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César-Gomes, CJ. Analise dos mecanismos pré-inflamatorios do &cido
arico soluvel: efeito sobre proteinas sensiveis a modulacéo redox e sobre
a polarizacao de células THP-1 [tese (Doutorado em Bioquimica e Biologia
Molecular) ]. Sdo Paulo, Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo; 2021.

Vérios estudos epidemioldgicos estabelecem correlacédo positiva entre 0s niveis
de acido arico sérico e o aumento do risco para doencgas cardiovasculares.
Fatores dietéticos e socioeconémicos, além da presenca de comorbidades estao
diretamente associados aos niveis séricos de acido Urico. Paises desenvolvidos
apresentam maior incidéncia e prevaléncia da gota e alguns grupos étnicos sao
particularmente susceptiveis a hiperuricemia. Cristais de &cido Urico séo
descritos por iniciar e perpetuar resposta inflamatoria, e sinalizar um padrao de
resposta molecular associado ao dano (DAMP), permitindo a diferenciacao de
macrofagos para perfis pro-inflamatérios. Por outro lado, os efeitos do acido
arico em sua forma soluvel ainda carecem de estudos. Macréfagos derivados de
precursores monociticos apresentam diferenciacdo especifica e respondem a
um conjunto de fatores extrinsecos, resultando em perfis distintos, um fenébmeno
conhecido como polarizacdo. Assim, os macréfagos podem ser classicamente
ativados para uma resposta Thl (T helper 1) e polarizados a um perfil pro-
inflamatorio (M1, resposta Thl) ou a um perfil alternativo e oposto, um perfil de
resolucdo da inflamacdo (M2, resposta Th2, T helper 2). Nesse sentindo,
buscamos analisar os efeitos do acido urico soluvel sobre vias de modulacao da
polarizacdo fenotipica de macrofagos e modificagdo redox. Utilizamos a
linhagem monocitica humana THP-1, a qual foi diferenciada em macrofagos-
simile por acetato miristato de forbol (PMA; 5 ng.mL™) por 48 h, seguidas da
incubacdo com acido urico em meio ausente de tidis e soro fetal bovino por 8h
ou 24h (0-1000 pM). A expresséo de fatores de transcricdo e marcadores de
polarizacéo foi realizada através de citometria de fluxo, western-blotting e por
microscopia de fluorescéncia com alto conteddo de imagens (HCI). Em
concentracOes fisioldgicas, verificamos que o acido urico solavel regulou
positivamente a frequéncia de células para receptor manose CD206, um
marcador classico de perfil alternativo/M2 e regulou negativamente a expressao
oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), um marcador M1, sugerindo inicialmente
uma modulacao para o perfil de polarizacdo M2. Além disso, as proteinas redox-
sensiveis, heme oxigenase-1 (HO-1) e tiorredoxina (Trx) tiveram sua expressao
reduzida e aumentada, respectivamente, pelo tratamento com acido arico. Os
fatores de transcricdo Nrf2 e STAT3 tiveram regulacdo negativa apos a
exposicdo ao acido Urico sollvel. Os resultados apresentados nesta tese
sugerem uma funcao do urato no priming de macréfagos através da alteracéo da
polarizagdo destas células.

Palavras-chaves: acido urico soluvel, polarizacdo de macrofagos, macréfago M1,
macrofago M2 e proteinas redox sensiveis.



César-Gomes, CJ. Analysis of the pro-inflammatory mechanisms of soluble
uric acid: effect on redox sensitive proteins and THP-1 cell polarization
[thesis (ph.D in Biochemistry and Molecular Biology)]. Sdo Paulo, Instituto de
Quimica, Universidade de Sao Paulo; 2021.

Several epidemiological studies have established a positive correlation
between high serum uric acid levels and increased risk for cardiovascular
diseases. Developed countries have a higher incidence and prevalence of gout
and some ethnic groups are particularly susceptible to hyperuricemia. Although
hyperuricemia is a prevalent condition, it has still controversy biological
consequences. Uric acid crystals are described as capable of initiating and
perpetuating inflammatory responses, by activating the damage-associated
molecular response pattern (DAMP) cascade, allowing macrophage
differentiation to inflammatory profiles. In spite of that, biological response to
soluble uric acid are not completely understood. Monocyte-derived macrophages
respond to a set of extrinsic factors that result in different profiles and can be
polarized to a proinflammatory (M1) or anti-inflammatory (M2) profile. In this
thesis, we analyzed the effects of soluble uric acid on redox-modulated pathways
and the phenotypic polarization of macrophages. We used human monocytic
THP-1 cell line, differentiated into macrophage by phorbol myristate acetate
(PMA; 5 ng.mL-1) for 48 h. After differentiation, cells were incubated with soluble
uric acid in medium without thiols and fetal bovine serum for 8 h and 24 h (0-1000
uM). The expression of transcription factors and polarization markers were
assessed by flow cytometry, western-blotting and fluorescence microscopy with
high content imaging (HCI). At physiological concentrations, soluble uric acid
positively regulated the frequency of cells for mannose receptor CD206, a classic
marker of the anti-inflammatory M2 profile and negatively regulated the inducible
nitric oxide synthase (INOS) expression, a proinflammatory M1 marker,
suggesting that the soluble uric acid changes the polarization profile to M2 profile.
In addition, the redox-sensitive proteins heme oxygenase-1 (HO-1) and
thioredoxin (Trx) had their expression decreased and increased, respectively,
after exposure to urate. STAT3 and Nrf2 transcription factors were down-
regulated upon soluble uric acid exposure. The results presented in this thesis
suggest a role of uric acid in macrophage priming through the alteration of cell
polarization.

Keywords: soluble uric acid, macrophage polarization, M1, M2, redox sensitive
proteins.
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1. Introducéo

1.1 Acido Urico

O &cido drico, CsHaN4O3 (7,9-dihidro-1H-purina-2,6,8(3H)triona), € um
componente heterociclico obtido como produto final do metabolismo de purinas
em humanos e primatas superiores (Mandal & Mount, 2015; Ridi & Tallima,
2017). Um &cido fraco (pK1=5,4), o acido urico circula predominantemente como
ion desprotonado sob condi¢des fisiologicas e se apresenta como componente
de baixa solubilidade, alcancando o limite em fluidos extracelulares de 0,42
mmol/L em humanos higidos (Figura 01) (Chhana et al, 2015; Matrtillo et al, 2014,
Li et al, 2019). Acumula-se no plasma em concentracao que pode variar de 1,5
a 6,0 mg.dL! (90 a 360 uM) e 2,5 a 7,0 mg.dL* (150 a 420 uM) em mulheres e
homens saudaveis respectivamente. Em concentracdes superiores, torna-se um
fator de risco para a formacgédo de cristais e desenvolvimento da inflamacéo

asséptica (Li et al, 2019; Kang & Johnson, 2020).
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Figura 01: Acido urico e a formacdo do urato monossodico. Em pH fisiolégico (7,4) a
37°C, a forma ibnica predomina. O urato pode combinar com ions Na* presentes nos
fluidos plasmaticos e em maior quantidade formando o urato monossadico, e precipitar,
formando cristais. Adaptado de Martillo et al (2014).

Essa disfuncdo é resultado de uma acentuada producdo de acido Urico

em orgdos como o figado, intestinos e musculos, por secre¢do renal defeituosa,
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ou ambas. Aproximadamente 90% dos casos de hiperuricemia sdo decorrentes
de prejuizos das funcdes renais (Richette & Bardin, 2010). Algumas pesquisas
descrevem que a hiperuricemia esteja associada a defeitos nas funcdes das
proteinas responsaveis pelo transporte do acido urico, tal como transportador de
urato do tipo 1 (SLC22A12/URAT1), e o transportador de glicose
(SLC2A9/GLUT9), membro 2 da subfamilia G de transportadores de cassete de
ligacdo de ATP (ABCG2) e transportadores de anions organicos (OAT, do inglés)
(Doring et al, 2008; Dalbeth et al, 2016; Martinon, 2009; Matsuo et al, 2009; So
& Thorens, 2010). Ademais, fatores locais e individuais como temperatura, pH,
estresse mecanico, componentes da cartilagem, quantidade de ions Na* séricos
sdo essenciais para nucleacdo, formacdo e deposicdo de cristais de urato
monossodico e o desenvolvimento de uma hiperuricemia sintomatica e artrite

gotosa.

A artrite gotosa é uma condicdo da hiperuricemia prolongada, sendo
caracterizada pela formacdo de cristais de urato monossodico no espaco
articular e periarticular, em especial, a 12 articulagdo metatarsofalangeana, dorso
do pé e joelhos. Esses cristais desencadeiam uma severa e auto-limitada
resposta inflamatéria (Chhana et al, 2015; Martillo et al, 2014). E a artrite
inflamatoria mais comum em adultos. Crises agudas se resolvem em um periodo
dentro de 7-10 dias, e intercala periodos assintomaticos, os chamados periodos
intercriticos. Essa condicao sustentada por longo periodo de tempo pode resultar
em mais frequentes e severas crises e podem atingir membros superiores e
outras articulagbes resultando em uma poliartrite Na auséncia de terapia e
tratamento para reducdo de niveis circulantes de &acido Urico, lesdes

granulomatosas podem ser formadas ao longo de anos em areas de acumulo de
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cristais de urato monossaodico, formando tofos (So Bursil et al, 2018, Dalbeth et
al, 2019). A descricdo do metabolismo oxidativo de purinas e formacao do acido

arico esta ilustrado na Figura 02.
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Figura 02: Metabolismo de purinas e sintese do &acido drico. Representacao
esquematica do metabolismo das purinas para a sintese do acido Urico como produto
final em humanos e primatas superiores.

A hiperuricemia é classicamente definida pela elevacédo de urato sérico
além do limite de solubilidade de 6,8 a 7,0 mg.dL, na auséncia de episédios de
inflamagé&o por cristais, é caracterizada como assintomatica (Boss & Seegmiller,
1979; Khanna et al, 2012; Bursill et al, 2019, Joosten et al, 2020). Apesar de ser

uma condi¢cao modificavel e ser considerada um fator de risco independente para
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inflamacéo (Kono et al, 2010), artrite gotosa (Kuo et al, 2015; Dalbeth et al, 2016;
Oh et al, 2019), doencas cardiovasculares (Fang & Alderman, 2000; Feig et al,
2008; Tanaka et al, 2017; Rahimi-Sakak et al, 2019; White et al, 2016),
hipertensao (Ali et al, 2019; Johnson et al, 2003; Perlstein et al, 2006), diabetes
(Banduru & Shankar, 2011; Xiong et al, 2019), sindrome metabdlica (Soltani et
al, 2013), doenca renal (Kang & Nakagawa, 2005), problemas neurologicos
(Fang et al, 2013), alteracGes de comportamento (Sutin et al, 2014), neoplasias
(Fini et al, 2012) e aumento da mortalidade (Cho et al, 2018; Meisinger et al,
2008; Storhaug et al, 2013) existem descri¢cdes na literatura que colocam que
pelo menos metade da capacidade antioxidante sérica humana advém do urato
(Ames et al, 1981; Proctor, 1970) e que a manutencdo de altos niveis dessa
molécula estd associada a uma resposta adaptativa conferida ao longo da
evolucdo (Johnson et al, 2003; Johnson & Rideout, 2004; Johnson et al, 2008;

Chang, 2014; Johnson et al, 2018).

A presenca do é&cido urico como produto final do metabolismo de
nucleotideos purinicos em mamiferos superiores se deve ao fato de que
mutacdes independentes introduziram codons de parada prematuros (cédons 33
e 187) ao gene da uricase ou urato oxidase (EC 1.7.3.3). Além disso, a presenca
de um sitio de splicing aberrante ao transcrito permitiu uma consequente perda
gradual da funcionalidade do gene (Wu et al, 1989; Wu et al, 1992). Por presséo
seletiva, a evolucéo permitiu que acido urico fosse o produto final dessa via em
primatas superiores, devido a auséncia da uricase, confere uma vantagem como
um sistema antioxidante alternativo ao ascorbato (Figura 02) (Ames et al, 1981;
Frei et al, 1989). Ainda, hipotetiza-se que o acumulo gradativo em fluidos

extracelulares do &cido urico possibilita a manutencédo da pressao arterial em
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situacdes de dietas de baixo consumo de sal e permitiu a condicéo bipede aos
hominideos durante o periodo Mioceno (Mazzali et al, 2001; Mazzali et al, 2002;
Watanabe et al, 2002; Johnson et al, 2003; Johnson & Rideout, 2004; Johnson

et al, 2008; Johnson et al, 2018).

Sua descricdo como antioxidante se deve ao seu baixo potencial de
reducdo (E°= 0,59 V) e, devido a sua alta concentracdo no plasma, €
considerado o principal antioxidante de baixo peso molecular neste fluido. O
urato é capaz de reduzir radicais livres através da doacdo de um elétron ou
outros oxidantes por dois elétrons. Ainda, sua regeneracdo e estabilidade no
plasma, inibe a reacdo de Fenton através de sua capacidade de quelar ions
metalicos como Fe*3, Fe*?, Cu*? e Cu* e reagir com radicais hidroxila (Becker,
1993). A oxidacdo por um elétron por radicais livres ou catalisada por heme-
peroxidases converte o anion de urato em radical urato. Isso pode levar a uma
reacdo em cadeia de radicais livres ou gerar outros oxidantes como o
hidroperéxido de urato (Figura 03). Nesse caso, tem-se o0 papel pré-oxidante do
acido urico (Meotti et al, 2011; Patricio et al, 2015; Silva et al, 2018; Turner et al,

2018).

Estudos descrevem que as propriedades antioxidantes do acido urico nao
estéo relacionadas aos seus efeitos sobre células inflamatorias e na inflamacao
(Alberts et al, 2019; Grainger et al, 2013; McLaughlin, 2014). Uma tese publicada
em 2014, McLaughlin descreve que monocitos obtidos de voluntarios
hiperuricemicos apresentam sintese diminuida de citocinas pro-inflamatorias
(Interleucina-1p, IL-1B e o fator de necrose tumoral, TNF) e aumento da sintese

da Interleucina-10, IL-10, uma citocina anti-inflamatoria, frente a exposicao de
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LPS ex vivo. O autor identificou duas vias de sinalizagdo envolvidas nas
propriedades do acido urico soltvel sobre a supresséao de fenétipo de mondcitos:
reducdo da ativacdo da MAPK e da via do NF-kB (McLaughlin, 2014). Estudo
prévio do mesmo grupo também apresentou resposta similar em cultura de
monacito frente ao desafio do LPS (Grainger et al, 2013). Também foi descrito
por estimular e modificar resposta funcional do endotélio vascular (Papezikova
et al, 2013). Ademais, a maturacdo e diferenciacdo de macréfagos ocorre
durante o estado de inflamacdo da gota (Martin et al, 2011) e em cultura de
macréfagos ex vivo capaz de promover troca de perfil polarizacdo fenotipica
guando associado ao LPS (Melchor et al, 2014). Apesar do extenso conjunto de
dados sobre os efeitos do acido urico em células inflamatorias, os exatos alvos
moleculares responsaveis pelo priming e ativacdo ainda ndo estdo

estabelecidos.
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Figura 03: Mecanismo de oxidacdo do &cido urico e formacdo de intermediarios
oxidantes como o radical urato e hidroperoxido de urato. Apos doar um elétron, o radical
de urato pode retornar a acido Urico ao abstrair um elétron do ascorbato. Uma cascata
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de reacéo de radicais livres pode acontecer caso o radical urato n&o seja reduzido pelo
ascorbato. Ao doar um segundo elétron, o radical de urato € oxidado a desidrourato.
Alternativamente, este radical pode combinar-se ao anion radical superdxido para
produzir hidroperéxido de urato até sua oxidacdo completa a alantoina. Adaptado de
Turner et al (2018).

1.2. Polarizacdo de Macroéfagos e heterogeneidade

Macrofagos atuam em uma diversidade funcfes na imunidade inata e
adaptativa. Apresentam, ao menos, trés funcdes basicas para a manutencéao da
homeostase: fagocitose, apresentacdo de antigenos, e secrecao de citocinas.
Macrofagos sdo derivados de precursores monociticos e respondem a um
conjunto de fatores extrinsecos que os influenciam na expresséo de proteinas
regulatorias e de superficie, apresentando um chamado estado de polarizacéo
celular. O conceito é referente a caracteristicas fenotipicas em um dado tempo
e espaco expressando caracteristicas proteicas e funcionais em relacdo a
inflamacédo (Murray et al, 2014; Murray, 2017).

A literatura divide essas subpopulacdes com funcdes diametralmente
opostas, em dois subtipos: macrofagos classicamente polarizados M1 sao
caracterizados como macrofagos pro-inflamatérios com alta habilidade de
producéo de citocinas pro-inflamatérias que medeiam a resisténcia a patdégenos,
tém alta capacidade microbicida, producédo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (ROS/RNS), sdo ativados por componentes bacterianos como LPS
isolado ou em combinagao com citocinas que desencadeiam reposta imune de
linfécitos Thl, entre elas, interferon-gamma (IFNy). Estes macréfagos séo
caracterizados pela alta expresséo de interleucina-1p8 (IL-1B), IL-6, IL-12, IL-23 e
fator de necrose tumoral (TNFa) e oxido nitrico sintase induzivel (INOS). Eles

podem ser identificados pela presenca de moléculas do complexo de
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histocompatibilidade classe Il (MHC II), CD68, CD80 e CD86, SOCS3 e INOS
(Barros et al, 2013, Martinez & Gordon, 2014).

Ja4 macrofagos classicamente polarizados M2 sao caracterizados por
resposta anti-inflamatoria e sdo induzidos por citocinas produzidas por células
do tipo linfécitos Th2 tais como IL-4, IL-10 e IL-13. Macréfagos M2 séo
caracterizados pela expressao de receptores de manose CD206 e CD163 e
producdo de citocinas IL-6, IL-10 e TGFB, um fator de transformacgido de
crescimento. Além disso, macréfagos M2 sao caracterizados pela baixa
expressado da iNOS e IL-12. Funcionalmente, atuam na resolucédo da inflamacéao,
apresentam alta capacidade fagocitica e de pré-angiogénese e atuam no
remodelamento tecidual. S&o encontrados também no microambiente tumoral
(Mosser & Edward, 2008; Murray, 2014; Murray, 2017; Sica & Montovani, 2012;
Gordon & Martinez, 2010).

Macréfagos M1 e M2 sdo também caracterizados pelo metabolismo
energético diferencial (Biswas et al, 2013; Mehta et al, 2017). Atualmente, o
espectro de classificacdo € ampliado e engloba mais subclasses para o perfil de
ativacdo M2 (Figura 04; Tabela 01). Macrofagos humanos nao-polarizados (M®
ou MO) podem ser reconhecidos pela expressao do fator 1 estimulador de
colénias de macréfagos/CD115, a integrina aM/CD11b e pela expressao
CD16"9"/CD14I°% e ndo apresentam expressdo de marcadores inflamatdrios

(Montovani, 2006; Murray et al, 2014; Yunna et al, 2020).
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Figura 04: Perfis de polarizacdo de macrofagos derivados de mondcitos. Retirado de
Cui & Liu (2015).

Outros perfis sao descritos na literatura, entre eles, o Mox (Kadl et al,
2010; Chinetti-Gbaguidi et al, 2015; Fraternale et al, 2015). Macréfagos Mox
podem ser obtidos a partir da exposicdo de fosfolipidios oxidados. Sao
caracterizados pela regulacdo de genes ligados a resposta ao estresse e
homeostase redox, incluindo a ativacdo do Nrf2, e apresentam regulacdo dos
genes envolvidos na atividade antioxidante como Hmox1, Srxnl, Txnrdl e Gsr
(Glutationa dissulfeto redutase). Além disso, macréfagos Mox expressam alguns
marcadores inflamatorios tais como IL-1B e cicloxigenase-1 (COX-1), via
ativacdo do TLR2. Em lesbes de aterosclerose, esses macrofagos

compreendem 30% do total de macréfagos em placas com menor atividade

fagocitica e quimiotatica (Kadl et al, 2010).



Tabela 01: Caracteristicas de subtipos de macréfagos em humanos
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Fenétipo | Classificagao tradicional Estimulo(s) Marcadores
IL-1B, TNF, IL-6, IL-12, IL-23,
M1 Pro-inflamatério, ativado Citocinas Th1 (IFNy, TNF, IL-1B) CXCL10, CXCL11, CD®68,
classicamente e/ou LPS, ou GM-CSF CD86, CD80, MHC I, IL-1R,
TLR2, TLR4, iNOS, SOCS3
CD206(MR), SR, IL-1Ra, fator
Anti-inflamatério. ativado Citocinas Th2 (IL-4, IL-13), Xllla, CD200R, CCL18,
M2a alternativam:ente infeccdo fungica e/ou Estabilina-1, CD163, MHC I,
helmintica TGM2, DecoyR, IL-1R II,
CCL17, CCL22, CCL24
M2b | Ativado alternativamente C.omblnagoes de complexos IL-10M, IL-12'°
imunes e/ou IL-1B ou LPS
M2c | Ativado alternativamente ”'_.10' 76 F._B .e/ou MR
glicocorticoides
M2d | Ativado alternativamente IL-6, LIF, Adenosina VEGF
M4 N/A CXCL4 MMP7, S100-A8, MR
Mox N/A Fosfolipidios oxidados HO-1, SRXN1, TrxR1, Nrf2
M(Hb) N/A Complexos de Hem.oglobina e CD163, MR
Hepatoglobina
Mhem N/A Heme CD163, ATF-1
HA-mac N/A Complexos de Hemoglobina e CD163", HLA-DR®

Hepatoglobina

Abreviagdes: ATF-1, Fator de transcri¢do-1 dependente de AMP ciclico; CXCL4, Quimiocina 4; DecoyR, Hi, high; HLA-DR
(Human leukocyte antigen DR isotype); LIF, fator inibidor de leucemia; Lo, Low ; MHC, complexo principal de
histocompatibilidade 1I; MR, receptor de manose; MMP7, Matriz de Metaloproteinase-7; N/A, ndo se aplica; SOCS,
supressor de sinalizagdo de citocina; SR, receptor scavenger; SRXN1, Sulfirredoxina-1; TGM2, transglutaminase 2; TrxR1,
Tiorredoxina redutase-1; VEGF, fator de crescimento endotelial vascular. (Adaptado de Chinetti-Gbaguidi et al, 2015;
Duluc et al, 2007; Roszer, 2015)
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1.3 Vias de sinalizagcao de proteinas redox sensiveis

1.3.1. Nrf2

O fator nuclear eritréide 2 relacionado ao fator 2, Nrf2 (Nuclear factor erythroid
2-related factor 2), € um fator de transcricdo redox sensivel, codificado pelo gene
NFE2L2, auto- e hetero-induzivel, pertencente a familia de Cap’n’collar (CNC),
subfamilia de fatores de transcri¢éo de ziper de leucina basica (bZIP). A familia CNC
€ caracterizada pela presenca de 43 aminoacidos conservados na por¢ao N-terminal
no dominio de ligacdo ao DNA. Em vertebrados, essa familia compreende o fator
p45 NFE2 (Nuclear factor erythroid-derived 2), o Nrfl, Nrf2 e o Nrf3. Classicamente,
essas proteinas atuam na resposta ao estresse e sinalizam resposta génica em
regides reconhecidas como elementos de resposta, promovendo a ativacao
coordenada transcricional para um conjunto de enzimas antioxidantes e proteinas
com funcédo de detoxificacao (Sykiotis & Bohmann, 2010; Wakabayashi et al, 2010).

O Nrf2, membro da familia CNC mais estudado, em humanos é uma proteina
de 605 residuos de aminoacidos definida pela presenca de sete dominios estruturais
conservados, os dominios Neh (Nrf2-ECH Homology) e apresenta distintas funcdes
para o funcionamento como fator de transcricdo redox sensivel: Neh1 é um dominio
com a estrutura de ziper de leucina basica em que se dimeriza com as proteinas
sMaf [small Maf (musculoaponeurotic fibrosarcoma) protein], o dominio Neh2,
dominio que permite a ligacdo do Nrf2 a proteina repressora, o Keapl (Kelch like
ECH-associated protein 1); o dominio Neh3 fornece estabilidade a estrutura e possui
o dominio de transativacao e de recrutamento-helicase. Neh4 e Neh5 atuam como
dominios de transativacéo e se ligam aos elementos de resposta ao AMP (CAMP

Response Element Binding Protein, CREB) e ao RAC (receptor-associated
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coactivator); possui atividade histona acetil-transacetilase. O dominio Neh6 regula
negativamente o Nrf2 através dos motivos DSGIS e DSAPGS, motivos de ligacdo ao
B-TrCP1 (E3-ubiquitina, uma E3-ubiquitina ligase contendo sequéncias repetidas de
B-transducina). O dominio Neh7 medeia a repressdo do Nrf2 pelo receptor de

retinoide-alfa (RXRa) através de uma interac&o fisica (Figura 05) (Canning et al,

2015).
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Figura 05: Representacdo esquematica dos dominios estruturais do Nrf2 e Keapl. A
sequéncia superior representa o fator de transcrigdo Nrf2 humano, o qual compreende uma
estrutura de sete dominios Neh (Nrf2-ECH Homology). O dominio Neh1 é o dominio com a
estrutura CNC/bZIP [human Cap’n’collar(CNC)-basic region leucine zipper (bZIP) protein]
responsavel pela ligacéo e dimerizagdo com as proteinas sMaf e essencial para a ligacéo
aos elementos de resposta antioxidante (ARE, antioxidant response element); o dominio
Neh2 é responsavel pela interacdo com o Keapl através dos motivos DLG e ETGE,
apresenta sete residuos de lisina representados na figura por seu simbolo/letra K, alvos de
ubiquitinacdo; Neh3, Neh4 e o Neh5 sdo dominios de transativacéo; Neh6 é um dominio rico
em serina e regula a estabilidade do Nrf2. Neh7 interage com receptor de retinoide-alfa
(RXRa). DLG e ETGE sao motivos de ligagédo ao Keapl; DSGIS e DSAPGS s&o motivos de
ligacdo ao B-TrCP1 (ndo representado). A sequéncia inferior representa a proteina
repressora do Nrf2, a Keapl (Kelch-like ECH associated protein 1) e seus quatro dominios:
o dominio BTB [Broad complex, Tramtrack, and Bric-a-Bric (BTB) domain] representa o
dominio de dimerizacdo do Keapl e de recrutamento Culina 3-ubiquitina E3 ligase. As
regides de repeticdo Kelch e a porcdo C-terminal (CTR) participam da estabilidade de
motivos DLG e ETGE ao Nrf2. Adaptado de Tonelli et al (2018) e Hayes & Dinkova-Kostova
(2014).
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Em condi¢fes basais, a expressao constitutiva do Nrf2 € mantida na auséncia
de indutores e sua concentracdo se mantém baixa gracas a atividade de
poliubiquitinacdo e degradacgéo proteossomal mediada pelo Keapl (a meia-vida do
Nrf2 dentro célula varia de 10 a 30 minutos). O Keapl (Kelch like ECH-associated
protein 1), € uma proteina adaptadora do substrato também redox-sensivel, uma E3
ubiquitina ligase, em que duas moléculas de Keapl estdo ligadas aos motivos
estruturais ETGE e DLG do dominio Neh2 do Nrf2. Ambos os motivos se ligam
individualmente a um bolséo hidrofébico no dominio DC (double glycine repeat and
C-terminal) do Keap-1 e os residuos de lisina (K) entre os dois motivos séo alvos da

ubiquitinacdo (Ma, 2013; Suzuki & Yamamoto, 2015) (Figura 06).
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Figura 06: Sinalizacdo do Nrf2-Keapl. Adaptado de Hiebert & Werner (2019).

Essa interacdo do homodimero-Keapl a uma molécula do Nrf2 garante a
manutencado de um pool constitutivo necessario para iniciar uma resposta a presenca
de indutores (eletréfilos e oxidantes). Mediante inducdo, residuos de cisteinas-

sensores do Keap-1 sdo oxidados o que resulta na sua instabilidade e perda de
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atividade E3 ligase, desligando-o do Nrf2. O Nrf2 desligado migra para regiao nuclear
e dimeriza com proteina sMaf (sMafF, sMafG, sMafK). O dimero Nrf2-sMaf
reconhece e se liga a regides de sequéncia consenso (varidvel) para elementos de
resposta ao Nrf2, a sequéncia ARE (5-NTGAG/CNNNGC-3’, Antioxidant Response
Element) apresenta localizados em sitios regulatérios dos promotores de genes
permitindo a transcricdo de genes, principalmente da classe Il (Suzuki & Yamamoto,
2015; Canning et al, 2015; Tonelli et al, 2018). O significado biolégico do Nrf2 esta
associado principalmente a resposta antioxidante através da codificacdo de genes
da classe | (citocromo CYP p450) e classe Il (enzimas de detoxificacéo e proteinas
com propriedades antioxidantes) em que a sua ativacao desencadeiam as seguintes
fungbes: aumento dos niveis de tidis celulares, da atividade da via das pentoses
fosfato e sintese de NADPH (Tebay et al, 2015), aumento da expressao de
receptores ligados a exportacao e transportadores de resisténcia a drogas. O fator
também acentua o reconhecimento, o reparo e remocao de proteinas danificadas, e
vias de reparo no DNA (Espinosa-Diez et al, 2015; Jayakumar et al, 2015), regulacéo
de outros fatores de transcricdo como NF-kB e via de autofagia (Morgan & Liu, 2011,
Komatsu et al, 2010; Wakabayashi et al, 2010), modificacdo de expressao de fatores
de crescimento, receptores e chaperonas moleculares (Xu & Huang, 2020; Pajares
et al, 2018). Além de inibir a inflamacéao através da inibicdo da sintese de citocinas
(Kobayashi et al, 2016). Ainda, ha descri¢cdes do envolvimento do Nrf2 em processos
de regulacdo da diferenciacdo e proliferacdo hematopoiética e desenvolvimento,
porém nao é essencial (Chan et al, 1996; He et al, 2020).

Os principais genes regulados pelo Nrf2 estdo atrelados a resposta
antioxidante, entre eles: a NAD(P)H quinona oxirredutase 1 (NQO-1), a glutamato-

cisteina ligase (GCLC), sulfiredoxina(SRXN1) e a tiorredoxina redutase 1
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(TRX/TXNRD1), heme oxigenase-1 (HO-1/ HMOX1), glutationa S-transferase e
enzimas da sintese de glutationa (GSH) (Ma, 2013). No entanto, na revisdo desta
tese nos atemos a mais detalhes as enzimas Trx e HO-1 por ser foco de interesse

desta pesquisa.

1.3.1.1. Tiorredoxina/Trx

A tioredoxina (Trx), 12 kD, proteina ubiquamente expressa desde Archea até
0 mais evoluido dos cordados, € uma enzima que atua em diversos processos de
regulacao e sinalizacdo redox através de reacfes de reducédo de dissulfeto. As Trxs
sdo caracterizadas pela presenca de trés residuos conservados de prolina, em que
um deles é localizado no motivo CGPC entre as cisteinas cataliticas. Essa enzima
esta presente, principalmente no citossol e nas mitocdndrias, onde atua catalisando
reacoes de reducdo de outras enzimas como as Peroxirredoxinas (Prxs, EC
1.11.1.15), além de atuar na reducdo de oxidantes como o peroxinitrito, protegendo
outras proteinas da oxidacdo e, consequente inativacdo (Nakamura et al, 2005;
Collet & Messens, 2010). O sistema Tiorredoxina consiste da proteina Trx, da Trx

redutase (TrxR) e do NADPH. A figura 07 ilustra a via de reducao pela Trx.
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Figura 07: Reacéo catalisada pela Trx: o esquema representa o fluxo de elétrons em que a
Trx reduz proteinas oxidadas com elétrons advindos do NADPH, via Tiorredoxina redutase
(TrxR). Adaptado de Collet & Messens (2010).
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1.3.1.2. Heme oxigenase-1

A heme-oxigenase-1 (HO-1, EC 1.14.99.3), 32 kD, uma das enzimas
reguladas pelo Nrf2, € enzima microssomal codificada pelo gene HMOX1, induzivel
pelo estresse e catalisa a quebra do grupo heme em biliverdina e posterior bilirrubina.
A reacdo envolve a clivagem oxidativa do grupo heme da hemoglobina (Fe-
protoporfirina-1X), catalisada pela HO-1, para gerar biliverdina, a qual é convertida
rapidamente para bilirrubina pela biliverdina redutase. Ocorre liberagao de ferro livre
e monoxido de carbono (CO) em quantidade equimolar (Figura 08). Esse processo
é reversivel e a oxidacdo da bilirrubina por espécies lipofilicas resulta na formacao
de biliverdina, a qual pode ser reduzida novamente (via NADPH), perfazendo um
ciclo (Stocker & Perrela, 2006; Naito et al, 2014).

Produtos advindos da atividade da HO-1 s&o caracterizados como moléculas
de citoprotecdo por possuir propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes
(Abraham & Kappas, 2008). A bilirrubina € um scavenger de radicais peroxila
(Hatfield & Beclay, 2004) e o CO é envolvido na regulacao positiva da interleucina-
10 (IL-10) e antagoniza os efeitos do receptor de IL-1 (IL-1R), uma citocina pro-
inflamatdria (Piantadosi et al, 2011). IL-10 é uma citocina anti-inflamatéria que ativa

a sinalizacdo da STAT3 (Ricchetti et al, 2004).
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Figura 08: Degradacédo enzimatica do grupo heme. Adaptado de Moussa et al (2019).
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1.3.2 NF-kB

O fator nuclear kappaB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated
B cells, NF-kB/Rel) compreende uma familia de proteinas diméricas estruturalmente
relacionadas e conservadas evolutivamente entre os eucariotos, porém ausentes em
algumas espécies (Waterhouse et al, 2007; Gonzalez-Crespo & Levine, M., 1994).
Sua primeira descri¢ao foi publicada em 1986 por Ranjan Sen e David Baltimore em
gue descreve uma proteina de localizacdo subcelular variavel (nucleo-citossol),
presente em linfocitos B imaturos e que se ligava a uma sequéncia consenso variavel
de 9a 11 bp do DNA (5-GGGRNWYYCC-3'), o chamado sitio kB como um enhancer
para a transcricao de cadeia leve de imunoglobulina (Sen & Baltimore, 1986).

Em mamiferos, a familia dos fatores de transcricdo NF-kB reune cinco
polipeptidios-membros: a p50, p52, p65 (RelA), c-Rel e RelB (Figura 09A)
codificados pelos genes NFKB1, NFKB2, RELA, REL e RELB respectivamente. Essa
familia partilha um dominio de dimerizacdo (na regido RHD), uma sequéncia de
aproximadamente 300 aminoacidos na porcédo N-terminal. A classificacéo realizada
por Nabel & Verma (1993) subdivide essas proteinas em duas subfamilias/classes,
de acordo com a presenca do dominio kKB (dominio de ligagao ao DNA ou sitio kB),
localizada na por¢cdo C-terminal: a subfamilia Rel [c-Rel, RelB, RelA (aka p65),
Drosophila Dorsal e proteinas Dif] e as subunidades p105 e p100 ainda imaturas,
correspondentes a subfamilia NF-kB, as quais passam por processamento via
sistema ubiquitina-proteassoma e geram as subunidades menores NF-kB1(p50) e
NF-kB2(p52) maduras, ao eliminarem a porg¢ao C-terminal (sequéncia de repetidas
Anquirinas) (Figura 09A). Todas as proteinas da subfamilia Rel podem formar
dimeros (homo- ou heterodimeros), com exce¢cdo do RelB. Entretanto,

heterodimeros sdo mais frequentes na natureza, devido a proximidade de cargas
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opostas em residuos préximos no cerne hidrofébico no dominio de dimerizacédo na
porgdo C-terminal, sendo energeticamente mais favoravel a sua formacéao (Chen et
al, 1998; Nabel & Verma,1993; Gilmore, 2006; Perkins, 2007).

A presenca do dominio de homologia Rel (RHD) permite a dimerizagao,
translocacdo por importagdo nuclear (via a sequéncia de localizagao nuclear, NLS)
e ligacao seletiva ao sitio kB. Dimeros ao se ligarem ao sitio kB (em promotores e
enhancers) de genes-alvos regulam a transcri¢cdo e o recrutamento de co-ativadores
el/ou co-repressores. O dominio de transativacao (TAD) atua como regulador positivo
de expressédo génica e esta presente apenas na RelA/p65, c-Rel e RelB. A caréncia
dessa regido permite a regulacdo génica negativa, a ndo ser que a p50 e/ou p52
esteja associada a outro mondmero que apresente essa sequéncia. Embora os
dominios TAD e RHD sejam independentes, ambos apresentam modificacbes pos-
traducionais podendo afetar as intera¢gdes com o sitio de ligagao kB (Hoffmann et al,
2006; Hayden & Gosh, 2008).

A diversidade das combinacfes de dimeros permite a regulacao de variados
genes a partir de interagdes e seletividade com sitios kB especificos em promotores
e enhancers através de estimulos discretos. Das quinze combinacdes de interacdes
diméricas possiveis matematicamente, apenas doze foram identificadas em
organismos vivos. As principais combinac¢des encontradas séo os arranjos p50-p50
(NF-kB1-NF-kB1), p65-p65 (RelA-RelA), p50-p65 (NF-kB1-RelA), c-Rel-c-Rel, p50-
p65-IkB (NF-kB1-RelA-1kB) (Hoffmann et al, 2006). A literatura descreve o
heterodimero p50/p65 genericamente apenas como NF-kB, considerando-o como o
principal mediador da resposta imune em mamiferos e também associado ao
desenvolvimento secundario de 6rgaos linfoides e o mais frequente biologicamente

(Huang et al, 1997). Estruturalmente, o NF-kB/Rel se assemelha a forma de uma
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“borboleta” quando ligada ao sitio kB formando o complexo NF-kB-DNA (Chen et al,
1998) As diferencas na sequéncia de aminoacidos da p50 e p65 explicam a
estabilidade de dimerizacdo. Os residuos-chave envolvidos nesse processo estao
descritos na Figura 09B-C.

Em condi¢Bes basais e sem estimulo (estado inativo), na maioria das células,
0 heterodimero p50-p65 esta localizado no citossol e aprisionado nessa regido
através da ligacdo ndo-covalente a uma proteina inibidora do NF-kB, o IkB. Ainda
em mamiferos, as trés principais formas possiveis de ligacdo podem acontecer com
os inibidores do tipo IkBa, IkB e IkBg, porém IkBa € o inibidor mais frequente. A
ativacao dessa via de sinalizacdo é altamente regulada e dependente da degradacao
desses inibidores com translocacdo dos heterodimeros do citossol ao nucleo. Um
diverso conjunto de sinais pode disparar a sinalizacdo para o NF-kB. Pahl (1999)
descreve 150 ativadores e genes-alvos regulados pelo NF-kB e a maioria participa
da resposta imune a inflamacao (principalmente genes de resposta primaria como
sinalizacdo TNF e IL-13) e ao estresse (entre eles a NOS2 e a ciclooxigenase, COX-

2).
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Figura 09: Familia de NF-kB em mamiferos (A), cinco proteinas séo transcritas pelo
genoma em mamiferos (p50, p52, p65, c-Rel e RelB). Cada uma das subunidades contém
um dominio de homologia Rel (DHR), esse consiste de dois dominios, um dominio N-
terminal (NTD) e um dominio de dimerizacdo (DimD), ligado por uma alca curta flexivel ao
dominio C-terminal também flexivel, contendo uma regido de sinal de localizagdo nuclear
(L). As subunidades p65, c-Rel e RelB apresentam um dominio de transativacédo (TAD) e a
cauda C-terminal integra. LZ representa regiéo de ziper de Leucina; G representa sequéncia
rica em Glicina; em (B) a representa a conformacdo em fita da regido RHD quando
complexada a estrutura do DNA. As figuras C e G representam a estrutura do complexo NF-
KB1-RelA-DNA, duas subunidades do NF-kB B1/p50 (em verde) e RelA/p65 (em vermelho).
(E) representa os dominios de dimerizacdo e os aminoacidos-chaves responsaveis pela
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interacdo. A representacdo da estrutura de fita é vista abaixo da hélice do DNA e o cerne
hidrofébico (posicao longitudinal em C, transversal em G). Adaptado de Huxford & Ghosh
(2009) e Chen et al (1998).

Ao se ligarem a esses receptores de superficie (receptores do tipo Toll, TLRs,
receptores de citocinas e receptores de antigenos como TCR, receptor de célula T
e TCB, receptor de células B) promovem uma resposta intracelular facilitada pela
presenca de proteinas adaptadoras TRAF e/ou RIP para o dominio citosoélico do
receptor, recrutando o complexo quinase IKK (composto pelas subunidades
cataliticas, IKKa e IKKB e duas moléculas do dominio regulatério, NEMO, NF-kB
essential modifier/modulator, ou ainda descrita como IKKy). Esse complexo,
especialmente a subunidade catalitica IKKB, fosforila residuos de serina nas
posi¢des 32 e 36 do IkBa conduzindo-o0 a ubiquitinacdo e consequente degradacao.
Desligado de seu inibidor, o dimero transloca para o nucleo e se liga a sequéncia kB
[ou enhancer(s)] para uma resposta celular transiente e ciclica como outros fatores
de transcri¢céo constitutivos (Figura 10). Embora a atividade do NF-kB seja induzivel
na maioria das células, ele pode ser detectado na sua forma constitutiva, como
proteina nuclear em linfécitos B, macrofagos, neurénios e células tumorais (Perkins,
2007; Tanaguchi & Karin, 2018; Oeckinghaus & Ghosh, 2009).

Ja a via de sinalizacéo nao-classica (ndo-candnica) é ativada por um conjunto
menor de ativadores/receptores de sinais (linfotoxina B, LT[3; fator ativador de células
B e ligantes para o CD40) e resulta na ativagdo da subunidade catalitica IKKa e da
quinase indutora do NF-kB (NIK), seguida da fosforilagdo da p100 pela subunidade
alfa do IKK. O processamento para a sua forma madura em p52 leva a dimerizacao
com o mondmero RelB (p52-RelB) e ativagdo de sitios kB distintos. A via ndo-
canbnica esta atrelada ao desenvolvimento de orgaos linfoides secundarios

(Gilmore, 2006; Perkins, 2007; Hayden & Gosh, 2009). Os mecanismos de
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terminacdo da sinalizacdo do NF-kB é ainda é pouco compreendido, ou mesmo,
como na sua forma ativa, o complexo NF-kB-DNA é reprimido. Entretanto, sabe-se
que a regulagdo negativa da familia NF-kB se da através modificagbes pos-
traducionais como acetilacdes, fosforilacbes e ubiquitinagdo de componentes
essenciais a resposta de ativacéo e regulacdo negativa de fatores de transcricédo e
interferéncias de outras vias (Hayden & Ghosh, 2008; Pradere et al, 2016; Dorrington
& Fraser, 2019).

O significado bioldgico dessa familia de fatores de transcri¢cdo est4 associado
a uma gama de acgbes pleotrépicas, envolvendo vias distintas de regulacdo a
resposta imune inata e adaptativa, e da inflamacéo. O NF-kB medeia processos de
morte celular por apoptose, adesédo, proliferacdo, resposta ao estresse,
remodelamento tecidual, angiogénese e metastase. Além disso, pode interferir em
vias de sinalizacdo atipicas que podem ser dependentes e independentes do

complexo IKK (Perkins, 2007, Hayden & Gosh, 2008).
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Figura 10: Via de transducéo de sinal do NF-kB. Na via canénica (classica), dimeros do NF-
kB1/RelA sdo mantidos no citoplasma por interacdo com duas moléculas kB independentes
(em geral, IkBa). A interagao do ligante ao um receptor de superficie do TNFa-R, IL-1 e os
ligantes dos receptores do tipo-Toll (TRL) e/ou engajamento de receptores de célulasBe T
recruta proteinas adaptadoras (TRAF e RIP) para o dominio citosélico do receptor. Esses
receptores, por sua vez, recrutam o complexo IKK que contém as subunidades cataliticas a
e B e duas proteinas sensoras (NEMO) diretamente nos adaptadores citoplasmaticos (em
virtude da atividade ubiquitina ligada a K63 de NEMO). Esse grupo de moléculas ativa o
complexo IKK, e por conseguinte, fosforila os residuos S32 e S36 promovendo o
desligamento do IkB e subsequente degradagao pelo proteossoma 26S. A via ndo-candnica
(ndo-classica) é ativada por linfotoxina (LT), ligante do receptor ativador kappaB (RANKL),
ligante do receptor CD40 e fator de ativacdo de células B da familia TNF (BAFF) e sua
atuacdo em uma funcdo essencial a inducdo de genes e estruturas relacionadas no
microambiente tumoral e desenvolvimento de 6rgaos linfoides. LPS pode atuar em
concentracdes discretas e induzir essa via ndo-classica. Adaptado de Taniguchi & Karin,
2018.

1.3.3 Janus Kinases e STATs

As Janus quinases (JAK) sdo transdutores de sinais conectadas a ativadores
de transcricdes (STAT). Compreendem uma das maiores vias de sinalizagao
conversora de sinal de citocinas e fatores de crescimento envolvidos na regulacéo
da proliferacéo e diferenciacdo de células imunes, apoptose e vias de sobrevivéncia

celular. As JAK/STATSs representam as vias de sinalizagdo com mecanismos mais
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conservados evolutivamente em metazoarios para diferentes grupos de citocinas e
ligantes, incluindo interferons (IFNs) e interleucinas, fatores estimuladores de col6nia
e hormonios (eritropoietina, hormoénio do crescimento e prolactina) (Bromberg &
Darnell Jr., 2000; O’shea et al, 2015).

As STATs compreendem uma familia de sete membros de fatores de
transcricdo latentes: a STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5(a/b) e STAT6
codificados por sete diferentes genes respectivamente, distribuidos em trés
diferentes cromossomas identificados em mamiferos: Statl e Sta4 estéo localizados
no cromossoma 2 (banda gq12 a ql13), Stat3, Statba, e Stat5b estédo localizados no
cromossoma 17 (banda gll-1 a g22), e Stat2 e Stat6 estdo localizados no
cromossoma 12 (banda gl3 a ql14-1), codificando proteinas com sequéncias de
~750-850 residuos de aminoacidos (Lim & Cao, 2006;).

As proteinas STATs compartilham cinco dominios estruturais e funcionais: (1)
dominio amino-terminal, um dominio coiled-coil, um dominio de ligacdo ao DNA
(DBD), dominio Linker (dominio de ligacdo), e um dominio de ativacdo SH2 (Sr2
Homology 2) (Darnell Jr., 1997; Lim & Cao, 2006). Embora as STATs apresentem
similaridade estrutural, cada membro apresenta um dominio de ativacao
transcricional (TAD) que atua como sensor a um conjunto de estimulos
extracelulares especificos (Kisseleva et al, 2002). O dominio N-terminal esta
envolvido com a translocacao nuclear e ativagdo; o dominio coil-coiled (bobina em
espiral) apresenta a ativacdo da via por fosforilagcdo de tirosinas; o dominio DBD
facilita o reconhecimento das STATs as sequéncias consenso nos promotores dos
genes; o dominio Linker conecta o dominio DBD ao dominio de ativacéo e regula o

processo de transcricdo; e o dominio SH2 atua no recrutamento de STATSs para 0s
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receptores de citocinas, e a ligacado da STAT a JAK (JAK-STAT) (Rébé et al, 2013;

Hirano et al, 2000) (Figura 11).

STATs 1(1)0 1 1 4(?0 5(|)0 600 700 850
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1C—/7 CBP-p300 —/3
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Figura 11: Estrutura das STATs. Retirado de Darnell Jr. (1997).

O modelo de ativacdo da via depende de uma série de trés fosforilacdes
realizadas pelas JAKs através de uma interacdo ndo-covalente para receptores
especificos. A dimerizacao/oligomerizacdo causada pela fosforilacdo leva a
oposicao estrutural da JAK e a transforilacdo de residuos de Tyr, liberando sua
atividade catalitica intrinseca desencadeada pela ligacédo da citocina ao receptor. A
via candnica de ativacdo da JAK/STAT se inicia pelo recrutamento das STATSs pelas
JAKs através pela fosforilagdo de um unico residuo de Tyr localizados no dominio
SH2 da STAT (em torno do residuo 700). Uma vez fosforilada, sdo desligadas do
receptor e translocam para o nucleo. No nucleo, esses fatores reconhecem suas
sequéncias consenso e regulam uma variedade de genes (Levy & Darnell Jr, 2002).

Na via candnica, o estimulo pelas citocinas como IL-6 e IL-10, leva a
fosforilacdo do residuo (Y705) da STAT3 pela JAK, com ativacdo, dimerizacdo e

entrada no nucleo, ligando-se a sequéncia consenso GAS (TTC/ANNNG/TAA) ou
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(AGTTTCNNTTCNCI/T) (Figura 12). STAT3 é realizada por IFNs ou por fatores de
crescimento, ou mesmo, pela ativacdo de receptores como 0 receptor de
crescimento epidérmico (EGFR, um proto-oncogene tirosina quinase), ou ainda, pela
via de sinalizacdo MAPK/ERK que regula a expressao de genes envolvendo a
proliferacdo celular, ocorre a diferenciacéo especifica e a promoc¢ao de uma resposta
inflamatoria (Shuai & Liu, 2003).

A ativacdo ndo-candnica da STAT3 pode ocorrer através da fosforilacdo do
residuo S727, sendo regulada por meio da PKC, MAPKs e CDK5. Enquanto a
fosforilacdo da Y705 € essencial para sua dimerizacdo e translocacdo nuclear, a
fosforilacdo do residuo S727 é necessaria para alcancar a maxima resposta da
ativacdo da STATS3 (Lufei et al, 2007; Schuringa et al, 2001; Wen & Darnell Jr, 1997).
A desativacdo desta via pode acontecer através da acetilagdo do residuo K685
(Hirano et al, 2000; Yu et al, 2014). Para outras STATS, a regulacdo negativa e a
inativagdo acontecem principalmente através de proteinas contendo dominio SH2
induzivel por citocina (CIS), reguladores de supressdo de citocinas, as SOCS
(suppressors of cytokine signaling), proteina de ligacdo a JAK (JAB), inibidor de
STAT induzido por STAT (SSI), proteina de inibidora de STAT ativada (PIAS) e
fosfatases, ou pela via ubiquitina-proteassoma. Essas proteinas impedem a ativagéao
(fosforilacdo) da STATs (Lim & Cao, 2006).

A importancia e o significado biolégico da STAT3 estéo atrelados a resposta
de imunossupressédo, ao ambiente tumoral e a polarizacao de células para perfis M2

(Rébé et al, 2013).
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Figura 12: Sinalizagédo da JAK/STAT3. Adaptado de Yu et al (2014).
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2. Justificativa

A polarizacdo de macréfagos é um processo regulado por muitas vias de
sinalizacédo e pelo microambiente, envolvendo vias de sobrevivéncia e de viabilidade
celular em que a concentragcdo e tempo de exposicdo a esses sinais definem um
padrdo de expressdo fenotipico (Fraternale et al, 2015). Os macréfagos séo
regulados por uma diversidade de sinais metabdlicos e imunoregulatérios local e/ou
sistémico que influenciam suas condicdes basais e de respostas aos sinais de dano,
entre esses sinais esta o acido urico (Shi et al, 2003). Embora seja bastante descrito
na literatura que metabdlitos sollveis influenciem a resposta de polarizacdo de
células fagociticas, pouco é sabido como essas moléculas atuam e modulam a
resposta inicial de ativacéo a inflamacéo em macréfagos e a resposta imune primaria
(priming), além da participacéo de via redox-sensiveis nesse processo (Deng et al,
2013; Sobotta et al, 2015; Glass & Natoli, 2016).

Reconhece-se que o acido Urico estd envolvido em uma multiplicidade de
doencas inflamatérias como artrite gotosa, sindrome metabdlica, doencas
cardiovasculares e neurolégicas (Dehlin et al, 2020; Foster et al, 2020; Proctor, 2008;
Borghi et al, 2017; Pakpoor et al, 2015). Entretanto, ainda existem muitas lacunas na
literatura sobre os mecanismos pelos quais o acido urico modula a resposta
inflamatoria. Esta tese visa contribuir na elucidacdo de vias de polarizacdo
deflagradas pela exposicdo ao &acido urico soluvel em linhagem de células

diferenciadas em macrofagos.



47

3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral
Este trabalho tem por objetivo analisar os efeitos do &acido Urico solluvel sobre
proteinas sensiveis a modulacdo redox e de marcadores de polarizacdo de

macrofagos in vitro.

3.2. Objetivos Especificos

. Analisar o perfil de marcadores de polarizacdo de macréfagos pelo tratamento com
acido urico na sua forma soltvel por citometria de fluxo e Western-blotting;

. Avaliar o perfil de citocinas liberadas pelos macrofagos apds a exposi¢ao ao acido
arico na sua forma soluvel por citometria de fluxo;

. Investigar as possiveis vias de sinalizacao redox e inflamatoria na polarizacao de
macréfagos por Western-blotting e por microscopia de fluorescéncia com alto
contetdo de imagens (HCI);

. Analisar a viabilidade celular ap6s a incubacdo com acido urico.
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4. Materiais & Métodos

4.1 Reagentes & Anticorpos

Todos os reagentes utilizados deste estudo foram obtidos do fabricante
Sigma-aldrich/Merck (Reino Unido). A tripsina 0,25% foi obtida de LGC Biotecnologia
(BR30045-01), Cotia, Brasil. O kit BD Bead Array (CBA) Inflammatory Human
Cytokines (Catalogo No. 551811) foi utilizado para quantificacdo de citocinas no
sobrenadante de cultura de células. A descricdo de todos os anticorpos utilizados

neste trabalho esta localizada na Tabela 1 abaixo.



Tabela 02. Lista de Anticorpos Primarios, Conjugados e Secundarios utilizados
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Especificidade Clone/Clonalidade Isotipo Hospedeiro Fabricante N° Cat.
Arginase-1 sléarg/Monoclonal 1gG1, K Mouse Invitrogen #14-9779-82
B-Actina mAbcam 8226 /Monoclonal 1gG1 Mouse Abcam ab8226
Actina Policlonal I1gG Rabbit Sigma-aldrich A2103
Caspase-1 Policlonal 1gG Rabbit Abcam ab17820
CD11b EPR1344/Monoclonal 1gG Rabbit Abcam ab133357
CD14-EITC MEM-15/Monoclonal 1gG1 Mouse EXBIO IF-293-T100
3G8/Monoclonal 1gG1 Mouse EXBIO IP-646-025
CD16-PE
CD29/Intergrina B1 LM609/Monoclonal 1gG1 Mouse Millipore-Merck MAB1976
CD36 Policlonal IgG Rabbit Abcam ab78054
CD40 Policlonal I1gG Rabbit Abcam ab58391
CD45-PE-Cy7 HI30 (RUO)/Monoclonal 1gG1, Mouse BD Pharmingen™ 557748
CD68 KPI/ Monoclonal IgG1, K Mouse eBioscience #14-0688-82
Invitrogen
CD8O-FITC 2D10.4 /Monoclonal IgG1, K Mouse eBioscience #11-0809-42
Invitrogen
CD163 GHI/61/Monoclonal 1gG1, Kk Mouse BioLegend #333602
CD206 15-2/Monoclonal 1gG1 Mouse Abcam ab8918
HO-1 HO-1-1/Monoclonal 1gG1 Mouse Abcam ab13248
. Clone 6/iNOS/NOS Tipo . . .
iNOS/NOS I(RUO)/ Policlonal 1gG2a Rabbit BD Pharmingen 610333
Lamina B1 Policlonal IgG Rabbit Abcam ab16048
LC3 Policlonal 1gG Rabbit Sigma-aldrich L8918
NF-KB p65 (c-20) Policlonal IgG Rabbit Santa Cruz sc-372
Biotecnology
Nrf2 EP1808Y/Monoclonal IgG Rabbit Abcam ab62352
PDI Policlonal I1gG Rabbit Sigma-aldrich P7496
Peroxiredoxin-1/Prx-1 3G5/Monoclonal 1gG1 Mouse Abfrontier LF-MA0214
Peroxiredoxin-2/Prx-2 Policlonal 1gG Rabbit Sigma-Aldrich R8656
Peroxiredoxin-4/Prx-4 9A3/Monoclonal IgG Rabbit Sigma-Aldrich 07-612
p62 SQSTM1/p62 Monoclonal IgG2a, K Mouse Abcam ab56416
STAT3 124H6/Monoclonal 1gG2a Mouse Cell Signaling #9139
SOCS3 1B2/Monoclonal 1gG1, k Mouse Thermo Fisher 37-7200
Thioredoxin/TRX Policlonal 1gG Rabbit Abcam ab26320
H -
Anticorpo sec. (Conjugado) Clone/Clonalidade o::);?:;w/ Reatividade Fabricante N° Cat.
Anti-Mouse IgG (Fab specific)- . . .
Peroxidase antibody produced Policlonal Goat/IgG Mouse Sigma-aldrich A9917
in goat
Anti-Rabbit IgG (whole Policlonal Goat/IgG Rabbit Sigma-aldrich A0545
molecule)HPeroxidase
Goat anti-Mouse 1gG (H+L) .
Highly Cross-Adsorbed, Alexa Policlonal Goat/IgG Mouse Ther.r'r10F.|s_her A-11029
Scientific
fluor 488
Goat anti-Rabbit IgG (H+L) ThermoFisher
Cross-Adsorbed, Alexa Fluor Policlonal Goat/IgG Rabbit o A-21244
Scientific
647
HRP Goat Anti-Rabbit IgG Policlonal Goat/IgG Rabbit Vector Laboratories PI-1000

Antibody (Peroxidase)
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4.2 Cultura & diferenciacao celular

Células de linhagem de leucemia monocitica (THP-1) foram obtidas do Banco
de Células do Rio de Janeiro (THP-1; BCRJ, Rio de Janeiro, Brasil) e mantidas em
ambiente umidificado a temperatura controlada a 37°C com 5% CO2 em meio
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (Vitrocell Embriolife, Campinas, Brasil)
suplementado com 20% (v/v) de soro fetal bovino inativado, SFB (Vitrocell &
Embriolife, Campinas, Brasil) e 60 pg.mL* de Penicilina (Sigma-aldrich, P3032), 100
ug.mL? de Estreptomicina (Sigma-aldrich, S9137) estéril, pH=7,4. As células foram
mantidas em cultura em densidade 2 a 4 x 10° células.mL! em garrafas plasticas de
cultura (75 ou 175 cm?) e utilizadas por até 12 semanas apés o descongelamento.

As células THP-1 foram diferenciadas em macréfagos-simile (1 x 10°
células.mL?) utilizando 5 ng de 12-miristato-13-acetato de forbol (PMA, Sigma-
Aldrich, codigo 524400) por 48 h em placas de seis pocos de fundo chato (Figura 13)

(Corning Costar®) (Park et al, 2007).
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Figura 13: Morfologia de células THP-1 (Cell line: human leukemic monocyte) néo-
diferenciadas (a), diferenciadas ap6s 12 h (b), 24 h (c) e 48 h (d) em macréfagos-simile
por acetato miristato de forbol (PMA, 5 ng.mL™?). Células THP-1 crescidas em suspenséo
ja apresentam aderéncia ao plastico e caracteristicas morfologicas de macréfagos tipicos.
Imagens representativas de microscépio optico invertido (Nikon Eclipse TS100, 400x).

4.3 Tratamento com Acido Urico soluvel

Apo6s o periodo de diferenciacdo de 48 h anteriormente descrito, o meio RPMI
1640 em que as células THP-1 foram diferenciadas foi substituido por um novo meio
RPMI 1640 sem SFB e tidis [ (glutationa, metionina e cistina) Vitrocell & Embriolife,
Campinas, Brasil], suplementado com &cido Urico soluvel solubilizado em meio

basico (20 mM &acido urico e 40 mM NaOH) com as seguintes concentracdes finais:
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100 pM, 300 pM, 500 pM, 750 pM ou 1 mM, Sigma-Aldrich, U2625, lote
#BCBM5312V] por 8 h e/ou 24 h.

Para avaliar o fenotipo produzido pelo acido drico solavel, induziu-se um
controle positivo de polarizacao das células para o subtipo M1 (inflamatorio) e outro
controle para o subtipo M2 (anti-inflamatério). O subtipo M1-condicionante foi
produzido pela incubacédo com 1 ug.mL* de LPS (L6529, Sigma-Aldrich) + 20 ng/mL
de IFNy (713906, BioLegend). O subtipo M2a-condicionante foi produzido pela
incubagdo com 20 ng.mL de IL-4 (574006, BioLegend) (Kadl et al, 2010; Forrester
et al, 2018). Macrofagos néo-polarizados (M®) foram gerados a partir da
diferenciacéo por 48h com PMA, conforme descrito acima. Um grupo de células foi
tratado com tert-butil hidroquinona, tBHQ (20 uM), um ativador do fator de transcricdo
Nrf2 e utilizado como controle positivo de ativagéo desse fator de transcricéo (Imhoff
& Hansen, 2010). Um grupo controle em que as células foram mantidas em RPMI
1640 completo foi utilizado para identificar se a manutencéo das células por 24 h em

meio sem antioxidantes e sem SFB afetaria as vias que estavamos estudando.

4.3 Ensaio de Citometria de Fluxo

Apos a diferenciacdo e os tratamentos descritos acima, as ceélulas foram
lavadas com tampao fosfato salina (137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCI, 4,3 mM de
Na2HPO4-7H20, 1,4 mM de KH2POa4, pH=7,4) e descoladas das placas de cultivo
usando uma solugéo de 5 mM de EDTA dissolvido em tampé&o fosfato-salina/5-10
minutos. As células que permaneceram aderidas foram gentilmente descoladas
usando raspador de células, centrifugadas a 400xg por 10 minutos e fixadas em
solucéao tamponada de paraformaldeido 4%, pH 7,2 (Sigma-Aldrich, cat. n° 158127)

em temperatura ambiente por 30 minutos. Sitios de ligacdes inespecificas (Fc) foram
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bloqueados utilizando solugéo 4% SFB (Vitrocell Embriolife, Campinas, Brasil) em
PBS, pH=7,4 em temperatura ambiente por 30 minutos.

Para deteccdo de marcadores de superficie e proteinas intracelulares, as
células foram incubadas com os anticorpos primarios e/ou conjugados overnight
(tempo minimo de incubacgédo 16 h) sob leve agitacdo. Os anticorpos utilizados para
caracterizar os perfis de diferenciacéo foram: anti-CD14-FITC (1:10), anti-CD16-PE
(1:10) e anti-CD11b (1:100); anti-CD45-PerCP-Cy7 polarizagéao para M1 foram: anti-
iINOS (1:100), anti-CD80-FITC (1:20), anti-CD86-PE-Cy5 (1:20), anti-SOCS3
(1:500), anti-CD68 (1:100); ou polarizacéo para M2 foram: anti-CD206 (1:100), anti-
CD163 (1:50), anti-CD36 (1:100) e anti-CD40 (1:200). Outras proteinas foram
incluidas neste estudo para verificar a possivel regulacdo produzida durante o
tratamento de acido Urico e fendtipos hibridos: anti-HO-1 (1:100) (Naito et al, 2014),
anti-Tiorredoxina/TRX (1:200) (Kadl et al, 2010), anti-STAT3 (1:200) (Koscé et al,
2013; Sobotta et al, 2015) anti-Nrf2 (1:100) (Kadl et al, 2010), anti-Prx1(1:500) e anti-
Prx2 (1:500) (Valero et al, 2015).

As amostras foram analisadas em um sistema acustico de citometria de fluxo
composto de quatro cores e trés lasers, Attune® Acoustic Focusing Cytometer (Life
Technologies, Thermo Scientific). As voltagens de fluorescéncia e limites foram
ajustadas utilizando-se células ndo marcadas para cada grupo. Forward Scatter
(FSC) e Side Scatter (SSC) foram utilizados para identificar populagdes, medir
granulosidade e tamanho das células. A autofluorescéncia foi determinada no canal
de fluorescéncia BL-1 (laser azul, excitacdo 488 nm, emissdo 530/30). A
imunofluorescéncia foi comparada com o0s respectivos controles ndo marcados ou

apenas marcada com anticorpos secundarios. Ao menos vinte mil eventos foram
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gravados para cada amostra. Todos os dados foram analisados pelo programa

FlowJo™, versdo 10.6.1 (tree Star Inc., Ashland OR, USA).

4.4 Dosagem de Citocinas

Para a quantificagdo de citocinas no sobrenadante foi utilizado método
multiplex de CBA que quantifica simultaneamente seis citocinas inflamatorias por
citometria de fluxo: Interleucina-13, Fator de necrose tumoral (TNFa), Interleucina-6
(IL-6), Interleucina-8 (IL-8), Interleucina-10 (IL-10) e Interleucina-12p70 (IL-12p70)
através do kit Cytokine Bead Array measurements, the Human Inflammatory
Cytokines (CBA) (Catdlogo No. 551811, BD Biosciences, San Jose, CA, USA) e
seguindo suas recomendacdes.

As células foram diferenciadas e tratadas conforme descrito nos itens 4.2 e
4.3, os sobrenadantes foram coletados e centrifugados (1500 rpm por 10 minutos, ).
Os sobrenadantes livres de células foram imediatamente congelados em gelo seco
e mantidos devidamente estocados a -80 °C até a andlise. Para a andlise, as
amostras foram imediatamente descongeladas e homogeneizadas. O método CBA
contém uma mistura de seis grupos de microesferas modificadas de carboxilato
associados a anticorpos monoclonais conjugados ao fluoréforo ficoeritrina (PE) e,
quando incubados com a(s) amostra(s)-teste, formam um sanduiche que emite
diferentes intensidades de fluorescéncia no canal vermelho. As analises foram
adquiridas em aparelho FACS Canto Il (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). A
curva de calibragcéo foi determinada por um padrdo de citocinas e apresentou um
limite de deteccdo de 20 pg.mL? a 5.000 pg.mL?. A fluorescéncia emitida pelo

complexo-sanduiche foi medida em quantidade minima de 300 eventos para cada
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amostra. Os dados foram analisados usando programa FCAP Array™, versao 3.0

(BD Biosciences, San Jose, CA, USA).

4.5 Fracionamento celular, enriguecimento nuclear e citosoélico

Para avaliar a abundancia relativa de proteinas fosforiladas e nao-fosforiladas
e o total de proteinas possivelmente reguladas pelo tratamento com o acido Urico
solavel, as amostras foram preparadas para obter as fracdes nuclear e citosélicas
enriquecidas. Para tanto, células tratadas com &cido urico soluvel foram lavadas com
PBS estéril aguecido (pH 7,4) e lisadas com tampéao de lise A [10 mM de HEPES
(pH 7,9), 10 mM de KCI, 0,1 mM de EDTA, 0,1 mM de EGTA, 1 uM de DTT] +
coquetel inibidor de protease (Cat. n. 11836153001, Roche®) com auxilio de um
raspador de células e mantidas no gelo por 15-30’. Em sequéncia, as amostras
receberam 17 puL de IGEPAL 10% e o lisado foi homogeneizado vigorosamente por
15 segundos. O lisado foi centrifugado por 800xg por 5 minutos a 4°C para separar
a fracdo citosolica. A fracédo citosoélica corresponde ao sobrenadante e foi reservada.
O precipitado restante foi suspendido em 65 pL de tampéao B [20 mM de HEPES (pH
7,9), 0,4 M de NaCl, 1 mM de EDTA, 1 mM de EGTA, 1 uM de DTT] ®), incubado
em gelo por 15 minutos e homogeneizado a cada 2 minutos/15”. A fracdo
enriquecida nuclear foi obtida apos a centrifugacéo de 15.000xg/5’ a 4°C.

Para a extracao proteica total, as células foram lavadas com PBS aquecido
para 37°C (pH=7,4) e raspadas com 80-100 pL de tampao RIPA (Tris-HCI 50 mM,
NaCl 150 mM, IGEPAL 1%, SDS 0,1% e deoxicolato de sédio 0,5%) + inibidor
completo de proteases (cat. n. 11836153001, Roche®), depois incubadas em gelo

por 15 a 30 minutos. As amostras foram centrifugadas por 20.000 xg/15’ a 4°C.
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4.6 Quantificacédo total de proteina

A concentragdo total de proteinas no lisado celular foi determinada pelo
método colorimétrico de Bradford (Bradford, 1976). Para a quantificacdo, foi
realizada uma de curva de calibrag&o (0 a 10 pg/mL) utilizando como proteina padrao

a albumina de soro bovino (BSA). A leitura da absorbancia foi realizada em 595 nm.

4.7 SDS-PAGE e Imunoblotting

As fracBes enriquecidas do nucleo e citossol obtidas das através do protocolo
descrito no item 4.5 foram separadas por eletroforese em gel de resolugcéo de 10-
15% de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) em voltagem constante (200 volts por
40 a 60 minutos) e transferidas para membranas de PVDF (cat#1620177, Bio-Rad)
utilizando método de transferéncia imida. As membranas foram bloqueadas em 5%
de leite desnatado (Molico®) em TBS-T (10 mM Tris—HCI, pH 7,5, 0,9% NaCl e 0,1%
Tween 20) por 2 horas. Os anticorpos primarios anti-B-actina (1:2000), anti-arginase-
1 (1:500), anti-caspase-1 (1:500), anti-LC3 (1:1000) anti-NF-kB p65 (1:250), anti-
STAT3 (1:1000), anti-Nrf2 (1:2000), anti-PARP1 (1:1000), anti-Prx1 (1:10.000), anti-
Prx2 (1. 10.000), anti-tioredoxina (1:1000) e anti-B1-Integrina (1:250) foram
incubados overnight em camera fria. As membranas foram lavadas trés vezes por
10 minutos com TBS-T e entdo incubadas respectivamente com o0 anticorpo
secundario (1:10.000) por 2 h. Os imunoblotings foram revelados por método ECL
(Clarity Western ECL Substrate kit, Cat#170-5061, Abcam).

O controle de carregamento foi verificado utilizando uma proteina ubiqua
estrutural actina (anticorpo anti-actina 1: 2.000, cédigo A2103) ou B-actina (1: 2.000,
codigo ab8226), ou ainda, normalizacdo com a coloracdo de Comassie atraves de

25-30 ug de extrato celular e/ou proteina purificada. O stripping das membranas foi
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realizado quando a proteina investigada apresentava peso molecular proximo a
proteina housekeeping de normalizacdo. O equipamento UVITEC 4.7 Cambridge foi
utilizado para a obtencdo das imagens. As membranas foram cortadas para a
montagem e combinacao de figuras. Todas as imagens das membranas de Western-

blotting foram analisadas pelo programa ImageJ®.

4.8 Ensaios de translocacao nuclear do NF-kB p65, Nrf2 e STAT3

As células foram diferenciadas e tratadas conforme descrito no item 4.2. Em
sequéncia, a cultura foi lavada com PBS aquecido em mesmo volume do meio
aplicado para diferenciagao (137 mM de NacCl, 2,7 Mm de KCI, 10 mM de Naz2HPOa4,
1,8 mM de KH2PO4, 1 mM de CaClz e 0,5 mM de MgCl, pH=7,4) e seguiu-se 0
protocolo padrdo de imunofluorescéncia para células fixadas. Brevemente, as
células foram fixadas com 4% PFA/PBS por 15 minutos, lavadas duas vezes com
PBS-glicina (0,1 M) por 5 minutos, e entdo permeabilizadas com 0,02% de Triton X-
100 por 10 minutos. Os receptores Fc foram bloqueados em tampéo 5% de BSA em
PBS por 30 minutos. Os anticorpos anti-NF-kB p65 (1:100), anti-STAT3 (1:200), anti-
Nrf2 (1:100) e anti-CD68 (1:100) ou a sonda faloidina-Alexa flior 488 (1:200,
A12379, Invitrogen) foram incubados overnight a 4°C, seguidos da marcacdo do
anticorpo secundario Alexa Fluor 488 ou Alexa Fluor 647 (1:400) por 2 h em
temperatura ambiente, seguidos da incubagcdo com 4’,6-diamino-2-phenylindole,
DAPI (0,5 pg/mL, D9542, lot. 097M4033V, Sigma-Aldrich) por 10 minutos.

O ensaio de imageamento e dados de microscopia de imunofluorescéncia por
triagem de alto desempenho baseado em conteddo de imagens [High-Content
Imaging (HCI), High-Content Cell Screening (HCCS), ou High-Throughput-Screening

(HTS), também descrito como Image Cytometry] foi obtido usando o aparelho IN Cell
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Analyzer 2200 (GE HealthCare, USA). Para cada poco investigado foram obtidas
oito imagens dos campos selecionadas automaticamente e adquiridas com uma
objetiva 40x em modo nado-confocal. As imagens foram avaliadas qualitativamente
para selecionar somente células ndo confluentes a fim de maximizar a incluséo para
andlise. Posteriormente, as imagens foram sequencialmente processadas para
produzir mascaras binarias das regides nucleares e citoplasmaticas definidas
através das regides de interesses (“‘ROI”). Essas regides foram definidas por
mascara de DAPI (canal azul) para regido nuclear, enquanto a regido citoplasmatica
foi definida pela subtragdo das méascaras dos canais vermelho e/ou verde da
mascara do DAPI pelo equipamento InCell Investigator v.1.6.1 Software (GE, USA).

As imagens foram organizadas e filtros de cor foram aplicados pelo programa Fiji®.

4.9 Ensaio de Apoptose e viabilidade celular

Macrofagos-similes tratados com &cido Urico soluvel apds 8 ou 24 h foram
descolados da placa de cultura com solucéao 0,05% de Tripsina/2 mM de EDTA-PBS
(sem Ca*? e Mg*?) e as células presentes no sobrenadante foram recuperadas por
centrifugacéo (1500 rpm/10 minutos, Universal 32 Hettich Zentrifiigen, Alemanha).
Em sequéncia, as células foram incubadas com anexina V-FITC e iodeto de propidio
(IP) seguindo recomendacbes do fabricante para deteccdo de apoptose
(Calbiochem, Cat. No. PF032, lot. D00159427) por citometria de fluxo (FACSCanto
Il Flow Cytometer, BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Células vivas viaveis foram
definidas como duplo-negativas para Anexina V e IP, células em estado de apoptose
como simples-positiva para Anexina V, células mortas por apoptose duplo-positivas

para Anexina V e IP.
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Para avaliar a citoxicidade, os niveis da enzima desidrogenase latica (LDH)
foram quantificados em sobrenadantes dessas culturas de células tratadas apés 24
h de tratamento com &cido Urico soluvel. Para isso, utilizamos um quite colorimétrico
para determinagao LDH, seguindo as recomendacdes do fabricante (Doles, Goiania,

Brasil, lote DHLA-3101).

4.10 Anélise Estatistica

Todos os dados sédo expressos como média + erro padrao da média. Para a
comparacao dos grupos experimentais foi utilizado andlise de variancia (ANOVA)
seguido do pos-teste de Bonferroni. P<0,05 foi utilizado para considerar as
diferencas significantes. GraphPad Prism® Software (verséo 5.0) e Excel (Windows,

2016) foram utilizados para a anélise dos dados.
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5. Resultados

5.1. Quantificacdo da desidrogenase latica (LDH) liberada em meio cultura
Para analisar a viabilidade celular da cultura de macréfagos-simile tratados
apenas com acido urico solavel em meio RPMI 1640 privado de SFB e tidis,
realizamos o ensaio de LDH. O método analisa, de modo indireto, através da
formacdo da enzima LDH a partir do piruvato, uma medida que indica dano a
membrana celular e possivel citoxicidade experimental. Nesse ensaio, avaliamos
apos 24 h de tratamento com &cido arico soluvel em sobrenadante, livre de células,
a quantidade de LDH formado. O resultado demonstrou que concentracées da LDH
foram significativamente reduzidos em concentracdes de tratamento com acido urico
solivel de 300-1000 pM. Entretanto, a concentracdo de 100 pM alcancgou
concentracdo superior ao controle ndo-tratado e foi significativo estatisticamente
(Figura 14). Consideramos avaliar a resposta de polarizacdo ao acido urico solavel

a partir dos resultados prévios obtidas pelo nosso grupo (Carvalho, 2017).
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Figura 14: Ensaio de viabilidade celular por ensaio calorimétrico de LDH em sobrenadante
apos 24 h de tratamento com &cido Urico soluvel (AUS).
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5.2. Acido Urico soltvel modifica a polarizacéo fenotipica de macréfagos

Inicialmente, buscamos identificar se o acido Urico solavel e em
concentracdes fisioldgicas, poderia alterar o perfil de polarizacdo de macrofagos.
Células THP-1 foram diferenciadas em macréfagos-simile por 48 h com PMA e
expostas por 24 h de tratamento com acido arico soluvel (0, 100, 300, 500 pM) em
meio de cultura especial (auséncia de tidis, de metionina e SFB). O acido Urico
aumentou a expressao do receptor de manose CD206. A porcentagem de células
positivas para CD206 foi 0,65 %, 43,7%, 86,2% e 94,51 % em células tratadas com
0, 100, 300 e 500 uM respectivamente (Figura 15a). Entretanto, o acido urico soluvel
diminuiu a expressdo da enzima heme oxigensase-1 e da enzima Oxido nitrico
sintase induzivel (INOS/NOS2). A frequéncia de células positivas para HO-1 foi de
96%, 97%, 96,9% e 2,62% (Figura 15b) e para iNOS foi 96%, 97%, 96,9% e 42,3%
(Figura 15c) em células tratadas com 0, 100, 300 e 500 uM respectivamente. CD11b
foi utilizado como controle positivo para o protocolo de diferenciacdo em macréfago
(Figura 15d).

Vérias outras proteinas foram analisadas por FACS: CD14, CD16, CD11b,
CD45 e CD68 foram utilizadas como marcadores globais de mondcitos e macréfagos
e como controle experimental. As proteinas STAT3, Nrf2, SOCS3, Trx, CD163,
CD80, CD36, CD40 foram utilizadas para caracterizar o perfil classico de
inflamacéo/M1 ou perfil anti-inflamatério/M2, ou ainda, um perfil hibrido adquirido
apos a exposicdo do acido Urico, porém o0s resultados obtidos com esses
marcadores ndo demonstraram diferenca de frequéncia (% células) entre 0os grupos
tratados com acido urico solavel [0 até 1000 uM] (resultados em dotplot estdo em
dados suplementares - parte I, Figuras A.1 a A.17; tabelas | a XVII — localizados no

Apéndice). As proteinas Prx1 e Prx2, sensiveis a modificagdo redox, também foram
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analisadas e ndo apresentaram modificacdo de expressao significativa ou variagao

na frequéncia dos grupos tratados.
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FIGURA 15: Acido urico soltvel promove polarizagdo de macréfagos apos 24 h de
tratamento. Analise de citometria de fluxo demonstra que marcadores de polarizacdo sao
regulados pelo acido urico solavel. a) CD206 apresenta aumento de expressdo de modo
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dose-dependente em concentracdes 0, 100, 300 e 500 uM, enquanto (b) HO-1 e (c) iINOS
apresentam reducédo da expressdo em concentragdes fisioldgicas de 500 uM; d) CD11b foi
utilizado como controle positivo experimental para fagdcito. NUmeros nos gréaficos
representam a frequéncia das populagdes, n=2.

Nés buscamos ainda avaliar o perfil de citocinas secretadas em cultura de
células tratadas com a forma soltvel do acido urico. As citocinas avaliadas foram IL-
12p70, TNF-qa, IL-8, IL-6, IL-10 e IL-1B8 ap6s 8 h e 24 h, de modo a confirmar e
caracterizar o perfil de polarizacdo adquirido pelas células. Uma pré-avaliacdo do
perfil de secrecdo de citocinas das células ndo-diferenciadas e diferenciadas com
PMA (macroéfago-simile) também foi realizada. Células THP-1 nao diferenciadas
apresentaram baixos niveis de secrecdo de citocinas inflamatorias. Entretanto,
células THP-1 diferenciadas apo6s 48 h apresentaram niveis elevados de IL-13 e IL-
8 (Figura 16). Esse padrao acentuado de expressao da IL-8 € encontrado em células
da linhagem THP-1 diferenciada com PMA e apresenta caracteristicas de ativacao
(Vitiello et al, 2004; Nishio et al, 2015). A avaliacéo do perfil de secrecao de citocinas
também foi realizado apds 8 h e 24 h de exposicédo ao acido urico e ndo houve um

padrao caracteristico (Figura 17 e 18), conferindo resultados inconclusivos.
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Figura 16: Expressao de citocinas obtidas do sobrenadante da cultura das células THP-1
nédo diferenciadas (THP-1) e diferenciadas (dTHP-1) com PMA (5 ng.mL™* por 48h). O ensaio
foi realizado através de um Kit multiplex para FACS para as citocinas 1L-12p70, TNF, IL-10,
IL-6, IL-1B e IL-8 em sobrenadantes livres de células. (n=1).
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Figura 17: Expressédo de citocinas obtidas do sobrenadante da cultura de células THP-1
diferenciadas com PMA e tratadas por 8 h com acido Urico soluvel apés 48 h de
diferenciacdo. O ensaio foi realizado através de um quite multiplex para FACS para as
citocinas IL-12p70, TNF, IL-10, IL-6, IL-18 e IL-8 em sobrenadantes livres de células. (n=03).
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Figura 18: Expressédo de citocinas obtidas do sobrenadante da cultura de células THP-1
diferenciadas com PMA e tratadas por 24 h com acido Urico soltvel. O ensaio foi realizado
através de um quite multiplex para FACS para as citocinas IL-12p70, TNF, IL-10, IL-6, IL-1B

e IL-8 em sobrenadantes livres de células. (n=03, para valores até 500 uM e n=01 para 0s
demais)
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5.3. Andlise da alteracdo da expressao de proteinas em lisado celular total
pelo tratamento com &acido Urico

Para confirmar através de outra técnica a expressao de proteinas envolvidas
na polarizagdo dos macréfagos, nos utilizamos Western blotting. Concentracdes
fisiologicas (300 a 500 uM) de acido Urico soluvel regularam negativamente a
expressdo da iNOS (Figura 19a) e da HO-1 (Figura 19b) apds 24 h de exposicao.
Apesar da expressédo da iINOS dos controles utilizados neste experimento se
apresentarem elevadas (0 uM= 0,234; dTHP-1=0,268), protocolos descrevem que a
expressdo da iNOS em células THP-1 diferenciadas se apresentam elevadas apés
a diferenciacdo em macréfagos por PMA, e ainda confere caracteristicas de
macréfagos ativados (Ozleyen et al, 2021).

Além disso, avaliamos também a expressdo da Arg-1 e da Trx. Nao
observamos diferenca de expressao da Arg-1, porém houve aumento da expressao
da Trx pelo tratamento com &cido Urico nas concentragdes de 100 a 750 uM (Figura
19b). Juntos, esses resultados demonstram que acido Udrico soluvel em
concentracdes fisioldgicas regula um conjunto de proteinas e reduz a expressao de
marcador classico de inflamacéo, INOS/NOS2 e a expressao da heme-oxigenase.
Ademais, aumenta a expressao da Trx, provavelmente através da regulacdo da

ativacado do Nrf2.
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FIGURA 19: Acido urico soltvel promove alteracdo da expressdo de proteinas apds 24
horas de tratamento. Imunoblots de lisado celular total. Em a) INOS/NOS2, marcador M1; b)
Arg-1/Arginase-1, marcador M2; HO-1, tioredoxina. B-actina foi utilizada como controle
interno de carregamento. Os nameros representam a densidade 6ptica (D.O.) e razdo D.O./
B-actina. As linhas representam o tratamento com &cido Urico soluvel (0-1000 puM Urato);
72h representa controle para meio completo RPMI 1640 (48 h de diferenciacdo com PMA +
24 h em meio completo novo sem PMA); tBHQ (tert-Butil-hidroquinona 20 uM, controle
positivo para Nrf2); M1 (IFNy/LPS, 20 ng/mL + 1 pg/mL) controle positivo para perfil de
ativacao classica M2 (IL-4), controle positivo para o perfil de ativacdo ndo-classica. dTHP-1
(THP-1 diferenciada com PMA).
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5.4. Analise da migracéo dos fatores de transcrigcdo Nrf2 e NF-kB para o
nucleo apds o tratamento com concentragdes fisioldgicas de acido urico
soluvel

Para investigar o papel do 4cido Urico na expressao e ativagdo de Nrf2 e NF-
kKB, medimos a abundancia relativa desses dois fatores de transcricado em fracdes de
amostras de enriqguecimento nuclear por Western blotting. Os resultados
demonstraram que a expressdo do Nrf2 no nucleo foi significativamente reduzida
pelo tratamento com acido arico de 100 a 1000 uM por 24 h (Figura 20). Houve ainda
uma reducdo da expressao do NF-kB p65 tanto no ndcleo quanto no citosol na
concentracdo de 500 uM (Figura 20), porém essa reducao nao foi verificada pela
expressao total do NF-kB p65 em homogeneizado total (Figura A.20). Somados,
esses resultados demonstram que um conjunto de proteinas sdo modificadas ap6s
a exposicao do acido urico soluvel em cultura de macréfagos, podendo modificar o

padréo de polarizacdo através de vias de regulacao inflamatéria e controle redox.
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FIGURA 20: Nrf2 é regulado em macréfagos apds o tratamento de acido Urico soltvel. Apos
24 h de tratamento com &cido Urico soltvel em THP-1 diferenciadas com PMA (5 ng.mL?



70

por 48 h) a migracdo do Nrf2 ao nucleo foi reduzida por concentracdes fisiologicas de acido
urico. Os numeros representam a densidade 6ptica (D.O.) e razdo D.O./B-actina ou razao
D.O./Comassie. Para cada amostra foi utilizado o carregamento de 25 pg de extrato nuclear
ou citosdlico. 0-1000 uM de &cido urico soluvel; 72 h representa controle com meio completo
RPMI 1640 (48 h de diferenciacdo com PMA + 24 h em meio completo sem PMA);
M1(IFNyY/LPS, 20 ng.mL?* + 1 pg.mL™).

5.5. STAT3 é regulada por concentracdes fisioldgicas de acido urico solavel
Para determinar se o &cido Urico interfere na migracéo do fator de transcricao
STAT3 ao nucleo, realizamos Western-blotting das fragcdes nuclear e citosolica,
verificamos uma reducédo da expressao da STAT3 nuclear nos grupos tratados com
acido urico (100 — 500 uM) (Figura 21a). Além disso, a expressao total da proteina
foi reduzida nestes mesmos grupos (Figura 21b; Figura A.21). As células THP-1
diferenciadas mantidas em meio carenciado de SFB e tidis apresentaram uma
reducdo expressiva da STAT3 quando comparadas as células mantidas em meio
completo, o que sugere que a falta de nutrientes do SFB, ou componentes do
mesmo, e/ou a presenca de um ambiente rico em tidis exerce efeito sobre a
expressdo da STAT3 nas células THP-1 diferenciadas. A diferenciacdo das células
THP-1 por si levou a uma diminuicio da STAT3. E provavel que a diminuicdo da
migracdo para a regido nuclear da STAT3 seja decorrente da diminuicdo da

expressao total.
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FIGURA 21: A expressédo nuclear e total da STAT3 é reduzida ap6s o tratamento com o
acido urico. Apés 24h de tratamento ao &cido Urico soluvel células THP-1 diferenciadas com
PMA (5ng/mL por 48 h) apresentaram reducdo da expressdo da STAT3. Os numeros
representam a densidade Optica (D.O.) e a normalizagdo do western-blotting foi feita pela
razdo D.O./ B-actina. Legenda: 0-1000 uM &cido urico; dTHP-1 representa controle com
meio completo RPMI 1640 (48 h de diferenciacdo + 24 h em meio completo) e THP-1
representa células THP-1 ndo diferenciadas. N=03.

5.6. Expressao do fator NF-kB p65, STAT3 e Nrf2 por High Content Imaging
(HCI)

Neste estudo, n0s executamos uma triagem de alto desempenho baseado em
conteudo de imagens a fim de monitorar a translocacao dos fatores de transcrigéo
NF-kB, STAT3 e Nrf2 ao nlcleo mediante exposi¢cao ao acido urico soltvel por 24 h.
Esse método analisa individualmente, em um dado momento ou dinamicamente em
um curso de tempo, como cada célula responde a um dado estimulo (através de uma
triagem celular fenotipica). Assim, parametros como morfologia, densidade e outras
caracteristicas observaveis podem ser analisadas (Buchser et al, 2014; Trask et al,
2012). Esse método de imagem foi utilizado como uma estratégia alternativa para
avaliar a presenca dos fatores de transcricdo mencionados na regido nuclear que
pudessem ser reguladores da polarizagdo das culturas de THP-1 diferenciadas
submetidas ao acido urico soluvel. Além disso, uma das vantagens da escolha para

uso do imageamento das culturas foi a possibilidade de manter o estado nativo das
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células aderentes e manutencéo de sua morfologia, além de fornecer dados robustos
através de uma metodologia alternativa aos parametros analisados por western-
blotting.

Inicialmente, testamos o para@metro de densidade de semeadura das células
THP-1 em placas de alta superficie de adesao a fim de reproduzir as caracteristicas
da cultura de célula THP-1 diferenciada utilizada nos experimentos anteriores
(testamos densidade celular de 50, 100, 250 mil por poco). Avaliamos
qualitativamente e selecionamos densidade de células ndo confluentes a fim de
maximizar a incluséo para andlise e refletir as caracteristicas morfoldgicas da cultura.
Os resultados do conjunto de imagens obtidas demonstraram que o fator de
transcricdo NF-kB p65 apresenta expressdo predominantemente na regido
citosolica, proxima a regido nuclear (dados ndo apresentados). Além disso, pudemos
conferir a partir do parametro de medida de ativacdo o NF-kB p65 (razéo
nudcleo:citossol), que a exposicdo ao acido Urico soluvel por 24 h ndo resultou em
mudanca significativa em relacéo as células ndo tratadas. A média de intensidade
de fluorescéncia das regides delimitadas e definidas por regides de interesse, como
a regiao nuclear, ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa provocada
pela exposicao ao &cido Urico, poréem houve uma tendéncia a reducdo da expressao
da p65 nas concentracdes de 500 uM - 1 mM (Figura 22a-e; Figura A.26).

E digno de nota que os resultados obtidos da analise qualitativa do
imageamento detectou que todas as células diferenciadas apresentam, em sua
maioria, a expressdo da p65 margeando o nucleo, localizando-se na regido do
citoplasma (dados nao apresentados). Formas ndo diferenciadas de THP-1
(promondcitos) ndo apresentaram expressao detectavel por western-blot. A literatura

descreve que apos a diferenciagcdo com PMA, linhagens de células mieloides como
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a THP-1 tendem a apresentar a ativacao e aumento de expresséo do NF-kB, devido
uma cascata de sinalizacdo desencadeado pela PKC engajada na diferenciacdo
celular e que envolve a via do NF-kB (Sen & Baltimore, 1986; Noursadeghi et al,
2008). Além disso, os dados obtidos de maior densidade celular (250 mil células em
placas de 48 pocos) apresentam resposta similar & obtida anteriormente quanto a
expressao total do NF-kB p65 nos grupos tratados com &acido urico em
concentracdes fisiologicas. Imagens representativas para a maior densidade sao
apresentadas no apéndice (Figuras A.26).

Da mesma forma em que foi realizado o ensaio de imageamento para a p65,
foi realizado o ensaio de translocacéo para os fatores de transcricdo STAT3 e Nrf2
utilizando os mesmos critérios. Os resultados obtidos para os fatores de transcri¢ao
STAT3 de imageamento por HCI demonstraram que o tratamento das culturas com
meio carenciado de SFB levou a uma sutil reducéo da expressédo da proteina STATS3,
entretanto essa diferenga néo foi estatisticamente significativa para os grupos. Os
resultados da média de intensidade de fluorescéncia para os campos analisados
demonstraram que ndo ha diferenca estatisticamente relevante de expressao
também para o fator de transcricdo Nrf2 na regido nuclear, porém uma tendéncia a
reducdo da expressdo desse fator acontece nos grupos expostos ao acido Urico,
corroborando dados obtidos por western-blotting das amostras fracionadas do
nacleo. A figura 23a-d apresenta imagens representativas dos fatores de transcricao
STAT3 e Nrf2 e a média de intensidade fluorescéncia obtida pela analise automatica
realizada pelo programa IN Carta. Para o controle de marcacdo experimental,
utilizamos o grupo de diferenciacdo CD68 como controle positivo para macrofagos.
Imagens representativas estdo presentes na Figura 24a-c e a média de intensidade

de fluorescéncia fornecida pelo marcador na figura 24d-e.
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FIGURA 22: Expressdo do NF-kB p65 por imageamento HCI apés tratamento por acido
arico solavel. Tratamento ao acido Urico soluvel em macréfagos-simile obtidos de células da
linhagem THP-1 NF-kB p65 em vermelho (a, 1° painel da esquerda para a direita, canal
Cy5), DAPI em azul (b, 2° painel da esquerda para a direita, canal DAPI) e Merge representa
a sobreposicdo dos canais (c, 3° painel da esquerda para a direita). Média de Intensidade
de fluorescéncia (por pixel) foi analisada pelo programa INCarta (GE, USA) de cada imagem
obtida. Objetiva 40x, modo ndo-confocal. Legenda: 0-1000 uM Urato (&cido arico solavel);
72 h representa controle positivo para meio completo RPMI 1640 (48 h de diferenciacéo +
24 h em meio completo); tBHQ (tert-Butil-hidroquinona 20 pM, controle positivo Nrf2);
M1(IFNy/LPS, 20 ng/mL + 1 pug/mL) controle positivo para perfil de ativagcéo classica M2(IL-
4), controle positivo para o perfil de ativacdo ndo-classica. Em (d) gréfico representativo da
média da intensidade de fluorescéncia para NF-kB p65 na regido nuclear quantificada a
partir do canal vermelho, Cy5; (e) representa a dose-reposta da expressao da p65 ao acido
drico sollvel. Densidade celular=1x10°. Dados sdo representativos de dois experimentos
diferentes (n=2) com oito réplicas por cada condi¢ao testada.
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FIGURA 23: Expressdo da STAT3 e do Nrf2 apds o tratamento do &cido Urico soltvel.
Expressao da STAT3 e Nrf-2 apds 24 h de tratamento ao acido Urico solivel em macréfagos-
simile obtidos de células da linhagem THP-1 Imagens pseudocoloridas sdo representativas
para STAT3 em ciano (sinal ajustado para 7500 pixels para todas as imagens
representativas da STAT3 por Fiji®; 1° painel da esquerda, canal FITC), Nrf2 em margenta
(2° painel da esquerda para a direita, canal Cy5), DAPI em azul (3° painel da esquerda para
a direita, canal DAPI) e Merge representa a sobreposi¢cdo dos canais para a obtencdo da
imagem pseudocolorida (4° painel da esquerda para a direita). Média de Intensidade de
fluorescéncia por pixel foi analisada pelo programa IN Carta (GE, USA) de cada campo
obtido. Objetiva 40x, modo ndo-confocal. Legenda: 0-1000 uM Urato (&cido arico solavel);
72 h representa controle positivo para meio completo RPMI 1640 (48 h de diferenciacdo +
24 h em meio completo); tBHQ (tert-Butil-hidroquinona 20 pM, controle positivo Nrf2);
M1(IFNy/LPS, 20 ng/mL + 1 pug/mL) controle positivo para perfil de ativagcéo classica M2(IL-
4), controle positivo para o perfil de ativacdo ndo-classica. (e) representa a média de
intensidade de fluorescéncia dos campos analisados para a STAT3 no ndcleo das células e
(f) efeito de dose-reposta do &cido Urico de sua expressédo; (g) representa a média de
intensidade de fluorescéncia para o Nrf2 apresentada pela regido nuclear e h) efeito de dose-
reposta do acido Urico em sua expressao. Dados sao representativos de dois experimentos
diferentes (n=2) com oito réplicas por cada condicao testada.
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FIGURA 24: Expresséao de CD68 ap6s o tratamento com acido Urico solavel. Apés 24
h de tratamento ao &cido urico solivel em macréfagos-simile obtidos de células da linhagem
THP-1. Imagens pseudocoloridas representativas CD68 em amarelo (1°painel da esquerda,
canal FITC), DAPI em azul (2° painel da esquerda para a direita, canal DAPI) e Merge
representa a sobreposicdo dos canais para a obtencdo da imagem pseudocolorida (3° painel
da esquerda para a direita). Objetiva 40x, modo ndo-confocal. Legenda: 0-1000 uM Urato
(acido urico solavel); 72 h representa controle positivo para meio completo RPMI 1640 (48
h de diferenciacdo + 24 h em meio completo); tBHQ (tert-Butil-hidroquinona 20 pM, controle
positivo Nrf2); M1(IFNy/LPS, 20 ng/mL + 1 pg/mL) controle positivo para perfil de ativagéo
classica M2(IL-4), controle positivo para o perfil ndo-classica. O gréfico (e) representa a
média de intensidade de fluorescéncia dos campos analisados para controle experimental
CD68 da regido de interesse (nucleo) e (f) denota efeito de dose-reposta do &cido Urico em
sua expressao. Dados sdo representativos de dois experimentos diferentes (n=2) com oito
réplicas por cada condicdo testada.
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5.7. Andlise de autofagia ap6s o tratamento do &cido Urico

A autofagia € um processo dinamico de reciclagem celular que pode ser
influenciada por varios estimulos externos e internos. Entre eles, o estimulo pela
privacao de nutrientes, fatores de crescimento e/ou hormonal, presenca de sinais de
dano e ainda, ira depender do estado de polarizacao fenotipica das células ao perfil
M2 (Jung et al, 2020; Lum et al, 2005; Boakye et al, 2018). Durante a autofagia,
partes do citoplasma e organelas sdo encapsuladas por vesiculas intracelulares, os
chamados autofagolisossomas (ou autofagossomo) e séo degradados como
processo normal. A proteina LC3 (Microtubule-associated protein Light Chain 3) é
essencial para a formacéo do autofagolisossoma. A LC3 existe sob duas formas na
célula, uma citoplasmatica, a forma LC3-1 (18 kD) e a forma LC3-Il (16 kD) que é
associada a membrana do fagossoma. A quantidade de formacéo de LC3-Il esta
correlacionada a formacéo do autofagossomo, e em combinacdo, ambas as formas
podem ser utilizadas para avaliar o processo de autofagia em curso (Mizushima &
Tomatsu, 2007; Klionsky et al, 2008). Em nossos experimentos, as culturas de
macrofagos-similes foram privados de nutrientes durante o tratamento com acido
arico, a fim de avaliar os efeitos dessa privacéo, analisamos proteinas envolvidas
com a macroautofagia.

Em nossos resultados, o tratamento com acido urico ap6s 24 h permitiu o
acumulo de LC3, indicando a extensao de formacao do autofagossomo e indugéo da
autofagia, verificado pelo aumento da expressao de LC3-Il quando comparado com
controle ndo-tratado (Figura 25). Concomitantemente, também foram analisados os
niveis de expressédo da p62/SQSTM-1 (Sequestosoma-1), uma proteina receptora e
substrato seletivo de autogafia, responsavel pela ligagdo a ubiquitina e altamente

expressa em processos de autofagia. A p62 pode se ligar ao LC3 e,
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consequentemente, servir como substrato da autofagia, uma medida alternativa para
deteccdo de fluxo autofagico, porém ambas devem ser analisadas em conjunto
(Chen et al, 2014; Mizushima & Yoshimori, 2007). O resultado da expresséo da p62
por western-blot demonstra aumento apés 24 h. Em conjunto, a LC3-Il e a p62
indicam acumulo de autofagossoma ap0s tratamento com urato. A conversdo de
LC3-I para LC3-1l é acompanhada pelo acimulo da p62/SQSTM1 apos 24 h de
exposicdo ao acido urico solavel.

Além disso, a caspase-1 também foi avaliada como uma proteina envolvida
no processo de autofagia, sendo a autofagia um dos processos capazes de ativar a
pré-caspase-1 em caspase-1 e, consequentemente, secretar as citocinas IL-1B e IL-
18 (Nakahira et al, 2011; Choe et al, 2014). Nossos resultados demonstram que um
aumento da forma clivada e madura da caspase-1 foi acompanhado de um aumento

dos niveis da p62.

Acido Urico Soltvel (uM)

I 0 100 300 500 750 1000 \ dTHP-1  THP-1

45 kD el Pro-Caspase-1 p45
0,474 0,545 0,235 0,289 0,251 0,212 0,220 0,264  p45/B-actina

20kD o - - ot D T Ny — —— Caspase-1 p20
0,644 0973 2,049 151 1,106 1,514 1,339 1,59 p20/B-actina

-
B LC3-1I
08 0,65 0,66 0,4 LC3-11/B-Actina
p62

18 kD
16 kD

62 kD

0,365 p62/B-actina
B-actina

0,468 0,528 1,297 1,694 1,43 1,07

42 kD

FIGURA 25: Acido drico solivel aumenta os niveis de proteinas LC3-Il e p62-
sequestessoma-1 apés 24 h apos tratamento células THP-1 diferenciadas por PMA (5
ng.mL? por 48h). A conversdo em LC3-1l é acompanhada do acimulo de p62. As linhas de
0-1000 pM urato representam o tratamento com &cido Urico soltvel; 72 h representa controle
com meio completo RPMI 1640 (48 h de diferenciacao + 24 h em meio completo). O controle
de carregamento foi feito por B-actina. Os nimeros representam a densidade Optica (D.O.)
e a normalizacdo do Western-blotting foi feita pela razao D.O./ B-actina (n=2).
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5.8. Acido drico solGvel ndo induz morte por apoptose

Para investigar se o tratamento poderia induzir a apoptose foi realizado o
ensaio de apoptose por citometria de fluxo apds o tratamento com o acido Urico
soltvel por 24 h. Os resultados apresentados na figura 26a (painel) demonstraram
gue ndo houve morte por apoptose significativa provocada pelo acido urico solavel.
A frequéncia de células apoptoticas variou de 2,8 a 4,4% pelo tratamento com urato,
enguanto os controles experimentais para meio completo e IL-4/M2 apresentaram
2,62% e 5,4% respectivamente (50 mil eventos). Esses resultados indicam que a
baixa quantidade de morte celular por apoptose (< 5%) nao inviabilizou o tratamento
in vitro.

A expressdo da PARP-1, a Poli (ADP-ribose) polimerase-1 (116 kD), uma
enzima envolvida no reparo do DNA em resposta ao estresse ambiental, sensivel a
clivagem por proteinas tipo-caspases e que pode indicar processo de apoptose em
curso, também foi avaliada (Munoz-Gamez, 2009). Durante a sinalizacdo da
apoptose pode ser clivada e inativada pela caspase-3. Quando clivada apresenta
fragmentos de aproximadamente 89 e 24 kD indicado que a célula esta engajada no
processo apoptético. No nosso modelo de tratamento por 24 h ndo verificamos a

clivagem da PARP-1 por western-blot (26b).
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FIGURA 26: Tratamento por 24 h com acido Urico soluvel em cultura de células THP-
1 diferenciadas com PMA (5 ng.mL* por 48 h) néo induz apoptose. Os gréaficos
(dotplot) acima, em painel a) representam a sequéncia de grupos tratados com &cido
arico soluvel de 0,100, 300, 500, 750 e 1000 uM e seus controles apds ensaio de
apoptose por citometria de fluxo utilizando quite Anexina-V e lodeto de propidio (IP).
Células duplamente marcadas sédo consideradas células em inicio de apoptose
(AnexinaV+IP-) ou morte por apoptose (AnexinaV+IP+); dTHP-1 representa controle
com meio completo RPMI 1640 (48 h de diferenciacdo + 24 h em meio completo) e
THP-1 representa células nao diferenciadas do tipo pré-monécito. Em b) a expresséo
da PARP-1 apés 24 h de exposicdo ao urato. Os numeros representam a
normalizacdo do western-blotting através da razdo PARP-1/B-actina. (n=2).
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6. Discussao

Neste trabalho, fornecemos algumas evidéncias que o &cido Urico solavel em
concentracdes fisioldgicas poderia modular vias envolvidas na polarizacao fenotipica
de células THP-1 diferenciadas em macréfagos. O tratamento com o acido Urico
modificou o fenétipo dessas células para M2 através do aumento da expressao do
CD206 e reducdo da expressdo da NOS2, regulando negativamente fatores
canodnicos de vias de sinalizagao redox como o Nrf2/HO-1.

Inicialmente, com o intuito de identificar as possiveis contribuicbes do acido
arico na sua forma sollvel sobre a polarizacdo de macrofagos, testamos o marcador
classico para o perfil de polarizacdo M1/inflamatério, a iINOS, o marcador de perfil
M2/anti-inflamatério, CD206, e o marcador de perfil de polarizacdo ativado por
modificacdo oxidativa (Mox), o Nrf2, juntamente com o produto de ativacdo da
transcricdo, a heme oxigenase-1 (Kadl et al, 2010). Houve aumento da expressao
do receptor de manose, CD206/MRC-1, com aumento da concentragdo de acido
arico. Ainda, verificamos uma reducao na expressado da NOS2. Alteracdo de ambas
proteinas sugere uma polarizacdo para M2.

Resultados obtidos por Braga em 2014 demonstraram que macréfagos do
subtipo M1 re-injetados em camundongos C57BL/6 apos trés dias de inicio da fibrose
renal repopulam os rins e adquirem um perfil alternativo/M2 apds a exposicdo ao
acido urico. Ainda, foi demonstrado que a concentracdo 180 uM de acido Urico
soltvel aumentou discretamente a expressao do receptor de manose CD206 em
macrofagos obtidos da medula 6ssea de camundongos. Esse aumento foi mais
expressivo e significativo quando em combinacdo do LPS (10 ng.mL?) (Braga,

2014).
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Em nossos resultados, observamos que o acido Urico parece ter pouca
influéncia na regulacdo da expresséo da NF-kB p65 em concentragdes fisiologicas
entre a faixa de 100 a 500 uM (Figura A.20), ao menos, apos o tempo de 24 h de
exposi¢do. Talvez, uma analise em curso temporal nos tempos iniciais de
tratamento, avaliando-se tempos mais curtos de exposi¢céo ao urato possa fornecer
respostas mais relevantes e precisas quanto ao envolvimento da via NF-kB a
polarizacdo em células THP-1 e em linhagem distinta de macréfagos para efeito de
comparacao apos exposi¢cdo ao acido urico soluvel (Holden el al, 2008; Hellweg et
al, 2006).

Spiga e colaboradores publicaram um trabalho em 2017 em que o acido urico
em condi¢cfes de hiperuricemia esta associado com biomarcadores inflamatorios,
porém é capaz de modular negativamente a expressdo do NF-kB, reduzindo sua
expresséo e consequente a inflamag&o. Embora a literatura apresente resultados
contraditorios e discrepantes quanto ao uso do &cido Urico na sua forma sollvel,
sugerimos que essas respostas dubias se devam ao método de escolha para
solubilizac&o do acido Urico e permita a formacao e/ou precipitacdo de microcristais,
e consequente contaminacdo dos experimentos in vitro. Ma & Cols. publicaram
estudo em que questionam resultados publicados em diversos trabalhos quanto ao
uso de acido urico solubilizado por aquecimento em experimentacao in vitro. Esses
pesquisadores testaram os efeitos do &cido uarico solubilizado por método de
aguecimento e por método de solubilizacdo através do NaOH. Puderam observar
nas solucbes de estoque, a presenca de microcristais nas preparacdes que se
utilizaram de aquecimento para solubilizacdo do acido urico. Ainda, testaram a
mesma solucéo estoque em cultura experimental com células THP-1 e observaram

efeitos pré-inflamatérios apds 24 h de exposicéo ao acido Urico através da presenca
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de IL-1B. O mesmo experimento foi testado com o acido urico solubilizado em NaOH
e as células ndo apresentaram expressdo do mesmo marcador pré-inflamatorio (Ma
et al, 2020). Além disso, outro grupo de pesquisa demonstrou resposta em estudo
com células humanas obtidas de sangue periférico, em que a presenca de cristais
seria a responsavel pelo perfil pro-inflamatorio dos experimentos in vitro com acido
arico (Brovold et al, 2019).

Cheng et al (2020) demonstraram que um possivel mecanismo envolvido na
regulacdo da inflamacéo pelo acido Urico seria de regulacédo epigenética. O urato
preveniria a acetilagdo da HMGB1, uma proteina redox-sensivel e ndo-histona mais
abundante associada a cromatina com diversas fungdes, entre elas a transcricdo de
genes envolvendo diversos processos celulares como a inflamacéao e a diferenciacao
celular. A HMGB1 quando acetilada promove a ativagdo da inflamac&o como um
DAMP e aumenta a expressao de receptores TLR4/NF-kB (Wang et al, 2004; Lotze
et al, 2007).

Dados da literatura colocam a existéncia de um sinergismo presente em
células mieloides em que o fator Nrf2 atua como imunomodulador. Kobayashi et al
(2016) demonstraram que o Nrf2 inibe a transcri¢cdo de citocinas inflamatérias e um
conjunto de genes relacionados ao perfil M1 através da interferéncia na regulacao
NF-kB. O mecanismo descrito por esse estudo afirma que a ativacdo do Nrf2
promove uma desregulacdo no inicio da transcricdo e no recrutamento da RNAPII
para os sitios de inicio de transcricdo da IL-6 e IL-1B, repercutindo na redugao da
inflamacé&o. Os autores demonstraram que o Nrf2 regula negativamente 561 genes
do perfil M1 (Kobayashi et al, 2016).

Em nosso estudo, as células THP-1 diferenciadas apresentam aumento da

expressao da via Nrf2/HO-1 (Figura A.18). Entretanto, o tratamento com acido urico
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solavel por 24h reduziu tanto a expressao nuclear deste fator quanto o produto de
sua ativacdo, a HO-1. Resultados obtidos dos perfis de citocinas inflamatorias nédo
foram conclusivos. Além disso, nossos resultados nao permitem inferir a respeito de
um estado menor de inflamacdo através da interferéncia do Nrf2, devido aos
resultados inconclusivos do perfil de citocinas secretadas e da auséncia de testes
com inibidores farmacolégicos da via Nrf2 e/ou estratégias com uso de RNAI para
avaliar sua participacéo nos resultados.

Embora a transformacédo maligna apresente muitas modificacbes em seu
genoma o0 que o torna instavel, linhagens usadas para pesquisa experimental
apresentam inimeras vantagens. A linhagem THP-1, comparada as células
monociticas humanas conserva vias de sinalizacéo inflamatérias e a maioria das
caracteristicas de mondcitos. Seu genoma é homogéneo, o que minimiza o grau de
variabilidade em fendtipo de células, aumenta a consisténcia e reprodutibilidade
experimental (Chanput et al, 2004; Qin, 2012; Baxter et al, 2020). De acordo com 0s
dados do COSMIC Cell Line Gene Mutation Profiles Dataset, essa linhagem de
células mieloide apresentam 435 genes mutados (Rouilland et al, 2016). Ao mesmo
tempo, mond@citos primarios obtidos de voluntarios apresentam niveis de marcadores
e caracteristicas de cada individuo, tal como suas préprias caracteristicas intrinsecas
de niveis de transcricdo, marcas epigenéticas e diferencas metabodlicas que
poderiam néo ser desejadas e envolvidas na pesquisa de fenoétipos, e inflamacgéao
(Kurotaki et al, 2017; Chen et al, 2019; Chawla et al, 2011).

Dentre os componentes que podem influenciar a polarizacdo de macrofagos
encontram-se os niveis de ATP, CD39 e CD73. O nucleosideo adenosina pode
contribuir para um perfil proximo ao M2 através da ativagdo de receptores na

membrana plasmatica (Cekic & Linden, 2016; Cronstein & Sitkovsky, 2017; Murphy
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etal, 2017). A adenosina se acumula no espaco extracelular em resposta a disturbios
metabdlicos e a outros insultos que incluem inflamacgé&o, dano fisico e processo de
apoptose (Koskso et al, 2013). Os efeitos na célula da adenosina sdo mediados por
receptores purinérgicos (A1R, A2Ar, A2bR e A3R). A sinalizacao do receptor A2aR
aumenta a sintese de citocinas anti-inflamatérias como a IL-10, inibe a proliferacédo
de linfécitos T, suprime a capacidade de neutréfilos e macréfagos de eliminar
microrganismos, e acentua a polarizacdo ao perfil macréfagos M2 e plasmoblastos
(Hasko et al, 2008; Hasko & Cronstein, 2013; Nascimento et al, 2021). Considerando
a similaridade estrutural entre a adenosina e o acido Urico, acredita-se que este
possa produzir sinais pelos mesmos receptores (Cséka et al, 2012; Morelli et al,
2011).

Ndo sabemos o mecanismo exato como o &cido Urico atua na alteracdo
fenotipica das células THP-1, se por ligar em receptores de membranas, se age
internamente entrando na célula através de canais de transporte de urato e anions
organicos, ou ambos. Spiga et al (2017) formularam a hipétese que o urato atua apés
sua entrada na célula. Os autores demonstraram inducao de resposta e ativacéo da
via do NF-kB pelo acido urico de modo dose-dependente em células HepG2 e
HEK293. Este efeito foi prevenido nas células previamente tratadas com
Benzbromarona (50 uM). A Benzbromarona € um inibidor do transportador de urato,
URAT1, sugerindo que o urato atuaria regulando a via kB intracelularmente e nao
através de um ou mais receptores de superficies do tipo Toll (TLRs). Outros autores
também sugerem que os efeitos do acido Urico ocorram apés sua entrada nas células
pelo transportador URAT1 (Martinez-Reyes et al., 2020).

O estudo realizado por Jha e colaboradores (2015) descreve que uma rede

integrada interfere na resposta de polarizagdo e na expressdo fenotipica em
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macréfagos murinos e que efeitos de carenciamento de aminoacidos como
glutamina (GIn) afeta a polarizacé@o para o perfil M2 (GIn é altamente efetiva para a
ativacdo de macrofagos para o perfil M2). Nosso protocolo de tratamento utilizou
meio de cultura RPMI 1640 carenciado de antioxidantes (Cistina, precursor da Cys,
Met e GSH) e de soro fetal bovino, pois o0 objetivo no futuro € comparar os efeitos
encontrados na incubacédo das células com acido arico em relacéo a incubagéo com
o produto de sua oxidacao, o hidroperdxido de urato. A fim de evitar a neutralizacao
direta do hidroperéxido de urato por antioxidantes ou componentes do soro,
decidimos remové-los da cultura. J& que a auséncia de aminoacidos poderia afetar
a resposta de polarizacdo fenotipica, adicionamos um controle que foi mantido em
meio de cultura completo (72 h) (Meio RPMI 1640 suplementado com SFB 20%). O
que verificamos é que as respostas obtidas foram diferentes apenas para a STAT3
em relacao aos grupos tratados e mantidos com meio sem antioxidantes e sem soro
fetal.

Ademais, testamos se o tratamento com o &cido Urico soluvel poderia induzir
a morte celular por apoptose. Verificamos que o tratamento com o &cido Urico soltvel
nao induziu morte celular por apoptose de forma significativa (<5% de morte por
apoptose). A apoptose é um mecanismo de morte celular programada que € usada
pelo organismo para remover células de forma segura envolvendo mecanismos néo-
inflamatorios. Células em apoptose podem regular a polarizacdo fenotipica de
macrofagos e acentuar a acao anti-inflamatdéria através da fagocitose, um processo
descrito como eferocitose (Piraghaj et al, 2018). Ainda, o ensaio de viabilidade
celular realizado através da medida dos niveis de LDH no sobrenadante da cultura

celular demonstrou baixos niveis dessa enzima, indicando que o tratamento foi viavel
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(dados nao apresentados). Ademais, macréfagos séo células resistentes a apoptose
(Linton et al, 2016).

Nossos achados revelam uma nova funcdo do urato no priming celular de
macréfagos. Usando uma combinacdo de marcadores de polarizagao,
apresentamos que a alteracdo do fenétipo € acompanhada da regulagdo da via
Nrf2/HO-1. Inferimos também que, essa modificacao de fenotipo possa, por sua vez,
afetar o seu microambiente e alterar o comportamento de células vicinais como
observado em estudo publicado por Goodman et al (2019) e Graney e cols. (2020).
Os autores desse ultimo trabalho demonstraram que macrofagos polarizados para
perfis pré-inflamatérios (M1) em co-cultura com células endoteliais apresentam
influéncia na resposta de expressao dessas células e regulam positivamente genes
envolvidos na formacdo de novos vasos (sprouting angiogenesis). Enquanto
macréfagos polarizados para perfis anti-inflamatérios, pro-cicatrizacdo e pro-
remodelamento (M2a, M2c e M2f), sob as mesmas condi¢cbes experimentais,
induzem a expressdo génica na diferenciacdo de pericitos. A partir disso,
hipotetizamos que em condi¢cdes de hiperuricemia assintomatica, macréfagos
polarizados possam modificar o fenétipo do endotélio vascular e de outras células
vicinais, e consequentemente, influenciar no processo de vascularizacdo e/ou
propagar uma cascata de sinais modificando fenotipos de células proximas.

Ademais, outras repercussdes clinicas da hiperuricemia assintomatica podem
ser consequéncia da regulacao diferencial de células do sistema imune e pacientes
com sepse sao um exemplo disso. Apds o sucesso do tratamento de uma infecgao
inicial, esses pacientes ficam mais susceptiveis a outras infec¢bes graves, devido
em parte, a uma imunossupressao promovida pelo efeito de tolerancia imunologica.

Essa tolerancia é desencadeada, em parte, pela diferenciacdo fenotipica de
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linfécitos e células mieloide para um perfil alternativo, com consequente prejuizo na
eliminacdo de microrganismos patogénicos e apoptose (Venet & Monneret, 2018;

Fonseca et al, 2020; Rocha et al, 2021).

Outras consideracdes

A proliferacdo de células que mantenham certo potencial de diferenciacéo é
influenciada pelo estado de oxidag&o de proteinas e por mecanismos de sinalizacao
disparados por essas mudancgas (Tan et al, 2016; Short el al, 2016). Baseado nessa
ideia, uma das proteinas de interesse pesquisadas nesse trabalho foram as 2-Cys
peroxiredoxinas (2-Cys-Prx). Além disso, um dos objetivos deste estudo seria
verificar qual contribuicdo dessas proteinas e como estariam relacionadas a
regulagao da via do Nrf2. Encontramos, inicialmente, que a Prx1, Prx2 e Prx4 séo
reguladas negativamente apos a diferenciacao por PMA (Figura A.25 e A.26). A partir
dos experimentos realizados n&o encontramos relacdo entre as alteracdes
fenotipicas causada pelo o acido Urico e a regulacéo e a expressao das Prx1 e Prx2
(Figura suplementar A.27 e A.28) e nem a frequéncia de células foi modificada pelo
tratamento (Figura A.6-8). Entretanto, outros achados interessantes foram
conferidos e podem ser enumerados: (1) a medida de intensidade de fluorescéncia
(MFI) normalizada por células positivas para o marcador demonstrou que o
tratamento com o &cido urico soluvel reduz a expresséo das Prx1 e Prx2 apos 24 h;
(2) a expressao celular da Prx2 ainda é superior a da Prx1, como também observado
nos resultados obtidos pela MFI por citometria de fluxo e também apresentados nos
dados suplementares do apéndice por western-blotting, Tabela A.17; (3) a Prx1, em
sua maior parte, esta oxidada, isto €, sob a forma de dimero como observado em

condicbes nao-redutoras de SDS-PAGE, indicando que modificacdes sutis nessa
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proteina possam estar acontecendo e podem ser melhor investigadas nas condi¢des
deste estudo no futuro. As expressdes basais e temporais dessas proteinas foram
conferidas e sé&o apresentadas nas figuras suplementares A.25a-b e A.26 (em
resultados preliminares com curvas de calibracdo para a proteina purificada
recombinante rPrx1 e rPrx2 confirmamos que a quantidade de Prx2 é superior em
comparacao a Prx1 em células THP-1, resultados n&o apresentados).

Observamos também que o tratamento e diferenciacdo de células THP-1
responde de forma diferente a densidade de semeadura e expressou mais
caracteristicas de macrofagos pro-inflamatorios (maior espraiamento) nas
densidades intermediarias testadas (1.000-1.600 células/mm?) do que na densidade
préxima de 3.000 células/mm?2. Sendo sugestivo que o espagamento entre as células
é determinante e possa influir para obtencdo de caracteristicas especificas como
fenoétipo (McWhorter et al, 2013). Salientamos que o valor de 2 x 108 células em
placas de 6 pocgos (20.000 células/mm?) foi utilizada durante todo o periodo de
realizacdo de experimentos deste estudo para obtencdo dos dados de citometria de
fluxo e western-blot.

Ademais, este trabalho apresenta algumas limitacdes para responder como o
tratamento com o &cido Urico altera o fend6tipo de macréfagos a partir das células
THP-1 diferenciadas e qual(is) contribuicdes as Prxs podem trazer para elucidar
mecanismos. Além disso, ndo houve tempo habil para quantificar o remanescente
de &cido urico no sobrenadante das culturas tratadas ao final das 24 h; nao
mensuramos produtos de oxidag&o advindos do tratamento; e ndo testamos se a alta
concentracéo de acido urico (750 e 1000 uM) poderia precipitar e formar microcristais
gue escapasse do nosso controle visual para solubilidade, ou mesmo precipitar na

cultura em algum momento. E, por altimo, ndo avaliamos a capacidade fagocitica
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dessas células durante a exposicdo ao &cido urico. Num futuro préximo como

perspectiva, nosso laboratdrio podera responder a essas e outras questdes.
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7. Conclusdes

Nesta tese exploramos a possibilidade de modular a resposta imune pelo
acido urico soluvel como estratégia de conferir possivel modulacdo de vias de
sinalizacao inflamatdria e redox in vitro em células fagociticas. Em vista dos
resultados obtidos, o acido Urico, em sua forma solUvel, alterou a expressao de
algumas proteinas envolvidas na polarizacdo de células THP-1 diferenciadas em
macrofagos, incluindo CD206 e a NOS2, além de atuar na regulacdo negativa da via
redox Nrf2/HO-1. Sugerimos que parte dos efeitos do &cido Urico na polarizacao de

macréfagos THP-1 devam-se a diminuicdo da expressao de via do Nrf2.
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Figura A.3: Caracterizacdo fenotipica de macréfagos tratados com &cido arico soltvel apos
24 h. Macréfagos foram avaliados por citometria de fluxo quanto & porcentagem de
marcacgéo de CD14 e CD16, n=1.

Tabela lll: Medida da intensidade de fluorescéncia para CD14 e CD16, e relacdo
CD16/CD14. Gréfico a direita representa a mediana normalizada pelo nimero de eventos
da intensidade de fluorescéncia, n=1.

opuM AU
100 M AU

300 uM AU

500 uM AU

750 uM AU

1000 pM AU
72h

tBHQ

M1 (24 h)

M2 (24 h)

M1 (8h)

M2 (8h)

CD16-PE
MFI1/céls.
0,182104317
0,19863756
0,234793376
0,128881349
0,229027234
0,178566458
0,175411013
0,290833757
0,242001866
0,216951989
0,927015755
0,379282904

CD14-FITC CD16/CD14

MF1/céls.

0,4302
0,4868
0,5590
0,3334
0,6100
0,4333
0,4063
0,5847
0,4684
0,4846
0,9661
0,8557

MFI/céls.
0,423
0,408
0,420
0,387
0,375
0,412
0,432
0,497
0,517
0,448
0,960
0,443

12

B CD16-PE MFI/céls.
B CD14-FITC MFI/céls.
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Figura A.4: Caracterizacdo fenotipica de macréfagos tratados com &cido Urico soltvel apos
24 h. Macréfagos foram avaliados por citometria de fluxo quanto a porcentagem de
marcacgéo de CD11b, n=3.

Tabela IV: Medida da intensidade de fluorescéncia para CD11b. Gréfico a direita representa
a mediana normalizada pelo nimero de eventos da intensidade de fluorescéncia, n=3.

CD11b-FITC 50000
median (MFI) n°Células MFI/céls. % Pos.
OpM AU 26525 3916 6,7735 93,4 50000
100 uM AU 26941 12341 2,1830 958 w—
300pMAU 25812 9519 2,7116 951
S00pMAU 17490 372 47,0161 80,4 30000
7SOUMAU 27258 37695 07231 96,2
1000pMAU 25413 36042 0,7051 95,2 20000 - - WSériel
72h 37070 36572 1,0136 96,7
10000 -
tBHQ 19202 12444 1,5431 90,7
M1(2ah) 15992 19188 08334 86,7 0
M2(2ah) 48870 16202 3,0163 97,3 © ® S’Q Sp S,\s ‘}‘p & & q?‘\\ S &
M1 (8h) 24348 8414 2,8937 86,8 & Qg“ o T S 8 ‘p\ &\ & &
M2(8h) 40859 36367 1,1235 96,3 eSS
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Figura A.5: Caracterizacdo fenotipica de macréfagos tratados com &cido arico soltvel apos
24 h. Macréfagos foram avaliados por citometria de fluxo quanto a porcentagem de

marcagéo de CD45, n=2.

Tabela V: Medida da intensidade de fluorescéncia para CD45. Gréfico a direita representa
a mediana normalizada pelo nimero de eventos da intensidade de fluorescéncia, n=2.

1 2 3 4 5 [ 7 B -] w 1 12

0pM AU
100 pM AU

300 puM AU

500 puM AU

750 puM AU

1000 pM AU
72h

tBHQ

M1 (24 h)

M2 (24 h)

M1 (8h)

M2 (8h)

CD45-PerCP-Cy7
median (MF1)
5,79E+05
£,25E+05
5,956+05
3,95E+04
5,8BE+05
5,4BE+05
£,61E+05
421E+05
£,33E+05
£,84E+05
5, 74E+05
5,856+05

céls. Pos.
8098
14217
10983

668

42210
39829
42181
15299
24057
18276
13358
41805

MFI/céls.

7,15E+01
4,40E+01
5,42E+01
5,90E+01
1,39E+01
1,38E+01
1,57E+01
2,75E+01
2,63E+01
3,74E+01
4,30E+01
1,40E+01

% Pos. Eventos gravados

987
29,8
29,9
98,3
29,8
99,8
99,7
99,8
99,9
99,8
99,6
99,6

8205
14245
10894

680
42285
39509
42308
15330
24121
18313
13412
41973

8,00E+01
7,00E+01
6,00E+01
5,00E+01
4,00E+01
3,00E+01
2,00E+01
1,00E+01

0,00E+00
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Untreated 100 uM Urate 300 uM Urate

500 pM Urate

1 mM Urate *

LPS/IFNy (2ah) . /. e IL-4 24h . : LPS/IFNy (8h) 1L-4 (8h)

Alexa Fluor 488: Prx1

Figura A.6: Caracterizacdo fenotipica de macréfagos tratados com acido arico soltvel ap6s
24 h. Macréfagos foram avaliados por citometria de fluxo quanto a porcentagem de
marcacéao de Prx1.

Tabela VI: Medida da intensidade de fluorescéncia para Prx1. Gréfico a direita representa a
mediana normalizada pelo nimero de eventos da intensidade de fluorescéncia, n=1.

Prx1
median (MFI) n® Células MFI/céls. % Pos.
0uM AU 94343 42545 22175 91,7 e
100 uM AU 86601 40426 2,1422 97 6,0000
300yMAU 69912 47338 14769 99,1 5,0000
S00yMAU 82328 47120 1,7472 98,6 4,0000
750 yMAU 89340 39168 22809 97,8 2 0000
1000 uMAU 74986 20591 3,6417 95
72h 80742 16142 50020 94,8 20000
tBHQ 85263 16323 52235 955 1,0000 -
M1(24h) 84932 14150 60023 926 0,0000 -
M2 (24 h) 67506 39692 1,7007 97 OpM 100 200 500 750 1000 72h tBHQ M1 M2 M1 M2
M1 (8h) 71009 25138 2,8248 94,7 AU EM pM o M M pM (24n)(24h) (en) (8h)
M2(8h) 69101 44951 15373 981 PRI I AYIN
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Untreated

100 uM Urate

500 uM Urate

1 mM Urate

IL-4 24h

LPS/IFNy (8h)

1L-4 (8h)

Alexa Fluor 647: Prx2

Figura A.7: Caracterizacdo fenotipica de macrofagos tratados com &cido Urico soluvel apos
24 h. Macréfagos foram avaliados por citometria de fluxo quanto a porcentagem de marcacao

de Prx2.

Tabela VII: Medida da intensidade de fluorescéncia para Prx2. Gréfico a direita esquerda
representa a mediana normalizada pelo numero de eventos da intensidade de fluorescéncia,

n=1.

0uM AU
100 uM AU

300 uM AU

500 uM AU

750 uM AU

1000 uM AU
72h

tBHQ

M1 (24 h)

M2 (24 h)

M1 (8h)

M2 (8h)

Prx2
median (MFI)
3160000
3840000
2500000
3420000
3630000
2960000
4140000
4070000
4930000
3260000
4360000
3330000

n® Células
41473
39715
46984
46639
38685
19677
15501
15840
13831
38579
24259
44435

MFI/céls.

76,194
96,689
53,210
73,329
93,835
150,429
267,080
256,944
356,446
84,502
179,727
74,941

% Pos.

99,5
99,7
99,7
99,8
99,5
98,5
98,6
99
98,3
99,5
98,8
99,7

400,000
350,000
300,000
250,000
200,000
150,000
100,000
50,000
0,000

OuM 100 300 500 750 1000 72h tBHQ M1 M2 M1 M2
AU M uM pM M pM (24h)(24h) (8h) (8h)
AU AU AU AU AU
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Figura A.8: Caracterizacao fenotipica de macréfagos tratados com acido Urico soltvel apés
24 h. Macrofagos foram avaliados por citometria de fluxo quanto a relagéo de expresséo da
Prxl1 e Prx2, n=1.

Tabela VIII: Medida da intensidade de fluorescéncia para Prx2 e Prx1, e relagdo Prx2/Prx1.
Gréfico a esquerda representa as medianas normalizadas pelo niumero de eventos da
intensidade de fluorescéncia, n=1.
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M1-8h
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96,68891
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356,4457
84,50193
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Prx1(BL-1)
2,2174874
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1,7471986
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1,7007457
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Alexa Fluor 488: STAT3

Figura A.9: Caracterizagéo fenotipica de macréfagos tratados com &cido Urico soltvel apés

24 h. Macréfagos foram avaliados por citometria de fluxo quanto a porcentagem de marcacgéo
de STAT3, n=2.

Tabela I1X: Medida da intensidade de fluorescéncia para a STAT3. Gréafico a direita
representa a mediana normalizada pelo numero de eventos da intensidade de fluorescéncia,

n=2.
STAT3
median (MFI)

opM AU 5,83E+05
100 pM AU 5,52E+05
300 pM AU 3,05E+03
500 pM AU 4,58E+03
750 pM AU 4,37EH05
1000 pM AU 4,64E+05
72h 4, 71E+05
tBHQ 9,09E+03
M1(24h)  9,30E+05
M2(24h)  4,60E405
M1(8h)  1,18E+06

M2 (8h) 330065

n® Células
27518
44061
34681
46895
46688
47728
39051
23445
24748
34991
13838
41435

MFIfcéls.
2,12E401
1,25E+01
1,46E+01
9,77E+00
9,36E+00
9,72E+00
1,21E+01
3,88E+01
3,76E+01
1,31E+01
8,53E+01
9,17E+00

% Pos.

97,1
08,7
94,1
99,2
99,1
99,4
98,3
96,5
97
06,4
93,6

9,00E+01
8,00E+01
7,DOE+01
6,00E+01
5, D0E+01
4,00E+01
3,00E+01
2,D0E+01
1,00E+01
0,00E+00

M Sériel
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Alexa Fluor 647: Nrf2

Figura A.10: Caracterizagao fenotipica de macréfagos tratados com &cido urico soltvel apés
24 h. Macroéfagos foram avaliados por citometria de fluxo quanto a porcentagem de marcacgao

da expressao do Nrf2, n=2.

Tabela X: Medida da intensidade de fluorescéncia para o Nrf2. Gréafico a direita representa
a mediana normalizada pelo nidmero de eventos da intensidade de fluorescéncia, n=2.

Nrf2
OpM AU
100 pM AU
300 pM AU
500 pM AU
750 pM AU
1000 pM AU
72h
tBHQ
M1 (24 h)
M2 (24 h)
M1 (8h)
M2 (8h)

Nrf2

median (MFI) n°Células

152808
186433
101981
125345
99627

131851
115059
81690

126325
115958
199186
101981

39211
30966
33725
44429
43141
45714
42473
20584
17224
38807
13128
42967

MFI/céls.

3,897
6,021
3,024
2,821
2,309
2,884
2,709
3,969
7,334
2,988
15,173
2,373

% Pos.

98,3
98,9
99,3
99,6
99
99,3
99,2
98,7
95,9
97,9
98,2
99,5

MFI/céls.

u MFI/céls.
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Alexa Fluor 488: CD163

Figura A.11: Caracterizacao fenotipica de macréfagos tratados com acido Urico soltvel apos
24 h. Macro6fagos foram avaliados por citometria de fluxo quanto a porcentagem de marcacéo
de CD163, n=2.

Tabela XI: Medida da intensidade de fluorescéncia para CD163. Gréfico a direita representa
a mediana normalizada pelo nimero de eventos da intensidade de fluorescéncia, n=2.

D163 ;
median (MFI) n°Células MFI/céls. % Pos. 1.00000
0puM AU 5133 15200 033768 72,7 g':gz !
100 M AU 5065 1583 02256 17 | 1
300pMAU 5272 1528 o3 729 | M
S00UMAU 5272 3w 01489 729 | o ;
750uMAU 4633 18615 | 024889 7S | o .
1000pMAU 4502 27203 | 0168%0 663 | oo
72h 4531 0% 018856 658 | oo !
tBHQ 4909 s 02w T3 | oo .
M1(2ah) 739 w21 06100 8,9 | oo ] .
M2(2ah) 5156 40389 012766 80,2 i
M1(8h) 4998 5815  0,85950 79,9 & .
M2(8h) 4511 35172 | 0,12826 69,2 o '




SSC-A

122

Untreated 100 uM Urate 300 uM Urate 500 uM Urate
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Alexa Fluor 488: SOCS3

Figura A.12: Caracterizagao fenotipica de macréfagos tratados com &cido Urico soltvel apés
24 h. Macrofagos foram avaliados por citometria de fluxo quanto a porcentagem de marcacao
de SOCS3, n=2.

Tabela Xll: Medida da intensidade de fluorescéncia para SOCS3. Grafico a direita
representa a mediana normalizada pelo nimero de eventos da intensidade de fluorescéncia,
n=2.

s0Cs3
. . 25,000
median (MFI) n®Células MFI/céls. % Pos.
OpM AU 108870 29391 3,704 98,4 20,000 4
100 pM AU 86196 45685 1,887 99,4
300pMAU 86532 36784 2,352 97,9 15,000 1
SOOUMAU 69046 45661 1,512 98,2
TSOUMAU 62644 46058 1,360 99,1 10,000
1000pMAU 56836 27956 2,033 91,1 B Sériel
72h 58862 33485 1,758 95,4 5,000
tBHQ 156965 7196 21,813 97,4
M1(2ah) 97250 42361 2,296 98,4 oo /M AN m m BN .l.l.l.l,
M2(2ah) 56395 45120 1,250 R S S S O B D D D A
M1(gh) 172334 43349 3,076 08,8 &J Q\;\“\) & s@“ & o &“&5‘\ & ‘p@“&@“
M2 (8h) 59322 44812 1,324 99 TS S S «
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Figura A.13: Caracterizagdo fenotipica de macrofagos tratados com &cido Urico solavel apos

BN

24 h. Macrofagos foram avaliados por citometria de fluxo quanto & porcentagem de
marcagao de Trx, n=1.

Tabela XllI: Medida da intensidade de fluorescéncia para Trx. Gréfico a direita representa a
mediana normalizada pelo nimero de eventos da intensidade de fluorescéncia, n=1.
Trx !

0puM AU
100 pM AU

300 uM AU

500 pM AU

750 uM AU

1000 M AU
72h

tBHQ

M1 (24 h)

M2 (24 h)

M1 (8h)

M2 (8h)

median (MFI) n°Células

3,89E+06 29850
3,83E+06 46057
3,28E+06 37541
2,57€+06 46079
1,90E+06 46397
2,09e+06 29181
1,90E+06 34513
4,90E+06 7463
3,32E+06 42835
1,71E+06 45748
5,48E+06 44833
9,51E+06 45254

MF1/céls.

1,30E+02
8,32E401
8,74E+01
5,58E+01
4,10E+01
7,16E+01
5,51E+01
6,57E+02
7,75E401
3,74E+01
1,22E+02
2,10E402

% Pos.
98,3
99,8
99,6
99,7
99,7
99,5
99,4
98,3
99,3
99,8
99,4
99,7
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Figura A.14: Caracterizagdo fenotipica de macréfagos tratados com acido Urico soluvel
apos 24 h. Macréfagos foram avaliados por citometria de fluxo quanto a porcentagem de
marcacéo de CD36, n=3.

Tabela XIV: Medida da intensidade de fluorescéncia para CD36. Gréfico a direita
representa a mediana normalizada pelo numero de eventos da intensidade de
fluorescéncia, n=3.

0pumM AU
100 uM AU

300 uM AU

500 uM AU

750 uM AU

1000 uM AU
72h

tBHQ

M1 (24 h)

M2 (24 h)

M1 (8h)

M2 (8h)

CD36
median (MFI)
7,60E+05
9,00E+05
6,86E+05
6,06E+05
6,80E+05
6,36E+05
8,61E+05
1,02E+05
8,96E+05
8,96E+05
1,82E+06
8,09E+05

n® Células
42694
37902
29362
47131
47354
46767
43629
45008
18636
33381
29225
42983

MF1/céls.
1,78E+01
2,37E+01
2,34E+01
1,29E+01
1,44E+01
1,36E+01
1,97E+01
2,27€+00
4,81E+01
2,68E+01
6,23E+01
1,88E+01

% Pos.
99,6
99,7
99,7
99,9
99,9
99,9
99,7
99,8
97,7
99,1
99,2
99,6

7,00E+01
6,00E+01
5,00E+01
4,00E+01
3,00E+01
2,00E401
1,00E+01

0,00E+00
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Figura A.15: Caracterizagao fenotipica de macréfagos tratados com &cido Urico soltvel ap6s
24 h. Macroéfagos foram avaliados por citometria de fluxo quanto a porcentagem de marcacgao
de CD40, n=3.

Tabela XV: Medida da intensidade de fluorescéncia para CD40. Grafico a direita representa
a mediana normalizada pelo nidmero de eventos da intensidade de fluorescéncia, n=3.

CD40
median (MFI) n°Células MFI/céls. % Pos. 9.00€+01
OpM AU 6,08E405 32621  1,86E401 99,7 8,00+01
100pM AU 6,45E405 30004  2,15E+01 99,7 7,00E+01
300 yM AU 6,28E+05 23464 2,68E+01 99,5 6,00E+01
SO0UM AU 5,56E+05 47040  1,18E401 99,5 5,00E+01
7SOUM AU 5,54E405 32421 1,71E401 99,5 4,00E+01
1000 pM AU 5,39E+05 28730 1,88E401 99,5 3,00E+01 u Sériel
72h  5,61E405 19324  2,90E+01 99,6 2,00E+01
tBHQ  8,31E+05 10096  8,23E+01 99,1 1008401 |
M1(2ah)  6,19E405 10705  5,78E+01 97,6 0.006+00
M2(2ah)  5,42E+05 16610  3,26E+01 99,3 R P N N
M1(8h)  7,81E+05 9977 7,83E401 99,2 & S &y AV g -»Qh ’LQ?' @x\ ‘Q\
M2(8h) 394905 24480  1,61E+01 99,7 °Q.@°‘} &SP @9 LR
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Figura A.16: Caracterizacao fenotipica de macrofagos tratados com acido Urico soltuvel apos
24 h. Macréfagos foram avaliados por citometria de fluxo quanto
marcacgéo de CD80, n=2.

by

a porcentagem de

Tabela XVI: Medida da intensidade de fluorescéncia para CD80. Grafico a direita representa
a mediana normalizada pelo numero de eventos da intensidade de fluorescéncia, n=2.

oM AU
100 uM AU
300 uM AU
500 uM AU
750 uM AU
1000 uM AU
72h

tBHQ

M1 (24 h)

M2 (24 h)

M1 (8h)

M2 (8h)

CD80
median (MFI) n°Células MFI/céls.

10839 32163 0,3370
10289 29650 0,3470
10942 23067 0,4744
9674 46402 0,2085
8594 32164 0,2672
9493 28431 0,333
8968 19022 0,4715
11859 9941 1,1929
9629 10500 0,9170
9538 16350 0,5834
11803 9768 1,2083
8043 24122 0,3334

% Pos.
96,9
97,3
96,7
95,7
95,7
97,1
96,3

97
90,7
95,2
93,1

95,1

1,4000
1,2000
1,0000
0,8000
0,6000
0,4000

0,2000
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Sample Hame Subset Hame Count
Cheila_Ana_25ago19 132 f9 Single Cells 5716
| Cheila_Ana_28aga19 84.fes| Single Cells 43128
@ | Cheila_sAna_26ago19 83 fes| Single Cells 20470
Cheila_Ana_25ago19 82 fcs| Single Cells 33556
(| Cheila_Ana_25ago19 81 .fes| Single Cells 18908
| cheila_Ana_25ago1d 80.fos| Single Cells 45275
Cheila_Ana_25ago19 79.fes| Single Cells 42805
| cheila_fna_25ago1D 78 fes| Single Cells 45208
Cheila_Ana_25ago19 77 fes) Single Cells 47479
Cheila_Ana_25ago18 7h.fos) Single Cells AF2TE
L \J (| Cheila_Ana_25ago19 75.fes) Single Cells 28408
'I s = X = Cheila_fAna_25ago19 74.fos) Single Cells 37097
E g : = 0| cheila_Ana_25ago1d 73 fos| Single Cells 42780

8] 2 4 [s]
10 10 10 10

Alexa Fluor 647 CDES

Cheila_Ana_25ago19 132 fcs
Single Cells
46716

Figura A.17: Caracterizagdo fenotipica de macrofagos tratados com &cido urico soltvel apos
24 h. Macrofagos foram avaliados por citometria de fluxo quanto a porcentagem de marcagéo
de CD68. Histograma representativo de trés experimentos independentes (n=3).
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Tabela A.17: Resumo da medida de intensidade média de fluorescéncia (MFI) dos marcadores de fenétipo normalizados por eventos obtido por FACS
apos 24 h de tratamento com acido Urico (AUs) e mapa de calor (graficos dos marcadores sé@o apresentados nas figuras suplementares anteriores). A
tabela abaixo representa uma escala de intensidade de cor, em que azul representa menor MFI, enquanto vermelho representa maior MFI. Medidas
representativas dos plots sdo apresentados anteriormente.

[AUs]uM  CcD14 CD16 CD1lb CD45 Prxl Prx2 STAT3 Nrf2 CD163 SOCS3  TrxR CD36 CD40 CD80 CD68

0 uM 6,773 70566 2217 762 21186 3,897 3704 130318 17,801 18,638
100 uM 2183 43875 2142 967 12528 6,020 1887 83158 23745 21497
300 uM 2711 54204 1476 532 14561 3,024 2352 87371 23363 26764
500 uM 47016 58017 1747 733 9766 2821 1512 55774 12,86 1182
750 uM 13,902 2280 938 9360 2.309 1360 40951 1436 17,087
1000 M 13531 3641 150 9721 2,884 2033 71622 136 18755
dTHP-1 15,623 5002 267 12,061 2,709 1758 55052 19,734 29,031
tBHQ 27,462 5223 257 38,772 3,968 21,813 | 656,57 | 2266 82,31
L'?zsi”r:];\"/ 26242 6,002 356 37579 7,334 2296 7751 48,079 57,823
IL-4 (24 h) 3735 | 1701 845 13146 2,988 3738 26,842 32,631

LPS/'hF)NV (8 42797 2,824 180 85272 15é17 3075 122231 62275 78,280

IL-4 (8 h) 13,937 1537 749 9,172 2,373 1,324 210,15 18,821 16,131
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Apéndice - Parte Il
Figuras Suplementares
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Figura A.18: (a) Expressédo basal do fator de transcricdo Nrf2 nuclear e citosélico
obtidos de extratos fracionado de célulasTHP-1 (linhas 1,3,5,7) e de macrofagos-simile
THP-1 obtidos através da diferenciacdo por PMA (Linhas 2,4,6,8) por western-blot. A
normalizacdo das amostras foi obtida através do controle do carregamento de 25 pg de
extrato fracionado nuclear ou citosélico; (b) Nrf2/Lamina B representa a expressao
nuclear do Nrf2 normalizacdo pela proteina nuclear Lamina B1; (c¢) Nrf2/B-actina
representa a expressao citosolica do Nrf2 normalizagéo pela proteina citosolica 3-actina.
(d) expressdo da HO-1 obtida de extrato total de células THP-1 (linhas 1,3,5,7) e de
macrofagos-simile obtidos através da diferenciacdo por PMA (Linhas 2,4,6,8) por
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western-blot e normalizadas por B-Actina (e). Carregamento de 25 pg de proteina obtida
de extrato total. *p<0,05; **p<0,01;***p<0,001.
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Figura A.19: Expressao basal de Integrina f1/CD29 (a) obtidos de extratos total de
células THP-1 (linhas 1,3,5,7) e de macrofagos-simile obtidos através da diferenciacéo
por PMA (Linhas 2,4,6,8) por western-blot. A normalizacdo das amostras foi obtida
através do controle do carregamento de 25 ug de extrato; b) Integrina B1/actina
representa a normalizacéo pelo controle de carregamento das amostras. **p< 0,01.
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Acido Urico Soltvel (uM)

I 0 100 300 500 750 1000 ' dTHP-1 THP-1

65 kD NF-KB p65

12,81 9,5 3,4 14,83 19,39 2,9

1,072 1,070 1,166 1,080 1,262 1,391 2,01 1,664 NF-KB p65/B-Actina

Figura A.20: Expresséao do fator de transcricdo NF-kB p65 total apds 24 h de tratamento
com acido Urico soluvel. A normalizagdo das amostras foi obtida através do controle do
carregamento de 25 pg de extrato total de células; numeros abaixo das imagens
representam a densidade 6ptica. NF-kB p65 Total/B-actina representa a normalizagéo
pelo controle de carregamento das amostras em SDS-PAGE em condigfes redutoras
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Acido Urico Soluvel (uM)

|70 100 300 500 |

79-86 kD S S . S | STAT3 Total
22,2 21,6 18,09 19,37

42 kD e— -- S| 3-Actina

1,07 093 0,82 0,88 STAT3 Total/B-Actina

Figura A.21: Expressao da STAT3 total é reduzida ap6s 24 h de tratamento com acido
arico solavel. A normalizacdo das amostras foi obtida através do controle do
carregamento de 25 pg de extrato total de células; numeros abaixo das imagens
representam a densidade Optica. STAT3 Total/3-actina representa a normalizacéo pelo
controle de carregamento das amostras em SDS-PAGE em condi¢bes redutoras.
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Figura A.22: Expresséo basal das proteinas Prx1, Prx2 e Prx4 e PDI obtidas de células
THP-1 ndo diferenciadas (linhas 1,3,5,7) e THP-1 diferenciada (linhas 2,4,6,8) THP-1
(a) por western-blot; (b) a densidade 6ptica D.O. Prx1, Prx2, Prx4 e PDI obtidas dos
blots da figura anterior. A normalizagdo das amostras foi obtida através do controle do
carregamento de 25 pg de proteina *p< 0,01.
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Figura A.23: (a) Expressao temporal do Nrf2 e HO-1 apds 24, 48, 72, 96 e 120 h de
diferenciacdo de células THP-1 em macréfagos por PMA e da célula THP-1; em b)
gréficos de densidade optica dos blots da figura anterior (Baseline representa célula
THP-1 néo diferenciada). Nrf2/actina (gréfico superior) e HO-1/actina (grafico superior)
representam a normalizacdo pelo controle de carregamento das amostras; (C)
Expressao da Prx2, Prx1 e Prx4 apoés 24, 48, 72, 96 e 120 h de diferenciacdo por PMA
e seu pr6-mondcito THP-1(Basal); em (d) o grafico representa a expressao das
proteinas Prx2, Prx1 e Prx4 obtidas do blots das figuras anteriores normalizadas pela
expressdo de actina (carregamento de 25 pg de proteina).
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a
IB: Prx1 (NR

44 kD Prx1 Dimero

22 kD Prx1 Monomero

vl RN | ;..

| o 100 300 500 750 1000 |72h THP-1
Pro-Monécito

b Acido Urico Soldvel (uM)
IB: Prx1 (R)

22kD o e e e on ee "
42kD D D G G G G S e |P-Actina

|o 100 300 500 750 1000 | 72h  THP-1

Pro-mondcito

Acido Urico Soldvel (pM)

Densidade 6ptica 0 uM 100 uM 300 uM 500 uM 750 M 1mM 72h THP-1

Prx1 (monémero) D.O  12.11 10.01 11.86 10.24 12.349 10.58 | 4.219 0

Prx1 (Dimero) D.O.  39.02 38.99 38.12 34.34 33.81 36.28 | 34.74 | 27.506

Prx1/B-actina D.O. (Monémero) 0,425 0,363 0,433 0,402 0,548 0,35 0,152 0

Prx1/B-actina D.O. (Dimero) 1,371 1,416 1,393 1,348 1,502 1,200 | 1,259 2,231

Prx1/B-actina D.O. (Mondmero + Dimero) 1,797 1,78 1,827 1,751 2,05 1,551 1,411 2,23

Prx1/B-actina (IB: Prx1, R) 1,0 0,859 0,737 0,729 0,872 0,908 0,927 1,658

Figura A.24: Expresséo da Prx1 em condi¢des ndo-redutoras (NR) (a) e redutoras (R)
(b) apos diferenciacéo por 48 h seguido por 24 h de tratamento com 0, 100, 300, 500,
750 e 1000 uM de acido urico soluvel e seus respectivos controles de meio completo
(72 h) e a célula THP-1. Em (c) a tabela representa as normalizacdes das amostras
obtidas através do controle do carregamento de 25 ug de extrato celular e proteina B-
actina foi utilizada como controle. As amostras NR foram previamente tratadas com 100
mM N-etil-maleimida por 10 minutos antes da lise total para evitar artefato de oxidacéo
posterior ao tratamento com acido Urico. Carregamento de 25 ug de extrato proteico.
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Prx2 (Dimero) D.O.

Prx2/B-actina D.O. (Mondmero)
Prx2/B-actina D.O. (Dimero)
Prx2/B-actina D.O. (Mondmero + Dimero)

Prx2/g-actina (IB: Prx2, R)

Acido Urico Solivel (uM)

THP-1

Pro-monécito

OuM  100pM  300uM 500uM  750uM  1mM  72h THP-1
30.46 30.44 31.18 27.97 25.62 24.47 | 15.82 18.12
21.67 23.91 20.94 18.07 18.25 17.07 | 23.19 24.55
0,686 0,650 0,648 0,665 0,546 0,524 | 0,371 0,807
0,488 0,510 0,435 0,429 0,389 0,365 | 0,544 1,093
1,175 1,161 1,083 1,095 0,935 0,89 0,916 1,9

0,647 0,681 0,636 0,598 0,626 0,578 | 0,497 0,66

Figura A.25: Expresséo da Prx2 em condi¢des ndo-redutoras (NR) (a) e redutoras (R)
(b) ap6s diferenciacao por 48 h seguido por 24 h de tratamento com 0, 100, 300, 500,
750 e 1000 uM de acido urico soluvel e seus respectivos controles de meio completo
(72 h) e célula THP-1. Em (c) a tabela representa as normalizacdes das amostras
obtidas através do controle do carregamento de 25 ug de extrato celular para amostras
NR e R; B-actina foi utilizada como controle. As amostras NR foram previamente
tratadas com 100 mM N-etil-maleimida por 10 minutos antes da lise total para evitar
artefato de oxidacdo posterior ao tratamento com acido Urico. Carregamento de 25 ug

de extrato proteico.
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Apéndice — Parte IV
Figuras Suplementares

a b C d

Faloidina NFKB p65 DAPI Merge

750 uM Urato 100 uM Urato

1 mM Urato

750 uM Urato

1 mM Urato



140

M
o
-
=
=
=
2

Figura A.26: Expresséao da f-actina e p65 por imageamento HTS apés tratamento por
acido arico solavel. Imagens pseudocoloridas representativas Faloidina (F-Actina) em
verde (a ,1° painel da esquerda, canal FITC), NF-kB p65 em vermelho (b, 2° painel da
esquerda para a direita, canal Cy5), DAPI em azul (c, 3° painel da esquerda para a
direita, canal DAPI) e Merge representa a sobreposicéo dos canais para a obtencéo da
imagem pseudocolorida (d, 4° painel da esquerda para a direita). Média de Intensidade
de fluorescéncia (por pixel) foi analisada pelo programa IN Carta (GE HealthCare) de
cada imagem obtida. Objetiva 40x, modo n&o-confocal. Legenda: 0-1000 pM Urato
(&cido urico solavel); 72 h representa controle positivo para meio completo RPMI 1640
(48 h de diferenciacdo + 24 h em meio completo); tBHQ (tert-Butil-hidroquinona 20 uM,
controle positivo Nrf2); M1(IFNy/LPS, 20 ng/mL + 1 pg/mL) controle positivo para perfil
de ativacdo classica M2(IL-4), controle positivo para o perfil de ativagdo ndo-classica.
N=Densidade celular= 2,5 x10°. Dados sdo representativos de dois experimentos
diferentes com oito réplicas.



