (200 U/ml). Cada ponto representa a média +
E.P.M. * P<0,05 vs. controle, N=6-7.

Tabela 7 Resposta Maxima e sensibilidade a ACh em artérias mesentéricas isoladas de camundongos
C57Bl/6 tratados com veiculo (controle) ou estreptozotocina (DM1) antes e apds incubagdo com Tiron

ou Peg-catalase.

Controle+ DM1+ Controle+ DM1+
Tiron Tiron Peg-catalase Peg-catalase

Rmax pD: Rmax pD: Rmax pD; Rmax pD; Rmax pD: Rmax pD:
90,1+ 6,7+ 472+ 62+ 705+ 68%+ 784+ 66+ 780+ 68+ 864+ 64+
3,2 0,1 4,9* 0,2* 1,4 0,1 3,1 0,1 4,5 0,2 2,8 0,1

8) (10) ®) ®) ) ®)

Os valores de Rmédx (Resposta maxima) representam a média + E.P.M.

pD2— logaritmo negativo da ECso (concentragdo que promove 50% da Rmax)
O nidmero de animais utilizados em cada grupo encontra-se entre parénteses.
* P<0,05 vs. controle

Controle DM1

ACh

Como observamos que o aumento de EROs contribui para a disfun¢ao endotelial no

diabetes, investigamos a gera¢do de EROs na vasculatura de animais deficientes para NLRP3.
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5.11. Avaliacao da participaciao do NLRP3 na geracao de O2" e H202 no diabetes

A deficiéncia do NLRP3 preveniu a geracdo de O, [U.A., DM1 NLRP3” =0,1 £0,1 vs.
DM1 = 2,1 + 0,4; P<0,05] (figura 19A) e de H,0> [U.A., DM1 NLRP3" = 0,4 + 0,2 vs. DM1

=2,1 +0,4; P<0,05] (figura 19B) no leito mesentérico de animais diabéticos.
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Figura 19 Geracdo de (A) anion superdxido (Oy) e (B) peréxido de hidrogénio (H>O») no leito
mesentérico de camundongos C57Bl/6 e NLRP3” tratados com veiculo (controle € NLRP3™) ou
estreptozotocina (DM1 e NLRP37"DM1). Cada barra representa a média + E.P.M. *, P<0,05 vs. controle,
N=3-5.

Nos perguntamos entdo se animais deficientes de NLRP3 apresentariam alteragdes na
expressdo vascular de enzimas antioxidantes e pré-oxidantes, o que poderia influenciar a

geragcdo de EROs.
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5.12. Avaliacio da expressao vascular de NOX-1, NOX-4, SOD-1 e Catalase

O diabetes ndo alterou a expressao vascular de NOX-1 ou catalase (figuras 20A e 20D).
Entretanto, observamos aumento na expressao de SOD-1 [U.A., DM1 = 1,5 + 0,1 vs. controle
= 1,0 = 0,1; P<0,05] em camundongos diabéticos, o que foi prevenido em artérias de animais
NLRP3™ (figura 20C). Além disso, animais NLRP3” apresentaram reducio da expressio
vascular de NOX-4 em comparagio a artérias de animais C57B1/6 controles e diabéticos [U.A.,

NLRP3” =0,5+0,1 vs. controle = 1,0 + 0,1; P<0,05] (figura 20B).
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Figura 20 Expressao de (A) NOX-1, (B) NOX-4, (C) SOD-1 e (D) catalase. Na parte superior, imagens
representativas de western blot e, na parte inferior, andlise densitométrica correspondente a razdo da
expressdo de NOX-1, NOX-4, SOD-1 e catalase /GAPDH. As proteinas foram isoladas do leito arterial
mesentérico de camundongos C57B1/6 ¢ NLRP3” tratados com veiculo (controle ¢ NLRP3”) ou
estreptozotocina (DM1 e NLRP37"DM1). Cada barra representa a média + E.P.M. *, P<0,05 vs. controle,
N=3-5.
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Além da expressdo de enzimas anti- e pré-oxidantes, também avaliamos a expressao
génica de moléculas de ades@o envolvidas com a resposta inflamatdria vascular, como VCAM-

1 e ICAM-1.

5.13. Avaliacao da participacao do NLRP3 na expressao génica de VCAM-1 e
ICAM-1

O diabetes ndo alterou a expressdo génica de moléculas de adesio como VCAM-1 e
ICAM-1 em artérias de animais C57B1/6. Entretanto, a expressao de VCAM-1 e ICAM-1 foi
significativamente menor em artérias de animais deficientes de NLRP3 respectivamente [U.A.,
NLRP3” = 0,001 £ 0,1 vs. controle = 0,13 + 0,1; NLRP3” = 0,07 + 0,1 vs. controle = 0,3 +
0,1P<0,05] (figuras 21A e 21B).

(A)

E

0.25+

-
()}
1

1.0

> [ ;

0.5

(relativo ao controle)

OO4>__| OO

ICAM-1/ GAPDH 224CT

VCAM-1/ GAPDH 2-44CT
(relativo ao controle)

e o o o @©

o o - - N

A S S

*
* o
S T
J
0 Sh ]

e
o
L

L] L] L] L] L] L]
controle DM NLRP3” NLRP3" DM1 controle DM1 NLRP3" NLRP3" DM1

Figura 21 Expressao génica de (A) VCAM-1 e (B) ICAM-1 normalizadas pela expressao de GAPDH
no leito mesentérico de animais C57B1/6 e NLRP3” tratados com veiculo (controle e NLRP3™7) ou
estreptozotocina (DM1 e NLRP3”-DM1). Cada barra representa a média = E.P.M. *, P<0,05 vs. controle,
N=3-5.

A ativacdo do inflamassoma NLRP3 pode ser desencadeada por diversos mecanismos,
incluindo sua ativagdo por DAMPs. Como citado anteriormente, 0 DNA mitocondrial, um tipo
de DAMP, € capaz de induzir ativacdo do inflamassoma NLRP3. Resultados do laboratério da
Profa. Daniela Carlos demonstraram que o diabetes aumenta o DNA mitocondrial circulante
(Carlos et al., 2017). Dessa forma, no préximo passo avaliamos a liberacio do DNA
mitocondrial citosdlico no pancreas e no mesentério, ou seja, 0 DNA mitocondrial que poderia
ser extravasado do nicleo em uma situacdo de necrose e apoptose e, consequentemente, ser
liberado para circulagao, o que poderia explicar o aumento do DNA mitocondrial circulante no

diabetes.
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5.14. Avaliacio de DNA mitocondrial no citosol de células pancreaticas e
mesentéricas

Houve aumento na liberagao de DNA mitocondrial na fragc@o citosélica do pancreas de
animais diabéticos (figura 22A). Entretanto, ndo houve diferenca nos niveis de DNA

mitocondrial no citosol de células do leito mesentérico de animais diabéticos (figura 22B).
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Figura 22 Quantificacio dos genes do DNA mitocondrial, NADH desidrogenase (NADH), citocromo
B (Cit B) e citocromo C (Cit C) na (A) fragdo citosélica de células do pancreas e (B) fracdo citosdlica
do leito mesentérico de camundongos C57Bl1/6 tratados com veiculo (controle) ou estreptozotocina
(DM1). Determinacao realizada por RT-PCR. Cada barra representa a média = E.P.M. *P<0,05 vs.
controle, N=3-5.

Como encontramos aumento de DNAm circulante em animais diabéticos (Carlos et. al.
2017) e também maior liberagdo citosélica de DNA mitocondrial pancreético, investigamos se
o DNAm extraido do pancreas, tecido este que sofre necrose e apoptose durante o diabetes,

seria capaz de induzir a ativagao do inflamassoma NLRP3 em células de musculo liso vascular.
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5.15. Avaliacio da ativacdo do inflamassoma NLRP3 em células de misculo liso

vascular (CMLYV) por DNA mitocondrial

DNA mitocondrial pancredtico de animais diabéticos, mas ndo DNA mitocondrial
pancredtico de animais controle, aumentou significativamente a atividade de caspase-1 [U.A.,
DNAmd = 1,4 £0,1 vs. veiculo = 0,5 + 0,1; P<0,05] (figura 23A). A incuba¢do com DNAmc e

DNAmd nao induziu mudangas significativas na ativagdo de IL-1p (figura 23B).
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Figura 23 Expressdo de (A) caspase-1 e (B) IL-1p nas suas formas pré e clivada. Na parte superior,
imagens representativas de western blot e, na parte inferior, andlise densitométrica correspondente a
razdo da expressdo de caspase-1/pro-caspase-1 e IL-1B/pro-IL-1B. As proteinas foram isoladas de
CMLYV incubadas com lipopolissacarideo (LPS, 1 pg/ml) na presenca de veiculo e DNA mitocondrial
(1 pg/ml) de animais controles e diabéticos (DNAmc e DNAmd, respectivamente). Cada barra
representa a média + E.P.M. *, p<0,05 vs. veiculo, N=3-4.

Como encontramos aumento de caspase-1 em CMLV via ativacdo de DNA mitocondrial,
avaliamos se esta ativac@o estava ocorrendo via inflamassoma NLRP3, uma vez que outros
tipos de Nalp, como NLRPI, podem ativar a produgdo de caspase-1 e IL-1B. Desta forma,
cultivamos CMLV provenientes do leito mesentérico de animais deficientes de NLRP3, as
quais foram primadas ou ndao com LPS por 24 horas e estimuladas com veiculo ou DNA

mitocondrial extraido do pancreas de animais controle e diabéticos por 1 hora.
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5.16. Avaliacao da participacdo do NLRP3 na ativacao de caspase-1 via DNAm
em CMLV

A incubagdo de CMLYV provenientes de animais deficientes para NLRP3 com o DNAm

de animais controle e diabéticos nao induziu ativagao significativa de caspase-1 (figura 24).
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Figura 24 Expressio de caspase-1 nas suas formas pré e clivada. Na parte superior, imagens
representativas de western blot e, na parte inferior, andlise densitométrica correspondente a razdo da
expressdo de caspase-1/pro-caspase-1. As proteinas foram isoladas de CMLV provenientes de
camundongos deficientes de NLRP3 incubadas com lipopolissacarideo (LPS, 1 ug/ml) na presencga de
veiculo e DNA mitocondrial (1 pg/ml) de animais controles e diabéticos (DNAmc e DNAmd,
respectivamente). Cada barra representa a média + E.P.M. *, p<0,05 vs. veiculo, N=2.

A auséncia de ativagdo de caspase-1 em CMLYV provenientes de animais deficientes de
NLRP3 corroborou com nossa hipétese que esta ativagdo ocorre via inflamassoma NLRP3.
Desta forma, avaliamos qual mecanismo levaria a ativagdo do inflamassoma NLRP3.
Considerando que DNAm promove ativacdo de TLR-9, este foi o alvo de nosso préximo

protocolo.
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5.17. Avaliacao da participacdo do TLR-9 na ativacdo de caspase-1 via DNAm
em CMLV

A incubacdo prévia com antagonista do TLR-9, ODN 2088, nio inibiu a ativacdo de

caspase-1 produzida por DNAm de animais diabéticos em CMLV (figura 25).
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Figura 25 Expressdo de caspase-1 nas suas formas pré e clivada. Na parte superior, imagens
representativas de western blot e, na parte inferior, andlise densitométrica correspondente a razdo da
expressdo de caspase-1/pré-caspase-1. As proteinas foram isoladas de CMLV incubadas com DNA
mitocondrial (1 pg/ml) de animais controles e diabéticos (DNAmc e DNAmd, respectivamente) na
presenca de veiculo e ODN 2088 (10 pg/ml). Cada barra representa a média + E.P.M. *, p<0,05 vs.
veiculo, N=3-6.

Como a ativagdo de caspase-1 nao foi prevenida pela presenca do antagonista de TLR-9,
investigamos outro mecanismo associado a ativacdo do inflamassoma NLRP3, a geracdo de

ERO:s.
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5.18. Avaliacao da geracao de EROs via DNAm em CMLV

Apenas a incubacdo de CMLV com o DNAmd aumentou a geragdo de EROs, avaliada
pela luminescéncia para a lucigenina [Unidades Relativas de Luminescéncia (URL)/ug prot.,
DNAmd = 2184 + 573 vs. veiculo = 822 + 77,8; P<0,05] figura (26A), ou pela fluorescéncia
para DHE [U.A., DNAmd = 25,1 £ 1,8 vs. veiculo = 15,0 + 1,8; P<0,05]. Este aumento foi
revertido pela incuba¢do com Tiron [U.A., DNAmd+Tiron = 13,5 £ 1,2 vs. DNAmd = 25,1 +
1,8; P<0,05] e, ainda, pela incubagdo com CCCP, desacoplador da cadeia respiratéria
mitocondrial [U.A., DNAmd+CCCP= 16,3 + 0,1 vs. DNAmd = 25,1 + 1,8; P<0,05] (figura
26B).
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Figura 26 Geragao de anion superdxido. (A) Luminescéncia para lucigenina e (B), na parte superior,
imagens representativas de fluorescéncia derivada de Dihidroetidio (DHE; 5 uM) e, na parte inferior,
gréfico de barras. As CMLV foram incubadas com DNA mitocondrial (1 pg/ml) de animais controles e
diabéticos (DNAmc e DNAmd, respectivamente) na presenga de veiculo, Tiron (10 M) e CCCP (10°¢
M). Cada barra representa a média + E.P.M. *, P<0,05 vs. veiculo, * P<0,05 vs. DNAmd, N=3-7.

Um dos mecanismos associados ao aumento da geracdo de EROs, ou estresse oxidativo,
é o aumento dos niveis intracelulares de calcio. Dessa forma, também avaliamos se 0o DNAm

poderia aumentar os niveis intracelulares de calcio em CMLV.
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5.19. Avaliacio do efeito do DNA mitocondrial sobre o influxo de Ca*>* em CMLV

A incubacdo com DNAmd, mas ndo com DNAmc, aumentou o influxo de cdlcio em
CMLYV estimuladas com ATP (10> M) [Unidades Relativas de Fluorescéncia (URF), DNAmd
=498 + 36,4 vs. veiculo = 339,7 £ 22,5; P<0,05] (figura 27).

800+
-+ veiculo
600 -O- DNAmc
’ -~ DNAmd
T
X 4004
D
200+
0-
0 20 40 60 80 100
Tempo (seg)

Figura 27 Fluorescéncia para o influxo de Ca** em CMLV incubadas com veiculo, DNA mitocondrial
(1 pg/ml) de animais controles e diabéticos (DNAmc e DNAmd, respectivamente) e estimuladas com
ATP (10 M). Cada ponto representa a média + E.P.M. *, P<0,05 vs. veiculo, N=6-7.

Este conjunto de resultados sugere que o DNAmd ativa o inflamassoma NLRP3 em
CMLV pelo influxo de célcio e pela geracio de EROs. Questionamos entdo a possivel
consequéncia desta ativacdo para a musculatura lisa.

Como citado em nossa introdu¢do, uma das func¢des induzidas pela ativagdo da caspase-
1 é a apoptose celular. Entdo, desta forma, decidimos avaliar a expressdo de proteinas

envolvidas no processo de apoptose na vasculatura dos nossos animais.
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5.20. Avaliacao da expressiao de proteinas envolvidas na apoptose no diabetes

O diabetes promoveu aumento da expressdo proteica de BAX, proteina pré-apoptética
[U.A.,, DM1 = 2,1 £ 0,5 vs. controle = 1,0 + 0,2; P<0,05] (figura 28A) e de Cit C, um
componente da mitocondria [U.A., DM1 = 1,6 = 0,1 vs. controle = 0,9 + 0,1; P<0,05] (figura
28D) em artérias mesentéricas. O diabetes ndo alterou a expressdao de BCI-2 (figura 28B) ou
VDAC (figura 28C).
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Figura 28 Expressao vascular de (A) BAX, (B) BCI-2, (C) VDAC e (D) Cit C. Na parte superior,
imagens representativas de western blot e, na parte inferior, andlise densitométrica correspondente a
razdo da expressdo de BAX, BCI-2, VDAC e Cit C /Beta-actina. As proteinas foram isoladas do leito
arterial mesentérico de camundongos C57B1/6 tratados com veiculo (controle) ou estreptozotocina
(DM1). Cada barra representa a média + E.P.M. *, P<0,05 vs. controle, N=3-4.

Como o foco do nosso trabalho € investigar mecanismos relacionados a disfungao
endotelial, avaliamos se os efeitos induzidos pelo DNAm em células de musculo liso vascular
também sao observados em células endoteliais. Para tal, utilizamos como ferramenta uma

linhagem imortalizada de células endoteliais, células Eahy926.
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5.21. Avaliacdo da ativacdo do inflamassoma NLRP3 pelo DNAm em células

endoteliais

A incubagdo de células endoteliais com DNAm de animais controle e diabéticos nao
promoveu ativacdo de caspase-1 ou de IL-1B. Entretanto, quando as células foram pre-
incubadas com LPS por 24 horas (previamente a incubagdo com DNA mitocondrial), apenas o
DNAmd induziu ativagdo significativa de caspase-1 [U.A., LPS+DNAmd = 1,5 + 0,2 vs.
veiculo = 0,8 £ 0,1; P<0,05] (figura 29A) e IL-1B [U.A., LPS+DNAmd = 1,6 + 0,2 vs. veiculo
=1,0 £0,1; P<0,05] (figura 29B).
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Figura 29 Expressdo de (A) caspase-1 e (B) IL-1P nas suas formas pré e clivada. Na parte superior,
imagens representativas de western blot e, na parte inferior, andlise densitométrica correspondente a
razdo da expressdao de caspase-1/pré-caspase-1. As proteinas foram isoladas de células endoteliais
(Eahy926) incubadas com lipopolissacarideo (LPS, 1 pg/ml) na presenca de veiculo e DNA
mitocondrial (1 pg/ml) de animais controles e diabéticos (DNAmc e DNAmd, respectivamente). Cada
barra representa a média = E.P.M. *, p<0,05 vs. veiculo, N=3-4.

Assim como em CMLYV, também avaliamos a geracdo de EROs em células endoteliais

expostas a DNAm.
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5.22. Avaliacao da geracao de EROs via DNAm em células endoteliais

A incubacao de células endoteliais com DNAm, tanto de animais controle [URL/ug prot.,
DNAmc = 1676 £+ 176,9 vs. veiculo = 712,0 = 97,1; P<0,05], quanto de animais diabéticos
[URL/ug prot., DNAmMd = 2184 + 573 vs. veiculo = 712,0 £ 97,1; P<0,05] aumentou a geracao

de EROs, avaliada pela luminescéncia para lucigenina (figura 30).
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Figura 30 Luminescéncia para lucigenina em células endoteliais (Eahy926) incubadas com veiculo e
DNA mitocondrial (1 pg/ml) de animais controles e diabéticos (DNAmc e DNAmd, respectivamente).
Cada barra representa a média + E.P.M. *, P<0,05 vs. veiculo, N=3-4.

Também avaliamos se o influxo de calcio aumentaria em resposta a0 DNAm.
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5.23. Avaliacio do efeito do DNAm sobre o influxo de Ca?* em células endoteliais

Tanto o DNAmc [URF, DNAmc =223,3 + 14,7 vs. veiculo = 130,0 + 8,6; P<0,05] como
o DNAmd [URF, DNAmd = 315,0 + 19,0 vs. veiculo = 130,0 + 8,6; P<0,05] aumentaram o
influxo de Ca®* em células endoteliais. Entretanto, o efeito foi significativamente maior em
células expostas ao DNAmd [URF, DNAmd =315,0 £ 19,0 vs. DNAmc =223,3 + 14,7; P<0,05]
(figura 31).
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Figura 31 Fluorescéncia para o influxo de Ca’>* em células endoteliais (Eahy926) incubadas com veiculo
e DNA mitocondrial (1 pg/ml) de animais controles e diabéticos (DNAmc e DNAmd, respectivamente)
e estimuladas com ATP (10 M). Cada ponto representa a média + E.P.M. *, P<0,05 vs. Veiculo; *,
P<0,05 vs. DNAmd, N=7-10.

Como observamos que o DNAm produziu efeitos semelhantes em CMLV e células
endoteliais, decidimos testar se a incubac¢do de artérias mesentéricas com DNAm induz

disfunc¢ao endotelial.



5. RESULTADOS | 86

5.24. Avaliacao do efeito do DNA mitocondrial sobre a resposta de relaxamento

dependente do endotélio

A incubagdo com DNAmd, mas nao com DNAmc, reduziu a resposta de relaxamento
dependente do endotélio [Rméx, DNAmd = 57,3 + 3,7 vs. veiculo =90,5 + 3,4; P<0,05] (figura
32).
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Figura 32 Curvas concentragdo-resposta para acetilcolina (ACh) em artérias mesentéricas isoladas de
camundongos C57Bl/6 incubadas com veiculo e DNA mitocondrial (1 pg/ml) de animais controles e
diabéticos (DNAmc e DNAmd, respectivamente). Cada ponto representa a média + E.P.M. *, P<0,05
vs. veiculo, N=5.

Tabela 8 Resposta Maxima e sensibilidade a ACh em artérias mesentéricas isoladas de camundongos
C57B1/6 incubadas com veiculo e DNA mitocondrial (1 pg/ml) de animais controles e diabéticos
(DNAmc e DNAmd, respectivamente).

Veiculo DNAmc DNAmd
Rmax pD: Rmax pD: Rmax pD:
ACh 90,5+34 5,8+0,1 87,359 5,8+0,1 57,3+£0,1% 6,6 +0,1*
(5) (5) ®)
Os valores de Rmédx (Resposta maxima) representam a média + E.P.M.
pD2— logaritmo negativo da ECso (concentragio que promove 50% da Rméx)

O ntimero de animais utilizados em cada grupo encontra-se entre parénteses.
* P<0,05 vs. veiculo

Em nosso préximo passo avaliamos a participagdo das EROs na redu¢do da resposta de

relaxamento, visto que o DNAm aumenta a geracdo de EROs em CMLYV e células endoteliais.
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5.25. Avaliacao da participacao de EROs nos efeitos do DNAmd sobre a reducao

da resposta de relaxamento dependente do endotélio

Tanto a incubagdo com Tiron [Rmax, DNAmd+Tiron = 74,0 + 3,4 vs. Veiculo+Tiron =
70,1 £ 1,8; P<0,05] (figura 33A) quanto com CCCP [Rmédx, DNAmd+CCCP = 77,7 £ 3,3 vs.
Veiculo+CCCP = 66,8 + 5,7; P<0,05] (figura 33B) reverteram a reducio de relaxamento em

artérias mesentéricas induzida pelo DNAmd.
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Figura 33 Curvas concentragdo-resposta para acetilcolina (ACh) em artérias mesentéricas isoladas de
camundongos C57B1/6 incubadas com veiculo e DNA mitocondrial (1 pg/ml) de animais diabéticos
(DNAmd) antes e apds a incubago com (A) Tiron (10 M) e (B) CCCP (10 M). Cada ponto representa
a média = E.P.M. *, P<0,05 vs. veiculo, N=4-5.

Tabela 9 Resposta Maxima e sensibilidade a ACh em artérias mesentéricas isoladas de camundongos
C57Bl/6 incubadas com veiculo e DNA mitocondrial (1 pg/ml) de animais diabéticos (DNAmd) antes
e ap0s a incubagdo com veiculo ou Tiron e CCCP.

Veiculo+ DNAmd+ Veiculo+ DNAmd+
Tiron Tiron CCcCp CCCP

Rmax pD: Rmax pD:; Rmax pD; Rmax pD: Rmax pD: Rmax pD:

90,5+ 58+ 573+ 66+ 70,1+ 68+ 740+ 66+ 668+ 68+ 777+ 65=%
34 0,1 3,8% 0,2* 1,8 0,1 34 0,1 5,7 0,2 33 0,1

5) 5) ) 5) @) 5)
Os valores de Rmax (Resposta méxima) representam a média + E.P.M.
pD2— logaritmo negativo da ECso (concentragdo que promove 50% da Rmax)

O nidmero de animais utilizados em cada grupo encontra-se entre parénteses.
* P<0,05 vs. veiculo

Veiculo DNAmd

ACh

Nos perguntamos, ainda, se a incubacdo aguda com o inibidor do NLRP3, MCC950,

preveniria a redugdo na resposta de relaxamento induzida pelo DNAmd.
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5.26. Avaliacao da participacio do NLRP3 nos efeitos do DNAmd sobre a

reducio da resposta de relaxamento dependente do endotélio

MCC950 preveniu a redugdo do relaxamento em artérias mesentéricas induzida por
DNAmd [Rméx, DNAmd+MCC950 = 89,5 + 5,4 vs. Veiculo+MCC950 = 89,0 + 4,1; P<0,05]
(figura 34).
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Figura 34 Curvas concentra¢io-resposta para acetilcolina (ACh) em artérias mesentéricas isoladas de
camundongos C57B1/6 incubadas com veiculo e DNA mitocondrial (1 pg/ml) de animais diabéticos
(DNAmd) na presenga de veiculo e MCC950 (10° M). Cada ponto representa a média + E.P.M. *,
P<0,05 vs. veiculo, N=4-5.

Tabela 10 Resposta Médxima e sensibilidade a ACh em artérias mesentéricas isoladas de camundongos
C57B1/6 incubadas com veiculo e DNA mitocondrial (1 pg/ml) de animais diabéticos (DNAmd) antes
e ap0s a incubagdo com veiculo ou MCC950.

. Veiculo+ DNAmd+
Veiculo DNAmd MCC950 MCC950
Rmax pD: Rmax pD: Rmax pD: Rmax pD:
ACh 90,5+34 58%0,1 57,3+38* 6,6+0,2* 89,0x4,1 65+0,1 895+54 590,
5) 5) ) 5)

Os valores de Rmédx (Resposta maxima) representam a média + E.P.M.

pD2— logaritmo negativo da ECso (concentragdo que promove 50% da Rméx)
O ntimero de animais utilizados em cada grupo encontra-se entre parénteses.
* P<0,05 vs. veiculo

Depois de avaliar diferentes mecanismos celulares que contribuiriam para os efeitos

vasculares do DNAm, em nosso proximo protocolo avaliamos porque, na maior parte dos
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resultados, apenas o DNAm de animais diabéticos induz tais alteragdes. Considerando que o
DNAm oxidado promove ativagdo do inflamassoma NLRP3, como demonstrado por Shimada
et. al (2012), avaliamos a oxidagao do DNA isolado do soro e, ainda, do DNAm extraido do

pancreas, realizando medida dos niveis de 8-OHdG.

5.27. Avaliacio da oxidacdo do DNAm circulante e pancreatico

A oxidacdo do DNA, avaliada pelos niveis de 8-OHdG, tanto do DNA extraido do soro
quanto do DNAm extraido do pancreas, nao foi alterada pelo diabetes (figura 35A e 35B).
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Figura 35 Niveis de 8-OHdG no DNA circulante, extraido do soro, e no DNAm extraido do pancreas
de camundongos C57Bl/6 tratados com veiculo (controle) ou estreptozotocina (DM1). Cada ponto
representa a média + E.P.M. *, P<0,05 vs. veiculo, N=5-7.

Por fim, avaliamos se duas das respostas observadas em nosso trabalho, o aumento na
expressdo de componentes do inflamassoma NLRP3 e o aumento da liberacio de DNAm

circulante, poderiam ser observadas clinicamente, ou seja, em pacientes diabéticos do tipo 1.
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5.28. Avaliacdo da ativacdo do inflamassoma NLRP3 no soro de pacientes

diabéticos tipo 1

O diabetes aumentou a expressdo de NLRP3 [U.A., DM1 = 0,18 £ 0,1 vs. Nao-diabético
=0,13 £0,1; P<0,05] (figura 36A), bem como a ativacdo de caspase-1 [U.A., DM1 =2,0+£0,1
vs. Nao-diabético = 1,6 £ 0,1; P<0,05] (figura 36B) e de IL-1p [U.A., DM1 = 1,3 £ 0,1 vs. Nao-
diabético = 0,9 £ 0,1; P< 0,05] (figura 36C) no soro dos pacientes.
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Figura 36 Expressdo de (A) NLRP3, e formas pré e clivada de (B) caspase-1 (C) IL-1B. Na parte
superior, imagens representativas de western blot e, na parte inferior, andlise densitométrica
correspondente a razdo da expressdo de NLRP3/Ponceau, caspase-1/pré-caspase-1 e IL-1p/pro-1L-1p.
A membrana corada com Ponceau foi utilizada como normalizador. As proteinas foram isoladas do soro
de individuos ndo-diabéticos e diabéticos do tipo 1. Cada barra representa a média = E.P.M. *, P<0,05
vs. ndo-diabético, N=5-6.



5. RESULTADOS |91

5.29. Avaliacao do DNA mitocondrial circulante em pacientes diabéticos do tipo

O diabetes promoveu aumento na liberacdo do DNAm circulante em pacientes diabéticos

do tipo 1 (figura 37).
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Figura 37 Quantificacio dos genes do DNA mitocondrial, NADH desidrogenase (NADH), citocromo
B (Cit B) e citocromo C (Cit C) no soro de individuos nao-diabéticos e diabéticos do tipo 1.
Determinacdo realizada por RT-PCR. Cada barra representa a média + E.P.M. *, P<0,05 vs. ndo-
diabético, N=8-12.



6.DISCUSSAO



6. DISCUSSAO |93

6. DISCUSSAO

O inflamassoma NLRP3 tem sido associado ndo somente a ativacdo de células do sistema
imune e resposta inflamatdria, como também a ativagdo de células vasculares e altera¢des na

funcdo vascular.

No presente trabalho, nds observamos que animais deficientes de NLRP3 foram
protegidos da disfun¢do endotelial ocasionada pelo DM1. Outros estudos também demonstram

a relacdo entre o inflamassoma NLRP3 e a disfun¢do endotelial.

A ativacdo vascular de caspase-1 e IL-1p acompanhada de prejuizo na vasodilatagao
dependente do endotélio demonstrada por nds, também foi demonstrada por Chen et al. (2015)
em camundongos tratados com fragmentos da parede celular de Lactobacillus casei, um modelo
animal de doenca inflamatdria, a doenca de Kawasaki. Os animais deste estudo apresentam
reducdo da vasodilatagdo dependente do endotélio acompanhada de aumento na expressao de
VCAM-1 e da atividade de caspase-1 e IL-1B. O silenciamento do gene do NLRP3, in vitro,

previne a ativagdo de caspase-1 e IL-1 em células endoteliais (Chen et al., 2015).

De forma semelhante ao estudo acima, porém utilizando um modelo animal de obesidade,
Liu et al. (2015) observaram prejuizo na vasodilatacdo dependente do endotélio em aortas de
ratos Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty (OLEF) com 3 e 12 meses de idade, acompanhada
de aumento na expressao vascular de NLRP3 e caspase-1 e IL-1B (Liu, P. et al., 2015).

Assim como em nosso estudo, a auséncia do receptor NLRP3 também protege a funcio
vascular de artérias corondrias de camundongos hipercolesterémicos quando comparada a
artérias de camundongos com o receptor NLRP3, como demonstrado por Zhang et al. (2015).
Os autores associaram a protecao da fun¢do endotelial a reducdo vascular da geragdo de anion

superdxido e ao aumento da atividade da eNOS (Zhang et al., 2015).

Um dos principais mecanismos associados a disfun¢ao endotelial € a geragao de EROs.
A familia de enzimas NADPH oxidases, ou Nox, € uma das principais fontes de geracdo de

EROs em diferentes 6rgaos, inclusive na vasculatura (Hansen et al., 2018).

Neste trabalho nds observamos que artérias mesentéricas de animais deficientes de
NLRP3 tem menor expressdao de Nox4, um possivel mecanismo para explicar a reducio na

geracdo de EROs em animais diabéticos deficientes de NLRP3.
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A relagdo entre Nox4 e ativacdo do inflamassoma NLRP3 também foi demonstrada por
Wang et al. (2017). Os autores observaram que quando a Nox4 € inibida hd redu¢do na geragcao
de EROs, bem como reducdo da expressao proteica de NLRP3, caspase-1 e IL-1B em células

endoteliais estimuladas com alta concentragao de glicose (Wang et al., 2017).

De maneira semelhante ao nosso trabalho, Chen et al. (2018) demonstraram que a menor
ativacdo do inflamassoma NLRP3, associada a menor expressao de Nox4, promove reducdo na
geracdo de EROs. Os autores relataram em seu estudo que cardioblastos provenientes de ratos
estimulados com TNF-a e submetidos a hip6xia, quando pré-tratados com liraglutida, um
andlogo do peptideo semelhante a glucagon 1, tem menor ativagdo do inflamassoma NLRP3,

menor expressao de Nox4 e, consequentemente, menor geracdo de EROs (Chen et al., 2018).

A relagao entre IL-1B, Nox4 e EROs também foi demonstrada por Ginnan et al. (2013).
Os autores observaram que CMLV provenientes de aorta de ratos estimuladas com IL-1
apresentam aumento na geracdo de EROs, o que ndo é observado em CMLV onde o gene da

Nox4 ¢ silenciado (Ginnan et al., 2013).

O inflamassoma NLRP3 parece estar envolvido na regulacdo da expressdo das Nox.
Dolunay et al. (2017) demonstraram reducdo da expressio das subunidades da Nox2, gp91Phox
e p47P"°%, no cérebro, coracdo e pulmio de camundongos com hiperalgesia induzida por LPS

apos tratamento por 6 horas com MCC950, inibidor do NLRP3 (Dolunay et al., 2017).

Além de modular a expressdo de Nox, a inibicdo do inflamassoma NLRP3 também
modula a expressdo de moléculas de adesdo. No presente trabalho observamos que o leito
mesentérico de animais deficientes de NLRP3 apresenta reducdo da expressdao gé€nica de

VCAM-1 e ICAM-1.

Bruder-Nascimento et al. (2016) também relataram redu¢do da expressdao de VCAM-1 e
ICAM-1 em artérias mesentéricas de camundongos deficientes para caspase-1, IL-1R e NLRP3.
A menor expressao de moléculas de adesdo ainda é observada quando estes animais sao
infundidos com aldosterona, demonstrando que a deficiéncia de NLRP3 (ou de componentes
do inflamassoma) também protege contra os danos inflamatdrios causados por este hormdnio

na vasculatura (Bruder-Nascimento et al., 2016).

Semelhantemente, van der Heijden et al. (2017) observaram redugdo da expressao génica
de VCAM-1 e ICAM-1 em carétidas com placa aterosclerética apds o tratamento com MCC950
por 4 semanas em camundongos deficientes em apolipoproteina E e submetidos a colocacdo de

colar semiconstritivo perivascular e a dieta tipo Western. A reducdo destes marcadores
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inflamatérios (ou da expressao de moléculas de adesdo) é acompanhada pela menor infiltragdao

de macréfagos e pelo menor nimero de lesdes aterosclerdticas (Van Der Heijden et al., 2017).

A resposta a insulina € outro evento influenciado pelo inflamassoma NLRP3 e pela IL-
1B. Nossos resultados demonstram que animais deficientes de NLRP3 tem aumento na
sensibilidade ao relaxamento induzido pela insulina e, ainda, ndo apresentam reducdo da

vasodilatacao induzida por insulina causada pelo diabetes.

A sinaliza¢do da insulina no endotélio vascular ocorre pela ativagao de uma sequéncia de
eventos de fosforilacdo iniciada pela fosforilagao do substrato do receptor de insulina 1 (IRS-
1, Insulin receptor substrate 1), seguida por fosforilacao e ativacdo de PI3K e Akt e, finalmente,
pela fosforilagdo do residuo Ser!!”” da eNOS, resultando em aumento da produgio de NO, o
que promove vasodilatagdo (Zeng e Quon, 1996; Zeng et al., 2000; Montagnani et al., 2001;
Montagnani et al., 2002).

A reducdo desta sinalizacdo e/ou fosforilagdo destas proteinas pode ser influenciada pela
ativacdo do inflamassoma NLRP3 e consequente aumento de IL-1B, como demonstrado por
Sun et al. (2017). Esses autores observaram ativacdo do inflamassoma NLRP3 com
superexpressao do receptor e superproducao de caspase-1 e IL-1B em células de hepatoma de
linhagem humana estimuladas com 4cido palmitico e LPS, conhecidos por induzir resisténcia a
insulina, acompanhada de redugdo da fosforilacgdo de IRS-1, PI3K e Akt. Os autores
demonstraram também que a delecdo do gene do NLRP3 e da IL-1p reverte parcialmente o
prejuizo na sinalizag¢do da insulina aumentando a fosforilacdo destas mesmas proteinas (Sun et

al., 2017).

Adipdcitos livres das agdes do inflamassoma NLRP3 parecem ser metabolicamente mais
ativos e sensiveis a acdo da insulina. Stienstra et al. (2010) relataram que pré-adipdcitos
diferenciados de camundongos deficientes de caspase-1 e NLRP3 apresentam maior expressao
de adiponectina, Glut4 e PPARY, fatores relacionados ao metabolismo da glicose, bem como
aumento da fosforilagdo de Akt, quando comparados a pré-apdcitos provenientes de

camundongos WT que apresentam os genes da caspase-1 e NLRP3 (Stienstra et al., 2010).

Goossens et al. (2012) também demonstraram relagdo entre resisténcia a insulina e o
inflamassoma NLRP3. Os autores relataram aumento na expressdo génica de caspase-1 em
adipdcitos de individuos com resisténcia a insulina e, ainda, aumento de diferenciacdo de
células Thl, envolvidas com a secrecdo de TNF-a, fator associado a resisténcia a insulina e

inflamacao (Goossens et al., 2012).
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A atenuacdo dos efeitos da IL-1B é efetiva para melhorar o quadro de resisténcia a
insulina. Um ensaio clinico realizado por Laersen et al. (2007) demonstrou que pacientes com
DM?2 tratados por 13 semanas com anakinra, antagonista recombinante do receptor de
interleucina-1 humano, apresentam redu¢do dos niveis glicémicos e diminui¢ao da resisténcia

ainsulina avaliada pela funcdo da célula 3 pela razio pro-insulina/ insulina (Larsen et al., 2007).

Tanto a resisténcia a insulina como a disfuncdo endotelial sdo mecanismos afetados pela

geracdo de EROs e a IL-1p tem papel importante na sua geracao.

Kaur et al. (2004) demonstraram que a incubacao com doses crescentes de IL-1p por 24
horas aumenta a geracdo de EROs pelo aumento da atividade da NADPH oxidase em CMLV
provenientes de artérias corondrias humanas (Kaur er al., 2004). De maneira semelhante,
Toniolo et al. (2015) demonstraram que doses crescentes de IL-13, por 30 minutos, induzem
geracdo de EROs em células endoteliais da veia umbilical humana (HUVECsS) (Toniolo et al.,

2015).

A inibi¢do das agdes da IL-1p também € eficiente para prote¢do da funcdo endotelial.
Vallejo et al. (2014) relataram que o tratamento com anakinra previne o aumento na geracao de
EROs em artérias mesentéricas de ratos diabéticos e, ainda, previne a reducao da vasodilata¢ao

dependente do endotélio, induzida por doses crescentes de IL-1p (Vallejo et al., 2014b).

Nao s6 a IL-1p induz geracdo de EROs, como as EROs também induzem a producao de
IL-1PB. Wang et al. (2012) relataram que astrécitos em cultura, provenientes de camundongos
BALB/C, estimulados com altas concentragdes de glicose tem aumento na expressao génica de
IL-1B, bem como de TNF-a, IL-6 e IL-4, o que é bloqueado/prevenido na presenca de um
varredor de EROs (Wang et al., 2012).

Além das Nox, outras fontes produzem EROs como, por exemplo, as mitocOndrias,
consideradas a principal fonte endd6gena de radicais superéxido, peroxinitrito e radicais
hidroxila (Young et al., 2002). O diabetes causa danos as mitocondrias alterando seu potencial
de membrana, elevando os niveis de superéxido e prejudicando a taxa de respiracdo e a
maquinaria de transporte de elétrons na membrana, bem como a biogénese e o nimero de copias

mitocondriais (Kowluru, 2005; Kanwar et al., 2007; Zhong e Kowluru, 2010).

As EROs mitocondriais também sdo importante fonte de ativacdo do inflamassoma
NLRP3. Zhou et al. (2011) demonstraram que macréfagos humanos apresentam aumento da
liberacdo de IL-1P induzida pela geragdo de EROs mitocondrial estimulada por doses

crescentes de bloqueadores de enzimas da cadeia respiratéria mitocondrial. A delecdo dos genes
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do NLRP3 e de caspase-1 tanto em macréfagos humanos, quanto em macréfagos provenientes
de camundongos, inibe 0 aumento de IL-1f decorrente da geracdo de EROs mitocondrial (Zhou

etal.,2011).

Além das EROs mitocondriais, outros fatores estdo envolvidos com a ativagao do
inflamassoma NLRP3 como, por exemplo, os DAMPs, sendo o DNA mitocondrial o DAMP

avaliado em nosso trabalho.

O papel imunoestimulador do DNA mitocondrial foi primeiramente relatado por Collins
et al. (2004). Neste estudo, os autores demonstraram que a administragao intra-articular de DNA
mitocondrial extraido de mitocondrias isoladas de diferentes tecidos humanos e murinos, como
o figado, induz artrite inflamatéria em camundongos, evento associado ao aumento dos niveis

de TNF-a (Collins et al., 2004).

Além do aumento de TNF-a, Zhang et al. (2010) também observaram aumento de IL-6 e
da migracdo de neutréfilos, causando injdria tecidual, trés horas apds infusdo de DNA

mitocondrial em camundongos (Zhang et al., 2010)

Nossos achados, demonstrando o papel imunoestimulador do DNA mitocondrial,
corroboram com estes estudos visto que a incubacdo com DNA mitocondrial extraido do
pancreas de camundongos diabéticos estimula a produgdo de fatores pré-inflamatérios em

CMLYV e células endoteliais.

A literatura demonstra que a ativa¢ao da resposta inflamatéria via DNA mitocondrial esté
associada a suas acOes através da ligagcdo com o receptor TLR-9. No estudo de Zhang et al.
(2009), neutréfilos humanos estimulados com DNA mitocondrial extraido de diversos tecidos
apresentaram aumento da fosforilagdo de MAPKs, como a p38 e a p44/42, e dos niveis de IL-

8, sendo este efeito inibido na presenca de um antagonista de TLR-9 (Zhang et al., 2010).

Pazmandi et al. (2014) também relataram relagdo entre DNA mitocondrial e TLR-9.
Nesse estudo, células dendriticas plasmocitdides estimuladas com DNA mitocondrial extraido
de linhagens celulares miel6ides humana e murina apresentaram aumento de IL-8 e TNF-q,

efeitos prevenidos pela inibi¢cdo de TLR-9 (Pazmandi et al., 2014).

Entretanto, as agdes do DNA mitocondrial podem acontecer pela ativacdo de outros

receptores como, por exemplo, o NLRP3, como observado no presente trabalho.

No estudo de Nakabhira et al. (2011), macréfagos primados com LPS e incubados com

DNA mitocondrial extraido de macréfagos peritoneais quando estimulados com ATP
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apresentaram aumento na ativacdo de caspase-1 e liberacdo de IL-1pB, ativacdo que estd
associada a via do inflamassoma NLRP3. Neste estudo os autores também mostraram que a
liberacdo de DNA mitocondrial para o citosol celular, medida pelo niimero de cdpias relativas
ao DNA mitocondrial, é dependente da ativacdo do inflamassoma NLRP3, visto que animais
deficientes de NLRP3 tem este efeito reduzido. Os autores ainda observaram que quando o
DNA mitocondrial é depletado a liberacdo de IL-1B é atenuada, ou seja, que o DNA
mitocondrial ativa o inflamassoma NLRP3 e que a ativacdo do inflamassoma NLRP3 ¢é
importante para liberar o DNA mitocondrial para o citosol celular, sugerindo a existéncia de
eventos ciclicos, onde a ativacdo de um gera a liberacio de outro, que, por consequéncia, torna

a ativar o primeiro (Nakabhira et al., 2011).

Em nosso trabalho nés também associamos as acdes do DNA mitocondrial a ativa¢do do
receptor NLRP3, pois quando incubamos as CMLV com o antagonista de TLR-9 a ativacdo de
caspase-1 ndo € prevenida e, ainda, quando utilizamos CMLV provenientes de camundongos
deficientes de NLRP3, a ativacdo de caspase-1 induzida pelo DNA mitocondrial (como ocorre

em CMLYV provenientes de camundongos que apresentam o receptor NLRP3) nao é observada.

De maneira semelhante, Shimada et al. (2012) demonstraram ativacao do inflamassoma
NLRP3 e consequente aumento de caspase-1 e IL-1B induzidos pelo DNA mitocondrial
liberado no citosol celular de macréfagos murinos primados com LPS e estimulados com ATP.
Os autores relataram ainda que o DNA mitocondrial que se liga diretamente ao receptor NLRP3

é um DNA oxidado (Shimada et al., 2012).

A oxidagdo do DNA mitocondrial é um fator que tem sido associado a maior
imunogénese, como verificado por Pazmandi et al. (2014), onde o aumento de fatores pro-
inflamatérios (IL-8 e TNF-a) induzidos pelo DNA mitocondrial, j4 discutido previamente, €

potencializado quando o DNA mitocondrial estd oxidado.

Uma das modificagdes mais comuns relacionadas a oxidagao do DNA estd nos niveis de
bases de guanina modificadas oxidativamente (8-OHdG) (Kuchino et al., 1987) e, no diabetes,
esta modificacao ja foi encontrada na urina, em células mononucleares e no musculo esquelético

de pacientes (Dandona et al., 1996; Leinonen et al., 1997; Hinokio et al., 1999).

Nossos resultados ndo demonstram maiores niveis de oxidagao, avaliada pelos niveis de
8-OHdG, no DNA mitocondrial circulante e pancredtico de animais com diabetes. Entretanto,
outras modificacdes podem estar ocorrendo no sentido de aumentar a imunogénese do DNA

mitocondrial como, por exemplo, alteragdes epigenéticas.
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Dentre as modificacdes epigenéticas, ha correlagdo entre o processo de metilacdo do DNA
e o diabetes, como demonstrado por Mishra et al. (2015). Nesse estudo os autores observaram
que altas concentragdes de glicose aumentam a metilacio do DNA mitocondrial em células
endoteliais da retina, além de observar aumento na metilagio do DNA mitocondrial na
microvasculatura retiniana de doadores humanos com retinopatia diabética (Mishra e Kowluru,

2015).

No diabetes o processo de metilacio do DNA em vdérios 6rgios estd associado as
complica¢des micro e macrovasculares (Kato e Natarajan, 2014) o que demonstra a importancia
de avaliarmos este processo. A metilagdo do DNA mitocondrial poderia ser o mecanismo para
explicar a maior imunogénese associada ao DNA mitocondrial de animais diabéticos em nosso

trabalho, sendo alvo de futura investigacao.

A geracao de EROs mitocondrial representa outro potencial mecanismo para ativacao do
inflamassoma NLRP3 e, consequentemente, para ativacdo de caspase-1 e IL-1f3, pelo DNA
mitocondrial, como demonstrado por Zhou et al. (2011). Portanto, a geracao de EROs também

foi alvo de nossa investigacao.

Em nosso trabalho constatamos que o aumento de EROs ativado pelo DNA mitocondrial
de animais diabéticos é gerado pela mitocondria, visto que quando as CMLV foram incubadas
com um agente antioxidante mitocondrial, o CCCP, este aumento foi prevenido. Nakahira et al.
(2011) também observaram que a incubagdo com um agente atioxidante mitocondrial, o
MitoTEMPO, previne a geracdo de EROs e a consequente liberacao de IL-1p ativada pelo DNA
mitocondrial em macréfagos murinos, o que reforca a relacao entre DNA mitocondrial, EROs

mitocondrial e ativacio do inflamassoma NLRP3 (Nakahira et al., 2011).

Dessa forma, concluimos que a geracao de EROs pela mitocondria, ativada pelo DNA
mitocondrial de animais diabéticos no presente trabalho, € responsdvel por ativar o

inflamassoma NLRP3 em CMLYV e endoteliais.

Além das EROs mitocondriais, outro mecanismo tem sido associado a ativacdo do
inflamassoma NLRP3, o influxo de Ca?*. O estudo de Murakami et al. (2012) demonstrou que
o influxo Ca?* é fundamental para a ativacio do NLRP3 e consequente liberacdo de IL-1B em
macréfagos primados com LPS e estimulados com ATP, ja que este efeito € prevenido na

presenca de bloqueador da mobilizaciio de Ca®*, a tapsigargina (Murakami et al., 2012).

Nakahira et al. (2011), em estudo j4 mencionado nesta discussdo, demonstraram que o

aumento do influxo de Ca®* é induzido pela incubagio com DNA mitocondrial em macréfagos
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primados com LPS e estimulados com ATP (Nakahira et al., 2011). No presente trabalho nés
observamos este efeito de aumento do influxo de Ca** tanto em CMLV quanto em células
endoteliais incubadas com DNA mitocondrial, o que consideramos outro potencial mecanismo

associado a ativag¢do do inflamassoma NLRP3.

No entanto, se o aumento na geracdo de EROs pela mitocondria e o aumento do influxo
de Ca** induzidos pelo DNA mitocondrial de animais diabéticos sdo eventos que acontecem de
forma independente, ou se o aumento do influxo de Ca’* ativa a geracdo de EROs pela
mitocondria, serd alvo de futura investigacdio, pois sabe-se que a sobrecarga de Ca’* na
mitocondria estd associada a aumento na geracao de EROs mitocondrial por alterar a disposi¢ao
e oxidacdo de fosfolipideos mitocondriais como, por exemplo, a cardiolipina (Paradies et al.,

2009).

A oxidacdo da cardiolipina induzida pelo aumento da sobrecarga de Ca?* est4 associada
a apoptose celular, visto que este efeito causa formacao de poros de transi¢do de permeabilidade
mitocondrial, interrompendo a interagdo da cardiolipina com o Cit C para promover sua
liberacdo na mitocdndria, o que induz apoptose (Wiswedel et al., 2010). Em nosso estudo
observamos aumento na expressao de Cit C em artérias mesentéricas de animais diabéticos,
além de aumento da expressdo de Bax, outra proteina envolvida com a sinaliza¢io de apoptose
celular, o que sugere que estas artérias provavelmente estdo submetidas a um processo de
disfun¢do mitocondrial e apoptose, os quais poderiam ser desencadeados pela ativacdo do DNA

mitocondrial circulante.

O estudo de Shimada et al. (2012), ja discutido neste trabalho, mostrou que a ativag¢ao do
inflamassoma NLRP3 induzida por DNA mitocondrial em macréfagos murinos aumenta a
apoptose celular por um processo de disfun¢do mitocondrial, o que refor¢a a interacdo entre

DNA mitocondrial, NLRP3 e apoptose.

A liberagdo de DNA mitocondrial para o sangue, ou seja, presenca de DNA mitocondrial
circulante ocorre em diversas condicoes. Qin et al. (2017) observaram que pacientes pds-infarto
do miocardio apresentam aumento nos niveis de DNA mitocondrial circulante em comparagdo
com individuos saudaveis, sendo este aumento acompanhado por maiores niveis de citocinas

inflamatérias como TNF-a e IL-6 (Qin et al., 2017).

Malik et al. (2015) demonstraram que pacientes diabéticos com retinopatia apresentam
aumento do DNA mitocondrial circulante e aumento de citocinas inflamatdérias como IL-4 e

TNF-a (Malik et al., 2015). Liu et al. (2016) encontraram maiores niveis de DNA mitocondrial
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circulante em pacientes com doenca arterial corondria em comparagdo a individuos saudaveis,

sendo este aumento potencializado em individuos com diabetes (Liu et al., 2016).

Pacientes com cancer de mama (Mahmoud et al., 2015) e cancer gastrico (Fernandes et
al., 2014) também apresentam niveis elevados de DNA mitocondrial circulante quando
comparados a individuos sauddveis. Nestes estudos os autores sugeriram que este parametro

pode ser utilizado como biomarcador dos estdgios iniciais da doenca.

Estes resultados corroboram com nosso trabalho, onde pacientes DM1 apresentam
aumento do DNA mitocondrial circulante, determinado pelo niimero de copias relativo ao DNA

mitocondrial.

Acreditamos que nosso trabalho € o primeiro a demonstrar a relagdo entre DNA

mitocondrial, ativa¢do vascular do inflamassoma NLRP3 e disfunc@o endotelial no diabetes.

Existem pontos que poderiam ser abordados e experimentos adicionais que reforcariam a
relacdo direta entre o aumento do influxo de Ca?*, aumento de EROs e ativacao do
inflamassoma NLRP3, os quais ndo foram ainda completamente abordados. Neste sentido, a
estimulagdo de CMLYV e células endoteliais com DNA mitocondrial na presenga de quelante de
Ca’* seria importante para avaliarmos se a ativa¢do do inflamassoma NLRP3 é abolida e/ou
atenuada. A relacdo entre o influxo de Ca®* e a geracdio de EROs, de maneira a entender a
interdependéncia dos efeitos, também seria outro ponto importante para avaliarmos. Por
exemplo, a incubagcdo de CMLV e células endoteliais com DNA mitocondrial na presenca de
quelante de Ca®" permitiria observar se a geracio de EROs é prevenida e/ou atenuada. A
geragcdo de EROs mitocondriais induzida por DN A mitocondrial em células endoteliais também
poderia ser avaliada. Além disso, os efeitos da delecio de NLRP3 sobre a sinalizacdo da
insulina, avaliando a expressdo de proteinas envolvidas na cascata de sinalizacdo como PI3K e
Akt, e a ativac@o de receptores como o IRS-1, também representam mecanismos importantes
que poderiam explicar a prote¢ao ao dano vascular associado ao diabetes em animais deficientes
para NLRP3, os quais futuramente pretendemos avaliar. A incubacdo com DNA mitocondrial
extraido do pancreas de animais diabéticos deficientes para NLRP3 também seria um resultado
interessante para avaliarmos se a deficiéncia do gene interfere no grau de imunogénese do DNA
mitocondrial. Muitas perguntas ainda necessitam de respostas, sendo algumas alvo de nossos

proximos experimentos no sentido de tornar nosso trabalho mais elegante e completo.
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7. CONCLUSAO

Com os resultados apresentados neste trabalho € possivel concluir que o DNA
mitocondrial pancreético de animais diabéticos promove ativa¢ao do inflamassoma NLRP3 em
CMLYV e células endoteliais através do aumento no influxo de Ca** e da geracdo de EROs,
contribuindo para o processo de disfuncdo endotelial e, ainda, que a deficiéncia de NLRP3
protege os animais diabéticos contra os danos vasculares inflamatérios e disfuncdo endotelial

observados no diabetes.

Figura 38 Representagdo esquemadtica da conclusdo do trabalho
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