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RESUMO

A aterosclerose é um processo inflamatorio e progressivo que ocorre no endotélio dos
vasos arteriais no qual vérias vias inflamatérias sdo ativadas, entre elas o
inflamassoma, que desencadeia a morte celular por piroptose, sendo varios fatores
de risco associados ao seu desenvolvimento, entre eles a deficiéncia de vitamina D.
O presente estudo, do tipo experimental e analitico, avaliou a expressédo dos genes
do inflamassoma NLRP1, NLRC4, CASP-1 e IL-18, e do receptor da vitamina D (VDR)
objetivando o melhor entendimento dessas vias na aterosclerose e na gravidade da
lesdo aterosclerdtica. Para isso, foi utilizado o método estatistico 2*4€T comparando
a expressao em pacientes com aterosclerose (n=40) e individuos controle (n=20),
verificando uma diferenca na expressdo dos genes NLRP1, NLRC4, IL-18 e VDR
(+3,47, +7,06, +2,43 e -13.62 vezes, respectivamente). Quando comparado o grau da
lesdo encontramos que individuos com les@es iniciais (n=20) apresentam uma
diferenca de expressao dos genes NLRP1, NLRC4, IL-18 e VDR (+2,87, +6,34, +3,39
e -8,48 vezes, respectivamente), enquanto que 0s que apresentam lesdes mais
graves (n=20) apresentam uma diferenca na expressao dos genes NLRP1 e NLRC4
e VDR (+2,87, +5,45 e -31.51 vezes, respectivamente). Os individuos com lesdes mais
graves expressam menos IL-78 em comparagcdo aos que apresentam lesdes iniciais
(-2,81 vezes). Os nossos resultados oferecem um melhor entendimento da atuacao

do inflamassoma e da vitamina D na aterosclerose.

Palavras-chave: Doencas cardiovasculares. Piroptose. Inflamassoma. Vitamina D.

Morte celular.



ABSTRACT

Atherosclerosis is an inflammatory and progressive process that occurs in the
endothelium of the arterial vessels which several inflammatory patways are activated,
among them the inflammasome complex, which triggers cell death by pyroptosis, a
number of risk factors are implicated in atherosclerosis development, including vitamin
D deficiency. The present study, experimental and analytical, evaluated the expression
profile of the inflammatory genes NLRP1, NLRC4, CASP-1 and IL-18, and the vitamin
D receptor (VDR) aiming at the better understanding of these patways in
atherosclerosis and its severity. The statistical method 24T was used to compared
the expression between patients with atherosclerosis (n=40) and control subjects
(n=20). A differential expression of NLRP1, NLRC4, IL-18 and VDR (+3.47, +7.06,
+2.43 and -13.62 fold change, respectively) was observed in this patients. When the
severity of lesion was assessed, individuals with initial lesions (n=20) showed a
differential expression of the NLRP1, NLRC4, IL-18 and VDR genes (+2.87, +6.34,
+3.39 and -8,48 fold change, respectively), while those that present severe lesions
(n=20) showed a differential expression in NLRP1, NLRC4 and VDR genes (+2.87,
+5.45 and -31.51 fold change, respectively). We also verified that individuals with
severe lesions expressed less IL-18 compared to those with initial lesions (-2.81 fold
change). For all analyses p<0.05 was considerate statistically significant. Our results
provide a better understanding of the role of inflammasome and vitamin d in

atherosclerosis.

Key-words: Cardiovascular diseases. Pyroptosis. Inflammasome. Vitamin D. Cell
death.
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1 INTRODUCAO

1.1 PROBLEMATIZACAO

Doencas cardiovasculares (DCVs) compreendem um grupo de patologias
que acometem o coracdo e/ou vasos sanguineos. Responsaveis por cerca de
30% das mortes registradas em todo o mundo, as principais DCVs sao
provenientes da aterosclerose. Processo multifatorial, cronico e inflamatério que
se caracteriza pela formacgao de placas na parede do vaso arterial, que podem
levar ao comprometimento do fluxo sanguineo e consequentemente a
oxigenacdo dos tecidos. Varios fatores de risco contribuem para o
desenvolvimento da aterosclerose, entre eles destacam-se a hipertenséao arterial
sistémica, a diabetes e a dislipidemia.

Acredita-se que espécies reativas de oxigénio (ROS) derivadas do
excesso de colesterol e glicose na corrente sanguinea podem lesar o endotélio
atuando como DAMPs (Damage Associated Molecular Patterns) e desta forma
desencadear um processo inflamatorio, que inicialmente possui carater protetor,
entretanto na manutencdo dos fatores que levam ao dano endotelial, este
processo se torna cronico e progressivo. DAMPs e PAMPs (Pathogen
Associated Molecular Patterns) ativam o complexo inflamassoma através do dos
receptores de reconhecimento de patégenos (PRRs). Os PRRs compreendem
uma classe de receptores de membrana, os “Toll-like” (TRLs), e duas de
receptores citoplasmaticos, os “retinoic acid-inducible gene I-like” e os “NOD-
like” (NLRs), este ultimo componente do complexo inflamassoma.

O inflamassoma tipico € constituido por uma proteina reconhecedora
(NLR), uma proteina adaptadora (ASC — do inglés, apoptosis-associated speck-

like protein containing a CARD) e uma caspase como molécula efetora. A
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caspase-1 é responsavel por clivar a pro-IL-1B em IL-1, interleucina essencial
ao desencadeamento da resposta inflamatoria, e por desencadear a morte
celular por piroptose, caracteristico das células precursoras da placa
aterosclerotica.

Estudos recentes demonstram que o estresse causado a receptores
estrogénicos podem desencadear a ativagcdo do inflamassoma, desta forma
hormdénios como a vitamina D (VD) tém sido alvo de estudo para o entendimento
de como essa ativacdo ocorre e o papel deste frente a formacdo da placa
ateroscleraotica.

A vitamina D na sua forma ativa, VD3, desempenha diversas atividades
no organismo quando em niveis séricos considerados Otimos, dentre elas
destaca-se a atividade imunomoduladora e cardioprotetora. Atuando por meio
do seu receptor, o VDR (Vitamin D Receptor), a VD3 é capaz de modular o perfil
de resposta inflamatoria inibindo Thl (T-helper) e induzindo Th2 e inibir o
estresse oxidativo aumentando a expressdo da enzima oxido nitrico sintase,
produtora de NO (6xido nitrico) e reduzindo a producdo de ROS. Além de outras
inUmeras atividades, a vitamina D modula a expressao da pro-IL-13 por meio de
VDREs (Elementos de resposta a Vitamina D) presentes na regiao promotora do
gene, e ainda pode estar modulando sua ativagcdo em IL-1B pela ativagado do
inflamassoma.

Desta forma, entender como apresenta-se o perfil de expresséo génica do
inflamassoma em individuos com aterosclerose pode ajudar no entendimento de
gue complexos estédo sendo ativados para desencadeamento da piroptose, como

este tipo de morte celular pode estar influenciando na progresséao da leséao e
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como niveis séricos de vitamina D e a expressao do VDR podem estar atuando

frente a esses processos.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral
Avaliar em pacientes com aterosclerose a ativagdo da piroptose pelo
complexo inflamassoma, e como se apresenta a expressao do receptor da

vitamina D de acordo com a gravidade da placa aterosclerética.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a ativacdo da piroptose através do complexo inflamassoma
acessando os niveis de mRNA dos genes NLRP1, NLRC4, CASP-1 e IL-
18, comparando a expressao génica relativa destes em pacientes com
graves lesdes ateroscleroticas, pacientes com lesdes iniciais e individuos
controle;

e Avaliar a expressédo génica relativa do VDR, comparando o grau de
progresséao da lesdo e a presenca de lesdes aterosclerdticas.

e Dosar os niveis séricos de IL-1B em todos os grupos estudados e
comparar 0s niveis séricos com a expressdao do VDR, a ativacdo do

inflamassoma e a gravidade da leséo;
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1.3 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

1.3.1 Local do Estudo e Consideragdes Eticas

O projeto foi desenvolvido no setor de Biologia Molecular do Laboratorio
de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) localizado na Universidade Federal de
Pernambuco. As amostras dos pacientes foram oriundas do setor de
hemodinamica do Hospital da llha do Leite do Recife/PE, coletadas entre os
meses de setembro e novembro de 2017, e as amostras controles provenientes
do banco de controles do laboratério. O estudo é aprovado no CEP-UFPE
(30667014.5.0000.5208). Todos os individuos incluidos no projeto preenchem
os critérios de inclusdo/exclusdo do estudo e s6 participam da pesquisa apos
concordarem e assinarem o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

(Anexo 1).

1.3.2 Grupo de Estudo

Os pacientes participantes da pesquisa foram divididos em dois grupos, o
primeiro constituido de individuos que apresentam trés ou mais lesGes
aterosclerdticas graves (estenose acometendo =270% da artéria) confirmadas por
laudo de cateterismo (Anexo 2). O segundo grupo de pacientes apresentando
até trés lesdes iniciais (estenose de até 30% da artéria) também confirmadas por
laudo de cateterismo. O grupo controle é constituido apenas por individuos
saudaveis que nao apresentam nenhum fator de risco para o desenvolvimento
da aterosclerose (obesidade, dislipidemia, hipertensao e diabetes) ou qualquer

outra doencga inflamatodria, infecciosa ou autoimune.
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1.3.3 Critérios de Excluséo
Os individuos incluidos no grupo de controles ndo se enquadravam em
nenhum dos critérios a seguir:

l. Apresentar pressao arterial com valores superiores a 130/85 mmHg
(sistdlica e diastodlica, respectivamente) (Tabela 1);

Il. Apresentar valores de dosagem de glicose >100mg/dL em jejum
(Tabela 2);

[l Apresentar qualquer tipo de dislipidemia, seguindo os critérios da
Sociedade Brasileira de Cardiologia (Tabela 3);

IV.  Apresentar IMC (indice de Massa Corporal) superior a 25Kg/m?, por
ser classificado como pré-obeso, obesos do tipo I, Il e lll, e apresentar
risco de comorbidades maior em relacdo aos individuos de peso
normal, segundo a Associacao Brasileira para o Estudo da Obesidade

e da Sindrome Metabdlica (Tabela 4).

Tabela 1: Classificagdo da presséo arterial de acordo com a medida casual (> 18 anos).

Classificacao Presséo sistolica* Presséo diastélica*
Otima <120 <80
Normal <130 <85
Limitrofe 130-139 85-89
Hipertenséo estagio | 140-159 90-99
Hipertenséo estagio Il 160-179 100-109
Hipertenséo estagio lll =180 2110

Hipertenséo sistolica

. =140 <90
isolada

Quando as pressdes sistolica e diastélica situam-se em categorias diferentes,
a maior deve ser utilizada para classificagcao da pressao arterial. *Valores
dados em mmHg.

Fonte:(WHO 2014)
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Tabela 2: Valores de glicose plasmatica (em mg/dL) para diagnostico de diabetes mellitus e seus
estagios pré-clinicos.

Categoria Jejum* 2h apos 75¢g Casual**
de glicose
Glicemia <100 <140
normal
Tolerancia a
glicose 100 < 126 >140 <200
diminuida
Diabetes 2126 =200 2200 (com
mellitus sintomas

classicos)***

*O jejum é definido como a falta de ingestdo caldrica por no minimo 8 horas;

**Glicemia plasmatica casual é aquela realizada a qualquer hora do dia, sem

se observar o intervalo desde a ultima refeicéo;

*** Sintomas classicos da DM incluem polidria e perda nao explicada de peso.
Fonte: (WHO 2014)

Tabela 3: Valores de referéncia do perfil lipidico para adultos maiores de 20 anos.

Lipideos Valores (mg/dL) Categoria
<200 Desejavel
200-239 Limitrofe
Colesterol total 2240 Alto
<100 Otimo
100-129 Desejavel
130-159 Limitrofe
LDL 160-189 Alto
=190 Muito alto
>60 Desejavel
HDL <40 Baixo
<150 Desejavel

150-200 Limitrofe
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Triglicerideos 200-499 Alto
=500 Muito alto

Fonte: (WHO 2014)

Tabela 4: Classificacdo de peso pelo IMC (indice de Massa Corporal). Fonte: WHO,2017.

Classificacao IMC (Kg/m?) Risco de
comorbidades

Baixo peso <18,5 Baixo

Peso normal 18,5-24,9 Médio

Sobrepeso =225 Aumentado
Obeso | 30-34,9 Moderado
Obeso 35-39,9 Grave
Obeso Il 240 Muito grave

Fonte: (WHO 2014)

1.3.4 Coleta do Material

Para realizacdo do estudo, foi coletado sangue total periférico de cada
individuo participante da pesquisa, para isso foram utilizados dois tubos de 4 mL
cada. O primeiro sendo um tubo seco e o segundo contendo EDTA (Acido
Etilenodiamino Tetra-acético). Apés a coleta, os tubos foram mantidos no gelo e
processados em seguida. O tubo seco foi centrifugado a 2.200rpm por 15min
para separacdo do soro, que foi transferido para tubo plastico de 2mL e
armazenado a -80°C até prosseguir para analise. O tubo contendo EDTA foi

utilizado para extragéo do RNA.
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1.3.5 Isolamento do RNA

O RNA total foi isolado usando o reagente Trizol® e seguindo as
instrucbes do fabricante. ApGs a coleta de sangue total periférico em tubo com
EDTA, 150uL de sangue total foi transferido para um tubo com 750uL de Trizol®
e homogeneizado vigorosamente, seguindo para um periodo de 10 minutos de
descanso em temperatura ambiente, essas células foram transferidas para um
tubo, onde foi acrescentado 150uL de cloroférmio, seguido por uma agitacéo
vigorosa e posterior centrifugagéo a 12.000rpm, durante 15 minutos a 4°C.

Apbs a separacao por gradiente de densidade, apenas a fase translicida
do material foi transferida para um outro tubo no qual foi acrescentado a amostra

375uL de isopropanol (100%) para fixagdo do RNA (Figura 1).

Figura 1: Separacéo de fases durante protocolo de extragdo de RNA por Trizol.

’ -

-
—

44— Fase translicida

Proteinas —

' ) e
A\ [/ — Fasefenodlica

Fonte: Biologia molecular: fundamentos e aplicagdes nas ciéncias da saude.

A amostra foi incubada a temperatura ambiente por 10 minutos e
centrifugada a 12.000rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado,
e ao pellet foi adicionado 750uL de etanol (75%). O tubo foi entdo vortexado

brevemente e centrifugado a 7.500rpm por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
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descartado, e apGs secagem completa da amostra, o pellet foi ressuspendido em
30uL agua ultrapura. A amostra homogeneizada foi entdo incubada a 55°C por
15 minutos.

O controle de qualidade das amostras foi realizado através de
espectrofotometria (Nanodrop 2000c — Thermo Scientific) para quantificacao de
acidos nucleicos e por eletroforese para verificagdo da integridade do material.
A eletroforese foi feita em gel de agarose a 0,8%, tampé&o TBE a 0,5x (tris, acido
bérico e EDTA) e 4L de brometo de etidio RNAse free a 1%, durante 20 minutos

a 60 volts, para posterior visualizagdo da amostra no transiluminador.

1.3.6 Sintese de cDNA

A concentragdo padréo de RNA total para sintese de cDNA considerada
padrao neste trabalho foi de 500ng. O cDNA foi sintetizado usando o kit
comercial GoScript™ Reverse Transcription Mix, Oligo(dT), da Promega.
Inicialmente 500ng de RNA foram diluidos em 10uL de Nuclease-Free Water e
submetidos ao termociclador por um ciclo a 70°C por 5 minutos para
desnaturacdo do RNA a estruturas secundarias, com posterior choque térmico
no gelo, onde foi mantido por pelo menos 5 minutos. A amostra foi adicionado
10puL de um mix composto por 4uL de Nuclease-Free water, 4uL de GoScript™
Reaction Buffer, Oligo(dT) e 2uL de GoScript™ Enzyme Mix. A amostra foi mais
uma vez encaminhada para o termociclador para um ciclo de 5 minutos a 25°C
para anelamento do primer, 60 minutos a 42°C para extensédo e 15 minutos a
70°C para inativacéo da enzima. Amostra foi por final diluida em 80uL de agua

e armazenada em freezer a -20°C.
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1.3.7 Ensaios de Expressdo Génica

Os ensaios de expressdo génica foram realizados de acordo com a
normas propostas de padronizagdo por Livak (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).
Foram usadas sondas fluorogénicas especificas do tipo Tagman (Thermo Fisher
Scientific), para 0S genes alvo VDR (Hs00172113 m1),
NLRP1(Hs00248187 m1), NLRC4 (Hs00892666 _m1), CASP-1
(Hs00354836_m1) e IL-7168 (Hs01555410_m1). Para o gene de referéncia GUSB,
0 ensaio de foi realizado usando SyBR Green e o par de iniciadores: direto:
CACTGTGGCTGTCACCAAGA e reverso: TCCGCATCCTCATGCTTGTT. Os
ensaios foram realizados em duplicata biolégica e triplicata técnica.

Inicialmente as amostras de cDNA foram descongeladas no gelo. O
preparo da reacao inicia-se aplicando-se 2L da amostra em placa/tubo 6ptico e
adicionando uma reacédo composta de 6L de agua ultrapura, 6uL de TagMan®
Master Mix universal (Thermo Fisher Scientific) e 0,6 L de sonda de expressao
TagMan® para os genes VDR, NLRP1, NLRC4, CASP-1 e IL-1(6. Para o gene
de referéncia GUSB a reacao foi composta de 4,4uL de agua ultrapura, 3L de
SyBR Green mix e 1,6uL do par de iniciadores.

Os ensaios de quantificagao relativa foram realizados no equipamento
ABI7500 (Applied Biosystems) e o método de andlise foi o 222Ct para a

quantificacdo relativa da expressao génica.

1.3.8 Dosagem da IL-1B

A avaliacéo dos niveis séricos da citocina IL-13 em pacientes e controles
foi feita pela técnica do ensaio de imunoabsorcao enzimatica, o ELISA, a partir

do soro obtido do sangue total periférico dos individuos. Para isso, foi utilizado o
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kit comercial Human IL-13 Screening Set da Thermo Scientific, seguindo as
recomendagdes do fabricante. Para realizar a detec¢ao da IL-18 nas amostras,
uma curva padréo foi estabelecida a partir dos controles disponibilizados pelo kit,

com um coeficiente de correlacdo R?=0,958.

1.3.9 Tipo de Estudo e Andlises Estatisticas

Trata-se de um estudo do tipo caso-controle. Todos os ensaios foram
realizados em duplicata biol6gica e os resultados apresentados por média dos
grupos e desvio padrao. Os testes estatisticos empregados foram realizados
pelo software Microsoft® Excel® 2016 considerando como estatisticamente
significativos valores com p<0,05 em um intervalo de confianga de 95%. Para
verificar o tipo de distribuicdo da amostra foi realizado o teste de Shapiro-Wil. Os

resultados foram comparados por analise de variancia do teste T de Student.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 DOENCAS CARDIOVASCULARES

As doencas cardiovasculares (DCVs) constituem um grupo de patologias
que afetam coracéo e vasos sanguineos (MENDIS, 2017). Em 2012, 46% das
mortes por doencas de comunicacdo ndo compulsoria foram devido a DCVs,
totalizando 17.5 milhdes de 6bitos, dos quais 7.4 milhdes foram devido a doenca
arterial coronariana, 6.7 milhées ao infarto e os demais (3.4 milhdes) foram
atribuidos a falha cardiaca e arritmias, como consequéncia de fatores como
hipertenséo e outras cardiomiopatias (WHO, 2014).

Responsavel por 29,4% de todas as mortes registradas no Brasil
anualmente, mais de 308 mil pessoas faleceram devido a infartos agudos do
miocardio (IAM) ou acidente vascular encefalico (AVE) (WHO, 2014). Em estudo
realizado pelo Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia em S&o Paulo foi
verificado que 60% das vitimas de IAM e AVE sdo homens com média de idade
de 56 anos. Essa alta frequéncia coloca o pais entre os dez com maior indice de
mortes por DCVs (MOREIRA et al., 2006).

Dentre as DCVs destacam-se principalmente as doencas arteriais
coronarianas como o IAM, o AVE, arritmia cardiaca, doenca arterial periférica,
entre outros (NAGHAVI et al., 2015). A doenca arterial coronaria, a doenca
arterial periférica e o AVE sao provenientes da aterosclerose (MENDIS; PUSKA;

MENDIS S; PUSKA P; NORRVING B EDITORS, 2011).

2.2 ATEROSCLEROSE

Aterosclerose € a causa mais comum da doenca isquémica do coracéao e

do infarto, sendo responsavel por uma em cada quatro mortes no mundo
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(NAGHAVI et al., 2015) . E um processo inflamato6rio, multifatorial e progressivo
que ocorre na camada intima do endotélio vascular, resultando no estreitamento
e enfraquecimento do vaso, alterando o fluxo sanguineo. Por ser uma doenca
multifatorial, fatores ambientais, imunoldgicos e genéticos regulam o processo
de formacédo da placa aterosclerdtica ou ateroma (ALIE et al., 2014).

Caracterizada principalmente por ser uma forma especifica de inflamacéo
na parede endotelial dos vasos sanguineos, hipotetiza-se que a aterosclerose
inicia-se por uma disfuncao nas células endoteliais acompanhada por interacdes
entre lipoproteinas plasméticas e componentes celulares (Linfécitos T,
mondcitos / macrofagos, células endoteliais e células de musculo liso) (KASSI et
al., 2013).

Varios fatores de risco s@o relacionados com o desenvolvimento da
aterosclerose, como: idade avancada, ser do sexo masculino, histérico familiar
e anormalidades genéticas; além do modo de vida: obesidade, sedentarismo e
estresse, que podem levar ao desenvolvimento de hipertensdo, diabetes e
dislipidemia, fatores potencialmente controlaveis (AHMADI-ABHARI et al., 2017).

Sabe-se que o endotélio compde uma interface metabolicamente ativa
entre 0 sangue e os tecidos, contribuindo na modulacédo do fluxo sanguineo, no
transporte de nutrientes, na coagulacao e na migracao de leucdcitos. Além disso,
ele também sintetiza importantes substancias bioativas como o éxido nitrico
através da enzima Oxido nitrico sintase (NOS), que regulam a estrutura e a
fungéo dos vasos sanguineos (LIBBY; RIDKER; MASERI, 2002). O oxido nitrico
inibe, de forma geral, o processo aterosclerético e exerce funcao protetora sobre

o aparelho cardiovascular (MACCALLINI; MOLLICA; AMOROSO, 2017).
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Atualmente a hipotese mais aceita sobre a formacdo da placa
aterosclerotica enfatiza a proliferacdo celular da intima e relaciona com a
organizagdo e o crescimento repetitivo de trombos. Este conceito, chamado
hipotese de resposta a lesdo, considera a aterosclerose como uma resposta
inflamatoéria crénica na parede do vaso iniciada por uma lesdo no endotélio
(GISTERA; HANSSON, 2017) (Figura 2). Trazer a figura para junto da
chamada.

Figura 2: Processo de formacéo das células espumosas na camada intima do endotélio
vascular através da retencdo de LDLox dentro dos macréfagos.
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Fonte: Adaptado de Gistera et al. The immunology of atherosclerosis — 2017.

Sob condi¢cfes normais, células endoteliais inibem a adesao de leucocitos
e plaguetas a superficie vascular (ANDRADE, 2009). Injurias endoteliais
estimulam essas células a ativar a expressdao de moléculas de adeséo de
leucdcitos (CAMSs), que estimulam o rolamento desses leucécitos ao longo da
superficie vascular, mas preferencialmente em locais de esforco hemodinamico,
no qual a forga de friccdo do sangue em movimento sobre o endotélio, “shear
stress”, baixo ou oscilatorio reduz a producgéo de oxido nitrico (NO), aumenta a

expressdo de fator de transcrigdo nuclear inflamatorio (NF-kB), além de

aumentar a expressdao de moléculas de adesdo como ICAM-1 (Intercellular
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Adhesion Molecule-1), VCAM-1 (Vascular cell adhesion protein-1) e E-
selectinas, regulando também o padrdo de moléculas juncionais nas células
endoteliais (CUNNINGHAM; GOTLIEB, 2005).

Acredita-se que outro fator determinante nas alteragdes endoteliais seja o
efeitos adverso da hiperlipidemia, que quando crbnica, pode lesar as células
endoteliais ao elevar a producdo de radicais livres de oxigénio, ROS, que
desmobilizam o NO, principal fator de relaxamento endotelial (SKALEN et al.,
2002). A infiltragdo de LDL na camada intima arterial leva a retencdo dessas
particulas em proteoglicanos no espaco subendotelial, sendo o evento iniciador
no desenvolvimento da aterosclerose (GISTERA; HANSSON, 2017). As
lipoproteinas presas sao bioquimicamente modificados por proteases e lipases,
levando & sua agregacdo e aumento do proteoglicano ligado (PENTIKAINEN et
al., 2000) (Figura 1). Modificagdes oxidativas por mieloperoxidases,
lipoxigenases e ROS conduzem a formacéo de LDLox, o que pode juntamente
com outros fatores levar a uma leséo endotelial e desencadeando um processo
inflamatério que medeia o estabelecimento, a progressao e as complicacdes da
aterosclerose (HANSSON; HERMANSSON, 2011; MACCALLINI; MOLLICA;
AMOROSO, 2017).

Uma vez aderidos ao endotélio, os mondcitos através da ligacdo a
receptores especificos iniciam o processo de rolamento e quimiotaxia se
alojando na intima, esse processo é mediado por citocinas. Ao se alojarem, 0s
monaocitos se diferenciam em macrofagos em resposta ao fator estimulante de
colénia, produzido pelas células endoteliais e por varios outros tipos celulares.

Como resultado do continuo recrutamento e diferenciacdo, mondcitos e
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macréfagos sdo a maior populacdo celular nas placas ateroscleroticas
(ROBBINS et al., 2014) (Figura 2).

O recrutamento de mondcitos e sua subsequente diferenciagdo em
macrofagos, sdo considerados inicialmente como um processo protetor,
entretanto o englobamento das moléculas de LDLox por essas células, leva a
transformacdo dos macréfagos em células espumosas (CHARNEY;
VASCULAR, 2015) (Figura 2).

O LDLox promove a ativacdo do macréfago, este que expressa varios
receptores Toll-like (TLR), que reconhecem patdégenos e padrées moleculares
associados danos (DAMP), o LDLox sao reconhecidos pelos TLR-2 e TLR-4
(MILLER et al., 2003). O MyD88, molécula sinalizadora de vérios TLRs, confere
um sinal pro-aterosclerético através da expressao do fator de transcri¢cdo nuclear
NF-kB, que estimula a expressao de citocinas pré-inflamatérias como IL-1p, IL-
18, TNF-a e IL-6. Macr6fagos expressam o receptor scavenger, este por sua vez,
responsavel pela captura do LDLox para dentro da célula; em contraste aos
outros receptores de LDL, o CD36 nao é reprimido em resposta aos niveis de
colesterol intracelular (LIBBY; RIDKER; MASERI, 2002). A entrada de LDLox na
célula também é mediada pela pinocitose (BUONO et al., 2009).

A incapacidade dos macrofagos em digerir as particulas lipidicas leva a
formacdo da célula espumosa. Essas, por sua vez, ficam aprisionadas na
camada intima do endotélio vascular, por terem a capacidade migratoria
comprometida (YOUNG; FEBBRAIO; SILVERSTEIN, 2009). Elas eventualmente
morrem e criam uma area central na placa, que consiste em células em apoptose
e necrose, cristais de colesterol e outros materiais extracelulares (LIBBY;

RIDKER; MASERI, 2002) (Figura 2).
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Os leucdcitos ativados e as células endoteliais liberam mediadores
fibrogénicos, incluindo fatores de crescimento que promovem a proliferacao das

células endoteliais contribuindo assim na formacé&o da placa (ALIE et al., 2014).

2.3 MORTE CELULAR

A aterosclerose resulta do acumulo de células inflamatorias e vasculares
entre as camadas intima e média do endotélio vascular (RAYNER, 2017).
Quando as vias metabdlicas ativadas sdo preferencialmente as de recrutamento,
sobrevivéncia e proliferacdo celular sobre as de morte celular programada,
ocorre a progressdo da placa e extensdo da lesdo (RANDOLPH, 2014).
Entretanto, se ocorre a perturbacdo no balanco de ativacao dessas vias de morte
celular, pode gerar o acumulo de detritos celulares, que atuariam como padrdes
moleculares associados ao dano (DAMPs) que seriam identificados por
macrofagos e favoreceriam um ambiente pro-inflamatério, levando a
instabilidade da leséo aterosclerética (RAYNER, 2017).

Individuos que apresentam fatores de risco ao desenvolvimento da
aterosclerose como excesso de colesterol e acimulo de gordura, apresentam
vias de ativacdo do sistema imune inato mais sensiveis ao desencadeamento de
uma resposta imune (RANDOLPH, 2014). Nos individuos que apresentam tais
fatores, € iniciada a remocdo de restos celulares e outros materiais
potencialmente citotdxicos pela ativacdo de receptores do tipo scavenger, no
entanto, se durantes décadas de vida houver alta circulacdo de colesterol, essa
resposta, inicialmente protetora, transforma-se em uma doenca cronica
(RAYNER, 2017).

O orquestramento de como as vias de morte celular estdo sendo ativadas

e 0 momento exato em que cada via é desencadeada é crucial para o
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estabelecimento, progressdo e estabilidade da lesdo aterosclerdtica
(RANDOLPH, 2014). Visto que a morte de macréfagos no inicio da leséo
aterosclerotica pode diminuir a resposta inflamatdéria, entretanto o mesmao tipo de
morte dessas células em fases mais avancadas da lesdo, pode promover a
formacdo de um nudcleo necrético e gerar uma instabilidade da placa (MOORE;
TABAS, 2011).

Na aterosclerose, a morte do macréfago € fortemente associada a
inflamacdo (HANSSON, 2005). Quando o macrofago ndo é efetivamente
eliminado na aterogénese ou na progressao da placa, o acumulo dessas células
resulta na formacdo do nucleo necrético e consequente liberacdo de citocinas
inflamatdrias. Além de quimiocinas, proteases e lipidios, que antes encontravam-
se dentro dessas células no espaco extracelular, o que desencadeia 0 aumento
da inflamacdo, da susceptibilidade a ruptura da placa aterosclerética e a
formacao de trombos (HANSSON, 2005; MOORE; TABAS, 2011).

Em estudo realizado em murinos, Liu et al demonstrou que a morte celular
por apoptose € necessaria para reduzir a quantidade de macréfagos no local da
les&o, pelo menos na fase inicial da lesdo, limitando assim a expansédo desta
(LIU, 2004). A apoptose é um processo de morte celular programada que
desencadeia alteracbes morfoldégicas nas células, como fragmentacdo da
cromatina e formacao de corpos apoptéticos, que posteriormente seréo digeridos
pelas células fagociticas (ELMORE, 2007). E um processo regulado dependente
da ativacéo de caspases, que sao enzimas que degradam proteinas (proteases)
(ELMORE, 2007).

A apoptose no inicio da aterogénese € eficaz na reducéao da placa e do

tamanho do ndcleo necrético, inesperadamente, a apoptose, quando a leséo ja
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€ bem estabelecida, ndo altera a progressdo da lesdo ou mesmo afeta a
estabilidade da placa (O'NEILL; SHEEDY; MCCOQY, 2011). Além da apoptose,
outras formas de morte celular programada s&o atuantes no processo de
formacao da placa e em alguns casos contribuem para a progresséo da leséo
(RAYNER, 2017). Entre elas estd a piroptose, uma morte celular litica,
dependente de caspase, que compartilha caracteristicas tanto da apoptose,
como da necrose (RAYNER, 2017).

Proteases aspartato-especificas cisteina-dependentes (caspases)
constituem uma classe de proteases intracelulares conservadas ao longo da
evolugdo (YANG, 2013). Varios membros da familia das caspases destacam-se
como mediadores criticos da inflamacao e na resposta imune inata, sendo assim
designadas como caspases inflamatorias, sendo elas as caspases 1, 4 e 5
(MARTINON; TSCHOPP, 2007).

A caspase-1 é precursora das demais caspases inflamatérias e €
encontrada no citosol na forma de pro-caspase-1, um zimogénio inativo (YIN et
al., 2015). Existem cerca de 70 substratos proteicos para a caspase-1, a maioria
dos quais desempenham importante papel na aterogénese e inflamacao
vascular (MIAO; RAJAN; ADEREM, 2011).

A ativacdo da caspase-1 pro-inflamatoria pode resultar na morte celular
regulada, a piroptose, que é caracterizada pela lise celular pela liberacdo do
conteudo citoplasmatico no espaco extracelular, resultando no aumento da
inflamacéo (FINK; COOKSON, 2005). A caspase-1 ativada leva a formacéo de
poros na membrana plasmatica (1,1 a 2,4nm de diametro), que permitem que o
gradiente idnico celular se dissipe, aumentando a pressdo osmotica, inchando a

célula (BERGSBAKEN; COOKSON, 2007; FINK; COOKSON, 2006). A
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membrana celular de células na piroptose se rompem e rapidamente é formada
uma vesicula em forma de baldo ao redor do ndcleo, este por sua vez sofre
arredondamento e condensacdo, mantendo a integridade nuclear, entretanto
sofrem fragmentacdo do DNA (BERGSBAKEN; COOKSON, 2007;
MARIATHASAN et al., 2005; MOLOFSKY et al., 2006). A ruptura da placa esta
associada a uma forte imunorreatividade da caspase-1, relacionada mais
fortemente com a instabilidade da placa aterosclerotica, sendo a ativacdo da
piroptose exclusiva pelas caspases-1 e 11 (LABBE; SALEH, 2008).

As caspases sao estimuladas em resposta a diversos estimulos que sédo
inicialmente detectados pelo complexo inflamassoma, além disso, duas vias
distintas de ativacdo da piroptose sdo conhecidas, sendo elas a canodnica,
ativada pela caspase-1 e a ndo candnica, ativada pela caspase-11 (KAYAGAKI
et al., 2011).

O termo inflamassoma refere-se a via candnica, que por sua vez ativa
caspase-1 em resposta a PAMPs ou DAMPs (AACHOUI et al.,, 2013). O
complexo inflamassoma é composto por proteinas acessOrias e proteinas
scaffold auto-oligomerizantes que pertencem aos receptores de dominio de
oligomerizacao de ligacdo a nucleotideos (Familia NLR) (ZHENG; GARDNER;
CLARKE, 2011). Quatro destes receptores foram identificados, séo eles o

NLRP1, NLRP3, NLRC4 e 0 AIM2 (KAYAGAKI et al., 2011) (Figura 3).
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Figura 3: Diferentes tipos de inflamassoma ja descritos, os quais sdo ativados por diferentes
PAMPs e DAMPs
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Fonte: adaptado de Sharma and Kanneganti 2016.

O NLRP3 (do inglés, NLR, pyrin domain containing 3) é o receptor mais
bem estudado, por ser ativado por uma grande variedade de agonistas incluindo
ATP (adenosina trifosfato), toxinas formadoras de poros, compostos cristalinos,
acidos nucleicos, hialurénicos, bem como DAMPs e PAMPs (VANAJA,
RATHINAM; FITZGERALD, 2015) (Figura 3).

O NLRC4 (do inglés, NLR, CARD domain containing 4) responde a
flagelina bacteriana e a um componente de haste do sistema de secrec¢ao do tipo

Il (TTSS), utilizado geralmente por bactérias gram-negativas para liberacdo de
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fatores de viruléncia no citosol de células hospedeiras (MIAO et al., 2010; ZHAO
et al., 2011) (Figura 3).

O NLRP1 (doinglés, NLR, pyrin domain containing 1) reconhece a toxina
letal do Bacillus anthracis, o Toxoplasma gondii, o dipeptideo muramil e a
deplecéo intracelular de ATP (CHAVARRIA-SMITH; VANCE, 2015) (Figura 3).

Por meio de interag6es homotipicas, os NLRs se ligam aos dominios de
sinalizacdo (PYD ou CARD), que por sua vez interagem com a proteina de
recrutamento de caspase (ASC), que recruta pro-caspase-1, levando a sua
dimerizacao e processamento auto-proteolitico, gerando a caspase-1 (AACHOUI
et al., 2013). O NLRC-4 recruta diretamente a pro-caspase-1, sem necessidade
da formacdo do complexo e da ASC, ativa cataliticamente a caspase-1 e a
piroptose (BROZ et al., 2010) (Figura 3).A caspase-1 é necessaria para a
clivagem da proé-interleucina (IL)-1B e da pré-IL-18 em citocinas pro-inflamatorias
maduras IL-10 e IL-18, respectivamente (SHEN et al., 2010) (Figura 3).

A IL-13 é uma potente citocina pro-inflamatéria atuando como mediadora
chave da resposta inflamatéria do hospedeiro frente a infecgbes e lesdes
(LOPEZ-CASTEJON; BROUGH, 2011). Capaz de induzir a producédo de
citocinas em macrofagos e células dendriticas, atuando sobre os linfécitos e
regulando a expressdao de outras interleucinas como a IL-2 (SHAW;
MCDERMOTT; KANNEGANTI, 2011). E produzida na forma de um precursor
inativo de 31kDa, denominado pro-IL-13, em resposta a PAMPs reconhecidos
por macrofagos (TAKEUCHI; AKIRA, 2010). Os PAMPs atuam por receptores de
reconhecimento de padrdoes (PRRs) em macréfagos e desta forma regulam a

expressao de diversos genes (TAKEUCHI; AKIRA, 2010).
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O NOD2 (nucleotide-binding oligomerization domain containing 2) € um
receptor do tipo PRR que atua ativando, exclusivamente, a resposta inflamatéria
apos deteccédo do dipeptideo muramil (WANG et al., 2014). A expressao deste
receptor pode ser modulada pelo horménio 1a,25-dihidroxivitamina D3 em
monocitos e macréfagos, além de aumentar a produgdo da pro-IL-1B,
demonstrando o papel deste composto na modulagdo do sistema imune inato

(LEE et al., 2011).

2.4 VITAMINA D

A vitamina D (VD) é sintetizada pelas formas mais ancestrais de diversos
organismos, ha mais de 750 milhdes de anos. Fitoplanctons, zooplanctons e
muitas formas de plantas e animais que sédo expostos a luz solar possuem a
capacidade de sintetizar a VD (HOLICK et al., 2011).

A vitamina D € um hormdnio lipossollvel secoesterdide, e € assim
chamado por possuir um dos anéis arométicos clivado. Dois secoesterodides
naturais sdo reconhecidos: o ergocalciferol, também chamado de 25-
hidroxivitamina D2 (25(OH)D) e o colecalciferol ou 1a,25-dihidroxivitamina D3
(10,25(0OH)2D3), ambos derivados da clivagem fotolitica dos anéis B do
ergosterol e 7-dehidrocolecalciferol (LOPES MARQUES, 2010) (Figura 4).

A VD2 é predominantemente obtida a partir de fontes vegetais e o0s
suplementos de VD2 (produzido a partir de irradiacdo do esterol ergosterol
levedura). A VD3 é produzida na pele humana a partir do 7-dehidroxicolesterol
apos exposicao a radiacao ultravioleta do tipo B (UVB, comprimento de onda de
320-280nm), proveniente de emissdo solar, com isso sofre uma clivagem

fotoquimica originando a pré-vitamina D3 (HOLICK et al., 2011). Esta molécula



41

termolabil em um periodo de 48 horas pode sofrer um rearranjo molecular
dependente de temperatura para formacao da VD3, ou passar por um processo
de isomerizag&o originando produtos biologicamente inativos — luminosterol e
taquisterol, o que evita a superproducdo de VD apéds longos periodos de
exposicdo a radiacao ultravioleta. Entretanto, mesmo apdés a bioativacédo na pele,
estes precursores necessitam ainda serem submetidos a uma sequéncia de
hidroxilacdes até se tornarem biologicamente ativas (LOPES MARQUES, 2010)

(Figura 4).

Figura 4: Metabolismo da vitamina D a partir da exposicdo solar e processamento do 7-
dehidrocolesterol até a sua forma ativa final a 1,25a-dihidroxivitamina D (VD3).
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Fonte: Adaptado de Lichtenstein, 2013.

Por ter carater lipossoluvel, a pré-vitamina Ds € incorporada a
quilomicrons e transportada pelo sistema linfatico em circulagéo venosa. Parte
desta molécula é utilizada pelo tecido adiposo e muscular nos processos de

diferenciacéo celular, mas a maior parte € transportada para o figado, onde &
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metabolizada pela citocromo P450 e enzimas como a 25-hidroxilase
(microssomal CYP2R1 e CYP27Al1 mitocondrial) em 25-hidroxivitamina D
(25(0OH)D) ou D2 (JONES, 2008).

O segundo processo de hidroxilagao ocorre no tabulo proximal dos rins ou
em qualquer tecido que expresse a CyP27B1 (CHRISTAKOS et al., 2011;
HOLICK et al., 2011). Essa segunda hidroxilagdo pela 1a-hidroxilase da origem
a forma ativa da VD com maior atividade fisiologica, a VD3 (1,25a(OH)2D)
(JONES, 2008) (Figura 4). A forma ativa da VD é transportada para os tecidos
alvos tais como 0ssos e intestino onde desempenham seu papel na homeostase
de calcio e fosfato, bem como atuam na proliferacao, diferenciacéo celular, na
modulacdo da resposta imune e no metabolismo ésseo pela absor¢éo de calcio
(LOU et al., 2017).

As funcgdes mais conhecidas da vitamina D envolvem o metabolismo
0sseo e a homeostase do calcio, mas recentemente foi relatada como um
regulador pleiotrépico da fisiologia humana, tendo um papel importante na
modulacdo do sistema imune e na protecdo cardiaca (MARUOTTI;
CANTATORE, 2010). Sua sintese é estimulada pelo hormonio da paratireoide e
reprimida pelo célcio, fosfato e a 1a,25(0OH)2Ds em si, o fator limitante da
velocidade do seu catabolismo é a sua degradacdo em 1a,25(0OH)2:Ds e a
25(0OH)Ds em 24,25(0OH)Ds pela 24-hidroxilase que é codificada pelo gene
CYP24A1; esse produtos de degradacao séao excretados pela urina (CHENG et
al., 2004).

S&o considerados apropriados niveis acima de 50 nmol/L ou 20 ng/mL,
classifica-se entéao a deficiéncia de vitamina D como: deficiéncia leve, quando a

concentracdo de 25(OH)D2 se encontra entre 50 e 25nmol/L; deficiéncia
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moderada, quando a concentragao se encontra abaixo de 25 nmol/L e deficiéncia
grave, quando a concentracdo se mostra abaixo de 12,5 nmol/L (ISAIA; DI
STEFANO; BERGUI, 2006).

A acdo da vitamina D é mediada através da ligacdo de sua forma ativa
com o receptor de vitamina D, o VDR, que regula a transcri¢cdo de varios outros
genes envolvidos na regulacéo da resposta imune, crescimento e homeostase

(GRUYTER et al., 2017).

2.5 RECEPTOR DA VITAMINA D
O VDR possui dois sitios de ligacdo a vitamina D, o sitio de ligacao
gendmico (GP) que atua pela regulacédo da expressao de varios genes, incluido

0 proprio VDR,;

Figura 5: Esquema sobre atuacéo da vitamina D pelo VDR através de respostas rapidas e

gendmicas.
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e o sitio de ligagdo alternativo (AP), que atua através da transdugédo do sinal
ativando outras moléculas em uma resposta rapida, até 45 minutos apés o
estimulo da vitamina D (WANG; ZHU; DELUCA, 2012) (Figura 5).

Quando ligada ao VDR-GP, um receptor nuclear presente no citoplasma,
este se interioriza para o nucleo onde se heterodimeriza com um dos receptores
de acido retindico (RXRa, RXRB, RXRy), o0 que permite uma ligacdo especifica
e de alta afinidade aos VDREs localizados no DNA o que leva ao recrutamento
de complexos formados por co-ativadores ou co-repressores que modulam a
transcricdo de genes alvo da VD (HAUSSLER et al, 2011; KAMEN;

TANGPRICHA, 2010) (Figuras 5 e 6).

Figura 6: Ativacéo do VDR pela vitamina D, heterodimerizagdo com o RXR e regulagéo da
transcri¢céo de genes.
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Os VDREs séao sitios de ligacdo ao DNA que podem ativar ou suprimir 0s
genes alvo (KOSZEWSKI; HERBERTH; MALLUCHE, 2010) e esses eventos s&o
influenciados pelo tipo de receptor do &cido retindico com os qual o VDR esta
associado. Este pode ser encontrado em varios tipos celulares, incluindo
mondcitos, macrofagos, células dendriticas, natural killer e linfocitos T e B
ativados. Além disso, estd envolvido na diferenciacdo e proliferacdo celular e
variacdes genéticas no VDR tém sido associadas com concentracdes circulantes
no soro de 25(0OH)D (ISAIA; DI STEFANO; BERGUI, 2006).

Além das respostas mediadas pelo receptor genbmico, esse
secoesterodide flexivel € também capaz de iniciar respostas através de processos
mais rapidos conhecidos como “respostas rapidas” quando a 1,25(OH)2Ds se liga
ao receptor alternativo, o VDR-AP, gerando um processo que dura de 1 a 45
minutos contrastando com a resposta mediada pelo receptor comum, o VDR-GP
que pode levar de horas a dias para ser totalmente concluida, além de poderem
ser bloqueadas por inibidores de transcricdo e traducdo (HAUSSLER et al.,
2011). Isso sugere que o receptor de vitamina D alternativo se liga a um ligante
com uma conformacdo estrutural diferente, a 1a,25(0OH)2Ds (6-s-cis) ou
conformacdo como esteroide, enquanto que para geracdo de uma resposta
gendmica a ligacao é entre o VDR-GP e vitamina D em sua forma conformacional

6-s-trans (KAMEN; TANGPRICHA, 2010).

2.6 VITAMINA D, ATEROSCLEROSE E MORTE CELULAR
A deficiéncia de vitamina D esta associada com um risco aumentado do
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, e é uma epidemia em grande

parte ndo reconhecida, tendo em vista que cerca de 1 bilhdo de pessoas no
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mundo tém baixos niveis de 25-hidroxivitamina D [25 (OH) D; 80 nmol / L] (OH
et al., 2009).

Estudos vém demonstrando novos papéis da vitamina D e entre eles esta
relacionado o efeito inibidor desse horménio na formagdo das células
espumosas e principalmente a modulagdo da inflamacdo no local da leséo
aterosclerotica (KASSI et al., 2013).

Sabe-se que o endotélio é o componente central no inicio do processo
aterosclerotico na parede vascular (WALSKI et al., 2002). As células endoteliais
expressam tanto o VDR como a CYP27B1, a coexisténcia desses dois elementos
cruciais ao metabolismo da vitamina D, reforca a hipétese de que a VD3 exerce
o papel de modulador de fun¢des endoteliais. Entre elas estdo a estimulacao da
producdo de NO pela ativacdo da NOS (QUEEN et al.,, 2006) e suprime a
expressdo de NADPH oxidase, principal complexo enzimatico gerador de
radicais superéxido (ROS), desta forma, a VD3 reduz o dano oxidativo no
endotélio e consequentemente o enrijecimento dos vasos sanguineos e a lesédo
endotelial (HIRATA et al., 2013).

Ambas as respostas imunes inata e adaptativa estdo envolvidas no
processo aterogénico. A resposta Thl, dirigida por células T helper, direcionam
a resposta inflamatdria no processo aterosclerético através da producao de
citocinas como interferon-y, TNF-a, IL-6 e IL-12 que sao pré-aterogénicas
(ROBERTSON; HANSSON, 2006). Por outro lado, a resposta Th2 neutraliza pela
secrecdo de IL-5, IL-10 e IL-13, a resposta Thl. A vitamina D estimula um perfil
de resposta Th2 (anti-inflamatéria), que inibe a resposta Thl (pro-inflamatoria),

promovendo um efeito anti-aterogénico (KASSI et al., 2013).
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A vitamina D3 induz um fenétipo M1 em mondcitos/macréfagos do tipo
anti-aterogénico e inibe o fendtipo M2 (macrofago com elevado uptake e
deposicao de LDLox) do tipo pré-aterogénico, além de diminuir a expressao do
MRNA de moléculas de adesdo de mondcitos (PSGL-1), B(1)-integrinas e B(2)-
integrinas, resultando na menor adesdo de mondcitos ao endotélio
lesionado/ativado (RIEK et al., 2012). A vitamina D também inibe a producéo de
IL-6 e TNF-a pelos mondcitos a nivel pos-transcricional, contribuindo com a

supresséao da resposta Thl (OH et al., 2009).

Recente descoberta evidenciou que a VDs pode ainda aumentar a
expressao da IL-1B tanto pelo aumento da expressdo do gene pro-IL-13 pela
atuacdo deste horménio nas regibes de intensificacdo da expressao
(acentuadores), como pelo aumento da producdo de IL-1B pela via do
inflamassoma (NLRP3) (LEE et al.,, 2011; TULK et al., 2015). Em estudo
realizado em 2015, paradoxicalmente a VD3 conseguia aumentar a liberagéo de
IL-18 madura por ativacédo do inflamassoma, ao mesmo tempo que suprimia a

expressdo de NLRP3 (TULK et al., 2015).
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3 ANALISE DE RESULTADOS
3.1 ASPECTOS DEMOGRAFICOS E CLINICOS

Foram investigados o total de 60 (sessenta) individuos divididos em trés
grupos, o grupo de individuos com lesdes ateroscleréticas graves (n=20), o
grupo com lesbes ateroscleréticas iniciais (n=20) e o grupo controle (n=20),
constituido de individuos saudaveis.

A classificacdo étnica dos participantes da pesquisa foi realizada pelo
pesquisador, considerando caracteristicas fenotipicas de cada individuo,
agrupando-os em trés principais grupos étnicos: negros, pardos e caucasianos.

Todos os dados demograficos e clinicos relativos aos grupos avaliados

estao descritos na Tabela 5.



Tabela 5: Planilha com dados clinicos e demogréficos dos individuos participantes do estudo.
Caracteristicas Demograficas e Clinicas

Variaveis Pacientes com lesdes Pacientes com lesdes Controles
graves n (%) iniciais n (%) n (%)
Sexo | Masculino 13 (65%) 8 (40%) 11 (55%)
Feminino 7 (35%) 12 (60%) 9 (45%)
Etnia | Negro 4 (20%) 5 (25%) 3 (15%)
Pardo 8 (40%) 11 (55%) 10 (50%)
Caucasiano 8 (40%) 4 (20%) 7 (35%)
Idade (anos) | Média (DP¥) 60,4 (x10,75) 58,3 (£9,13) 36,15 (+6,38)
indice de Massa Corporal(Kg/m2) | Média (DP¥) 28,09 (£3,76) 28,78 (£5,09) 26,2 (x2,91)
Circunferéncia abdominal (cm) | Homens 99,46 (£10,37) 102,07 (x10,76) 90,18 (x9,95)
Mulheres 103,23 (£7,93) 99,73 (+£10,08) 89,68 (+9,18)
Tabagismo | Sim 2 (10%) 0 (0%) 1 (5%)
Nao 15 (75%) 19 (95%) 19 (95%)
Ex-fumante 3 (15%) 1 (5%) 0 (0%)
Atividade Fisica | Sim 2 (10%) 5 (25%) 11 (55%)
Nao 18 (90%) 15 (75%) 9 (45%)
Hipertenséo Arterial Sistémica | Sim 19 (95%) 13 (65%) 0 (0%)
Nao 1 (5%) 7 (35%) 20 (100%)
Diabetes Mellitus tipo 2 | Sim 8 (40%) 4 (20%) 0 (0%)
Nao 12 (60%) 16 (80%) 20 (100%)
Dislipidemia | Sim 10 (50%) 9 (45%) 0 (0%)
Nao 10 (50%) 11 (55%) 20 (100%)
Infarto Agudo do Miocardio | Sim 8 (40%) 0 (0%) 0 (0%)
Nao 12 (60%) 20 (100%) 20 (100%)

*DP: Desvio Padrao Fonte: o autor, 2018.
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3.2 ENSAIOS DE EXPRESSAO GENICA RELATIVA

3.2.1 Perfil de expressao génica relativa do Inflamassoma na Aterosclerose
Os niveis de MRNA dos genes NLRP1, NLRC4, CASP-1 e IL-18 em pacientes

com aterosclerose — DCV (n=40), comparando aos individuos controles — CDC (n=20),

encontramos um aumento da expressao estatisticamente significativo de 3,47 vezes

do gene NLRP1, 7,06 vezes do gene NLRC4 e 2,43 do gene IL-18 (p=5,16e,

p=3,07e% e p=0,017, respectivamente). Para o gene CASP-1 ndo foi encontrada

nenhuma diferenca de expressao.

Grafico 1: Perfil de expressdo de genes do Inflamassoma em pacientes com aterosclerose
(DCV) e individuos saudaveis (CDC). * Valores estatisticamente significativos (p<0,05).

Expressao de genes do Inflamassoma
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Fonte: o autor, 2018.



51

3.2.2 Perfil de Expresséo do Inflamassoma e os graus de lesdo Aterosclerotica

Quando comparada a expressao génica relativa e o grau de progressao das

lesBes ateroscleroticas apresentadas pelos pacientes, foi identificado um aumento na
expressao dos genes NLRP1 e NLRC4 estatisticamente significativo.

Para o gene NLRP1 quando estratificado o grupo de pacientes com
aterosclerose em lesdes graves e lesdes iniciais, verificou-se que este gene encontra-
se mais expresso em ambos 0s casos quando comparados ao grupo controle em
+2.92 e +2.87 vezes (p=0,0007 e p=0,0008), respectivamente. Quando comparado o
grupo de lesdes graves vs. lesdes iniciais ndo foi encontrada nenhuma diferenca

estatisticamente significativa da expressao.

Graéfico 2: Gréfico apresentando niveis de mRNA do gene NLRP1 de acordo com o grau de leséo
ateroscleroética, CDC: Controles. * Valores estatisticamente significativos (p<0,05).
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Fonte: o autor, 2018.
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Quando avaliada a expressdo do gene NLRC4 entre os grupos estratificados

de pacientes comparados aos controles foi verificado um aumento da expressao deste
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tanto para o grupo de lesdes graves (5.45 vezes) como para o de lesdes iniciais (6.34
vezes), apresentando um p=4,158e% e p=9,200e?’, respectivamente. Quando
comparados os niveis de mRNA entre pacientes com lesdes graves e iniciais, ndo

encontramos diferenca de expressao estatisticamente significativa.

Gréfico 3: Gréfico apresentando niveis de mRNA do gene NLRC4 de acordo com o grau de
leséo aterosclerdtica, CDC: Controles. * Valores estatisticamente significativos (p<0,05).
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Fonte: o autor, 2018.

Quando comparada a expressao do gene CASP-1 entre 0s pacientes com
lesbes graves, lesbes iniciais e controles, ndo encontramos nenhuma diferenca

estatisticamente significativa.
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Gréfico 4: Gréfico apresentando niveis de mRNA do gene CASP-1 de acordo com o grau de leséo
ateroscleroética, CDC: Controles
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Fonte: o autor, 2018.

Para o gene IL-1B, foi verificado um aumento estatisticamente significativo na
sua expressdao quando comparados os niveis de mRNA dos pacientes que
apresentam lesdes iniciais aos individuos controle, de 3,39 vezes (p=0,0014). N&o foi
encontrada diferenca de expressao entre os pacientes com lesfes graves e 0 grupo
controle, entretanto quando comparados niveis de mMRNA entre os diferentes graus de
leséo (lesdes graves vs. lesdes iniciais) observa-se que os pacientes com lesdes mais
graves estao expressando menos o gene IL-18 quando comparado ao grupo que

apresenta lesdes iniciais (-2.81 vezes, p=0,009).



Grafico 5: Grafico apresentando niveis de mRNA do gene IL-1B de acordo com o grau de
leséo aterosclerotica, CDC: Controles. * Valores estatisticamente significativos (p<0,05).
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Grafico 6: Grafico comparando niveis de mRNA do gene IL-1B de pacientes com lesdes
ateroscleréticas graves vs. aqueles com lesdes iniciais. * Valores estatisticamente
significativos (p<0,05).
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Fonte: o autor, 2018.

3.2.3 Perfil de Expressédo Génica do Inflamassoma

54

A andlise da expressao génica relativa realizada a partir de amostras de sangue

total (ex vivo) de pacientes com aterosclerose comparado a individuos saudaveis,

permitiu a identificacdo de que ha ativacdo do complexo inflamassoma na formacéao
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da placa aterosclerética. Esta ativacdo pode vir a ser desencadeada também, pelos
receptores “NOD-like” NLRP1 e NLRC4, visto que quando comparada a expressao
dos genes codificadores dessas proteinas, 0 NLRP1 e o NRLC4, em pacientes com
aterosclerose e individuos saudaveis foi encontrado um aumento da expressao
desses.

Cada complexo molecular do inflamassoma €é capaz de reconhecer diferentes
PAMPs e DAMPs, desencadeando assim uma resposta inflamatoria (SHAW,
MCDERMOTT; KANNEGANTI, 2011). Altas concentracBes de glicose e/ou de
albumina glicada sdo capazes de estressar receptores estrogenos (ER), no estudo
realizado por Soares et al. verificou-se que esse estresse poderia estar aumentando
a expressao do gene do receptor NLRP1 por meio do fator de transcricdo ATF-4, ja
descrito com importante papel na mediacdo da inflamacédo (CASTILHO et al., 2012;
D’OSUALDO et al., 2015; SOARES et al., 2017; YAN et al., 2012). Desta forma,
podemos hipotetizar que, por cerca de 30% dos pacientes com aterosclerose
apresentarem DM2 e consequentemente, hiperglicemia, 0 aumento na expressao
deste gene pode ser explicado. Em estudo realizado por Bleda et al. a expressao do
NLRP1 foi avaliada em pacientes com elevados niveis de colesterol VLDL e
triglicerideos, o que resultou numa relacao positiva entre a expressao deste gene e a
dislipidemia (BLEDA et al., 2016a). Com base nos nossos resultados e nos achados
de Bleda et al. podemos inferir ainda que o aumento da expressao deste gene, pode
também ser devido ao fato de que cerca de 50% dos pacientes apresentam
dislipidemia. Bleda et al. demonstrou ainda que, o NLPR1 é responsavel pelo
desencadeamento do estado pro-inflamatorio em células endoteliais, o que reforca a
hipotese de que este NLR pode contribuir com o desencadeamento da resposta

inflamatoria e a manutencdo desta. Esse dado corrobora com os nossos achados,
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onde a expressao do NLRP1 permanece aumentada nas fases iniciais e mais graves
da lesdo aterosclerética, quando comparada a individuos controles (BLEDA et al.,
2014).

Diferentemente dos demais NLRs, o NLRC4 nao precisa interagir com uma
proteina adaptadora como a ASC para ativar a caspase-1, ele s6 precisa interagir com
a proteina inibidora de apoptose (NAIP). O NLRC4, liga-se fisicamente a flagelina ou
ao sistema de secrecdo do tipo Il (T3SS), sendo assim caracterizado como uma
proteina scaffolding (adaptadora). Essa possibilidade de ativacédo direta favorece a
piroptose (ROMBERG; VOGEL; CANNA, 2017).

A ativacdo do inflamassoma € estranhamente sensivel, sendo necessaria
apenas uma unica molécula NAIP para desencadear a ativacao da piroptose (HU et
al., 2015). Essa sensivel ativacdo do NLRC4 pode justificar 0 aumento da expressao
do seu gene, encontrada em nosso estudo, em pacientes com aterosclerose.

Uma mutacao missense descrita no gene NLRC4 é capaz de induzir a ativacao
constante da caspase-1 e consequentemente aumentar a secrecdo de IL-13 (ZHAO
et al., 2011). Em estudo realizado em murinos mutados para esse gene, verificou-se
o desenvolvimento de doencas de carater inflamatério como artrite e dermatite,
caracterizando assim um papel desta proteina ndo apenas na defesa contra infeccbes
bacterianas, mas também em respostas inflamatorias e autoimunes (HU et al., 2015).

A ativagéo do complexo inflamassoma resulta na liberagéo de caspase-1 ativa
(LEI et al., 2017). Recentes estudos demonstram que 0S componentes desse
complexo apresentam-se mais expressos em pacientes com aterosclerose (CHEN et
al., 2013; XU et al., 2018). Em estudo realizado por Lee et al. em 2017, assim como
em nossos achados, nao foi encontrada diferenca estatisticamente significativa na

expressao do gene CASP-1 em pacientes com aterosclerose (LEE et al., 2017). Lee
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hipotetiza que esse resultado € possivelmente devido a uma regulacdo negativa da
via de ativacdo dos NLRPs, como o uso de estatinas feito por cerca de 50% dos
pacientes com aterosclerose envolvido em nosso estudo, corroborando assim com
nossos achados (BLEDA et al., 2016b; DAGENAIS; SKELDON; SALEH, 2012; KONG
etal., 2016; LEEMANS; CASSEL; SUTTERWALA, 2011; YANG et al., 2015; YU et al.,
2017).

O produto final da via de ativacdo da piroptose pelo inflamassoma é a IL-1p,
para ser ativa ela sofre um processo de clivagem pela caspase-1 (MIAO; RAJAN;
ADEREM, 2011). A piroptose € um processo de morte celular fundamental no inicio
da formacéo da placa, visto que como primeiro mecanismo de defesa o organismo
tenta diminuir a quantidade de células inflamatorias no local da lesdo, encaminhando
estas para a piroptose (XU et al., 2018). Corroborando com nossos achados, Lee et
al encontrou que pacientes com lesGes ateroscleréticas iniciais apresentam um
aumento da expressdo do gene IL-16, enquanto que aqueles que apresentavam
lesGes graves nao apresentavam diferenca em relagéo ao controle (LEE et al., 2017).
Assim como em nossos achados, demonstrando que pacientes com lesdes iniciais

apresentam uma maior expresséao do IL-18.

3.3 PERFIL DE EXPRESSAO GENICA DO VDR NA ATEROSCLEROSE

A andlise realizada pelo método 2-22¢t comparando o grupo de pacientes com
aterosclerose e o controle, identificou que individuos com aterosclerose apresentam
0 gene VDR 13.62 vezes menos expresso em relacdo aos individuos saudaveis,

dados estatisticamente significativos com valor de p=3,342e16.
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Grafico 7: Grafico demonstrando o perfil de expresséo do gene do Receptor da Viramina D
(VDR) em pacientes com aterosclerose (DCV) e individuos saudaveis (CDC). * Valores
estatisticamente significativos (p<0,05).

Expressdao Génica do VDR na Aterosclerose

VDR

-6 DCV
-8 CDC

Fonte: o autor, 2018.

3.3.1 Perfil de Expresséo do VDR e os Graus de Lesdes Ateroscleroticas

Ao comparar a expressao génica do VDR entre os diferentes graus de leséo
aterosclerdtica e os individuos saudaveis, verificou-se que pacientes com lesfes
graves expressam este gene -31.51 vezes que os individuos saudaveis (p=6,024e19).
Quando comparada a expressao do VDR em pacientes com lesdes iniciais com 0s
mesmo individuos controles, também observa-se uma menor expressado desse gene
em -8,48 vezes (p=3,737e1Y).

Quando comparada a expressao do VDR entre os diferentes graus de leséo
(graves vs. iniciais) foi possivel verificar que pacientes com lesdes graves apresentam
-3,71 vezes niveis de mMRNA do VDR quando comparados aos pacientes com lesées

iniciais (p=0,007).



Gréfico 8: Grafico apresentando niveis de mMRNA do gene VDR de acordo com o grau de lesédo
aterosclerética, CDC: Controles. * Valores estatisticamente significativos (p<0,05).
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Fonte: o autor, 2018.

Grafico 9: Grafico comparando niveis de mRNA do gene VDR de pacientes com lesdes
ateroscleréticas graves vs. aqueles com leses iniciais. * Valores estatisticamente significativos

(p<0,05).
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Fonte: o autor, 2018.
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3.3.2 Perfil de Expressdo Génica do VDR

A VD3 atua por meio da ligagéo ao seu receptor, o VDR, e desta forma realiza
diversas atividades da cardioprotecéo, desde a manutencéao de um perfil lipidico mais
favoravel ao individuo até a modulacao do sistema imune (KASSI et al., 2013). Nossos
resultados mostraram uma diminuicao significativa dos niveis de mMRNA do VDR em
pacientes com aterosclerose, comparado a individuos saudaveis. Verificamos ainda
que pacientes com lesdes mais graves apresentam menor expressao deste gene
guando comparados aos pacientes com lesdes iniciais. Corroborando com nossos
achados, estudos realizados em macacos por Schnatz et al., em murinos por Gupta
et al. e Schmidt et al., verificaram o mesmao perfil de expressao génica, no qual quanto
maior e mais grave a extensdo da lesdo aterosclerética, menor a expressédo do VDR
(GUPTA et al., 2012; SCHMIDT et al., 2012; SCHNATZ et al., 2012).

Nossos resultados reforcam a importancia da vitamina D e do VDR na inibicéao
do desenvolvimento da placa aterosclerética e na progressdo da lesdo. Os
mecanismos pelos quais atua a vitamina D na prevencao a leséo aterosclerotica ainda
nao estdo bem esclarecidos. Entretanto, a sua atuacao desde a inibicdo dos fatores
de risco ao desenvolvimento desta patologia como a diabetes, hipertenséo e
dislipidemia, até a atuacdo na imunomodulacdo da formacéo da placa aterosclerética
aumentando a resposta Th2 e inibindo Th1l, alterando o fenétipo do macrofago de M1
para M2 ou ainda modulando a ativagdo do inflamassoma deixam claro o papel
fundamental desta molécula e do seu receptor na cardioprotecdo (AWAD; ALAPPAT;
VALERIO, 2012; KASSI et al., 2013; LI, 2012; OH et al., 2009; STRANGE; SHIPMAN;
RAMACHANDRAN, 2015; TULK et al., 2015).

O motivo pelo qual individuos com aterosclerose apresentam menor expressao

deste gene ainda né&o foi solucionado. N&o esta claro se a menor expressao do gene
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contribui com o desenvolvimento da aterosclerose, ou se ha uma repressao da
expressao deste gene como consequéncia da aterosclerose. A primeira hipétese é a
mais aceita, visto que a propria vitamina D é quem regula a expressao do VDR
(WANG; ZHU; DELUCA, 2012) e a deficiéncia deste horménio é considerada uma

pandemia (HOLICK et al., 2011).

3.4  ANALISES SOROLOGICAS
3.4.1 Niveis Séricos da IL-1B

Usando a metodologia do ELISA foram dosados os niveis séricos da citocina
IL-18 em pacientes com aterosclerose (n=40; 820,2pg/mL) e individuos controle
(n=20; 863,6pg/mL). ApoOs realizacdo do teste de normalidade e do teste paramétrico
T-Student, ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa entre os grupos

(p=0,281).

Grafico 10: Grafico apresentando niveis séricos de IL-1B em pacientes com aterosclerose (DCV) e
individuos saudaveis (CDC).
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Fonte: o autor, 2018.
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Quando realizada a estratificacdo do grupo de pacientes de acordo com a
gravidade da lesdo aterosclerética, também ndo foi possivel observar diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos de pacientes com lesdes graves (n=20;
847,9pg/mL), iniciais (n=20; 792,5pg/mL) e o grupo controle (n=20; 863,6pg/mL), com
valores de p=0,374 (graves vs. iniciais), p=0,790 (graves vs. controles), p=0,091

(iniciais vs. controles).

Grafico 11: Grafico apresentando niveis séricos de IL-1B de acordo com o grau de progressao da
lesdo aterosclerdtica.
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Fonte: o autor, 2018.

3.4.2 Niveis Séricos da IL-1B e Aterosclerose

A IL-1B é uma citocina pro-inflamatéria que para desempenhar seu papel requer
uma pré-ativacdo pela caspase-1 (MIAO; RAJAN; ADEREM, 2011). Nossos
resultados mostraram que 0s niveis séricos dessa citocina apresentavam-se menores

em pacientes com lesdes iniciais quando comparado aos casos mais graves e aos
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controles, entretanto os dados nao foram estatisticamente significativos (p>0,05). Os
resultados encontrados por Lee et al. os quais foi verificado menor niveis séricos de
IL-18 em pacientes com lesdes iniciais (LEE et al., 2017), corroboram com nossos
achados, entretanto também n&o obtiveram significancia estatistica na analise. Os
inumeros fatores que influenciam os niveis séricos desta citocina dificultam a
interpretacdo dos resultados, com isso mais estudos sdo necessarios para investigar

seu perfil de ativacdo na aterosclerose e na progressao da lesao.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Nesse estudo nos avaliamos como apresentavam-se as diferentes vias de
ativacdo da piroptose na aterosclerose e na progresséao da lesédo, assim como o peffil
de expresséo do VDR.

Em nosso trabalho foi relatado pela primeira vez 0 aumento da expressao do
gene NLRC4 em pacientes com aterosclerose ressaltando a importancia deste gene
na resposta inflamatéria e adicionando um papel na formacéo da placa aterosclerética.

O aumento da expressao do NLRP1 o ressalta como um importante marcador
frente ao inicio da formacédo da placa aterosclerética, visto que esse encontra-se mais
expresso nas fases iniciais da aterosclerose. Assim como o IL-78 que se destaca
também na fase inicial da leséo.

Os resultados encontrados nesse trabalho da expressdo do VDR frente a
aterosclerose e a progressdo da placa sdo de extrema importancia para o

entendimento de como a VD atua na cardioprote¢ao.
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