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RESUMO

DE GODOY SANTOS, L. H., Investigando a interagao entre a lipoproteina de alta
densidade (HDL) e as células endoteliais, Trabalho de Conclus&o de Curso de
Farmacia, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sao

Paulo

Introdugao: A associacdo entre a HDL e eventos cardiovasculares esta bem
estabelecida, uma vez que esta lipoproteina participa de diversos processos
relacionados ao metabolismo de lipidios e do transporte reverso do colesterol.
Recentemente, um novo papel protetor relacionado as doencgas infecciosas vem
sendo atribuido a HDL. De fato, baixas concentragdes de colesterol em HDL (HDL-C)
determinadas geneticamente foram causalmente relacionadas a maiores chances de
hospitalizagdes por doencgas infecciosas. Este novo papel da HDL parece estar
relacionado a apolipoproteina M, transportada na circulagéo pela HDL e que, por sua
vez, é a principal chaperona carreadora do esfingolipidio bioativo esfingosina-1-fosfato
(S1P). A interacdo da S1P com seus receptores celulares esta relacionada com a
diminuicdo da expresséo de moléculas de adesao leucocitarias em células endoteliais.
As moléculas de adesao sao fundamentais para a interagao e migragao de leucocitos
circulantes para tecidos infectados. Embora esse processo seja extremamente
relevante para resolucdo de infecgdes, sua exacerbagdo pode comprometer a
homeostase do endotélio vascular. Desta forma, tém-se como objetivo deste trabalho
de conclusédo de curso investigar a interagdo da HDL com as células endoteliais.
Materiais e métodos: Moléculas de adesédo leucocitaria (E-Selectina e VCAM-1)
foram quantificadas por imunofluorescéncia (/n-Cell Western) e por protedmica
baseada em espectrometria de massas em células endoteliais primarias (HUVEC)
expostas a TNFa. O papel da HDL sob a expressdo destas moléculas de adesao
também foi avaliado. Resultados e Discussodes: Através dos experimentos
realizados, uma metodologia de alta processividade para detecgao e quantificagao de
E-Selectina em um modelo celular robusto foi otimizada e conclui-se que a expressao
da proteina é dependente da concentragdo da citocina TNFa de forma linear até10
ng/mL. Além disso, a detecgdo de outras moléculas de adesdo foi possibilitada
utilizando-se protedmica baseada em espectrometria de massas. Em células em
cultura, a expressao de E-Selectina e VCAM-1 é exclusiva do tratamento com a
citocina e a expressao de ICAM-1, embora nao exclusiva, é fortemente regulada
positivamente na sua presencga. Corroborando a literatura disponivel, o tratamento
com pools de HDL de individuos aparentemente saudaveis € capaz de reduzir a
expressao de todas as moléculas de adesao estudadas. Conclusao: o pré-tratamento
com HDL de individuos aparentemente saudaveis € capaz de causar diminui¢cado da
expressao de moléculas de adesao em células endoteliais, mecanismo que pode estar
relacionado com a correlagdo inversa entre a taxa de hospitalizacdo por doengas
infecciosas e as concentragcdes de HDL-C circulante.

Palavras-chave: Lipoproteina de Alta Densidade, Inflamagéo, Células Endoteliais,
Protecao



ABSTRACT
DE GODOY SANTOS, L. H., Investigando a interagao entre a lipoproteina de alta
densidade (HDL) e as células endoteliais, Trabalho de Concluséo de Curso de
Farmacia, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sao

Paulo

Introduction: The association between High-Density Lipoprotein (HDL) and
cardiovascular events is well established, once this lipoprotein is involved in a variety
of processes related to lipid metabolism and reverse cholesterol transport. Recently, a
new protective role has been attributed to HDL. Thus, a causal relationship between
genetically determined low HDL cholesterol levels and higher risk of infectious
diseases hospitalizations has been found. This new HDL role is believed to be related
to one of HDL’s apolipoproteins, the apolipoprotein M, which is the principal carrier
chaperone of a bioactive sphingolipid, sphingosine-1-phosphate (S1P). The interaction
between S1P with its receptor Sphingosine-1-Phosphate Receptor 1 regulates
adhesion molecule expression, leading to less leukocyte adhesion. Adhesion
molecules are fundamental to allow the migration of leukocytes to infected tissues,
and, although this process is relevant for infection resolution, its exacerbation is
detrimental for the organism. The purpose of this work is to investigate the interplay
between HDL and endothelial cells expressing adhesion molecules. Material and
Methods: Primary HUVEC endothelial cells were stimulated by TNFa and measured
adhesion molecules by immunofluorescence assay (In-Cell Western) and by mass
spectrometry-based proteomics. Results and Discussion: A new high throughput
methodology aiming the detection of E-Selectin in a robust cellular model was
optimized, with the expression of the protein being linearly dependent of the TNFa
concentrations up to 10 ng/mL. The detection of other adhesion molecules was
achieved through liquid chromatography coupled mass spectrometry. In culture
primary HUVEC cells, the expression of E-Selectin and VCAM-1 is exclusive to TNFa
treatment and, although not exclusive, the expression of ICAM-1 is strongly
upregulated by this cytokine. In accordance with available literature, the treatment with
HDL from apparently healthy subjects was capable of reducing the expression of all
adhesion molecules of interest. Conclusion: the treatment with HDL from apparently
healthy subjects is capable of reducing significantly the expression of adhesion
molecules in endothelial cells, by a mechanism that may be related to the inverse
correlation between the rate of hospitalization for infectious diseases and circulating
HDL-C levels.

Keywords: High-Density Lipoprotein, Inflammation, Endothelial Cells, Protection



INTRODUGAO
1.1. Inflamacgao e as proteinas de adesao

A adeséo célula-célula é um componente fundamental para a organizagao de
tecidos. No sistema imune, as moléculas de adesao estdo amplamente presentes e
desempenham papéis fisiologicos fundamentais, como permitir a maturagdo
leucocitaria através da migracdo entre 6rgdos de maturagdo e orgaos linféides
secundarios e permitir uma patrulha eficiente contra agentes infecciosos e tecidos
lesionados (Springer, 1994). No cenario inflamatério, a migracado dos leucdcitos da
corrente sanguinea para tecidos especificos € um processo coordenado por diversos
mediadores quimicos e moléculas, que atuam conjuntamente para uma resposta
imune efetiva e capaz de resolver os danos causados ao tecido e a infecgao (Springer,
1994). As principais células capazes de migrar para tecidos infeccionados sao
leucdcitos mieldides (como os neutréfilos e os mondcitos) e linfocitos previamente
ativados. O padrao de migracao de cada leucdcito, embora contemple geralmente as
mesmas etapas, pode ser afetado pela velocidade de resposta a quimiocinas,

expressao de moléculas de adesao e numero de células circulantes.

As células endoteliais saudaveis séo, junto com os leucdcitos, protagonistas do
processo de migracdo leucocitaria, uma vez que se apresentam como a barreira
celular responsavel por separar os tecidos do sangue circulante. A interagdo dos
leucocitos com o endotélio requer proteinas de membrana presentes tanto no
endotélio quanto nos leucdcitos e é fundamental para permitir a migracao leucocitaria.
O endotélio saudavel, na auséncia de citocinas pro-inflamatoérias, expressa poucas
moléculas de adeséo e, portanto, a migragéo leucocitaria € diminuta; ja em casos de
lesdo tecidual ou infecgdo, citocinas e quimiocinas liberadas por mastécitos,
macrofagos residentes ou células dendriticas ativam as células endoteliais que sao
induzidas a expressar moléculas de adesao, como a Intercellular Adhesion Molecule
1 (ICAM-1), a E-Selectina e a Vascular Cell Adhesion Molecule 1 (VCAM-1) e auxiliam,
junto com as quimiocinas, no recrutamento de leucdécitos da corrente sanguinea para
os sitios de inflamagdo. Uma vez que a expressao de tais moléculas de adesao é
estimulo-dependente, em individuos saudaveis, a migragcao de leucécitos para tecidos

ocorre apenas quando necessario (Abbas et al., 2010).



O processo de migragao pode ser dividido em etapas mais especificas, onde
cada etapa apresenta moléculas de adesao protagonistas, sendo elas: (1) a produgao
de citocinas e ativagao endotelial em sitios de inflamacgao, (2) a rolagem leucocitaria,
(3) a ativacao de integrinas por quimiocinas, (4) a interagdo firme dos leucocitos
mediadas por integrina e, por fim, (5) a diapedese pelo endotélio e migragado para o
tecido. A primeira etapa consiste na ativagao de células endoteliais por citocinas, como
o Fator de Necrose Tumoral Alfa (do inglés Tumor Necrosis Factor Alpha, TNFa) que,
ao interagirem com seus receptores celulares, induzem uma série de mudangas
morfoldgicas, geragcao de segundos mensageiros e fatores de transcricdo, como o NF-
KB, que promovem a expressao de moléculas de adesdo (Liu et al., 2017). As
moléculas E-Selectina e VCAM-1 sdo expressas apenas mediante a estimulo,
enquanto a ICAM-1 é constitutivamente expressa, porém, é fortemente regulada

positivamente na presenca de citocinas.

Em seguida, a E-Selectina, expressa de 1 a 2 horas apos o estimulo
inflamatdrio, entra como molécula de destaque no processo, sendo responsavel por
ocasionar o rolamento dos leucdcitos sobre a superficie endotelial. Os ligantes de E-
Selectina presentes nos leucdcitos sdo carboidratos complexos sialilados
relacionados a familia Lewis X ou Lewis A, que podem estar presentes em diversas
glicoproteinas de leucdcitos (Mcever, 2015). A interacdo da E-Selectina com seus
ligantes €& considerada fraca e pode ser facilmente quebrada pela forga de
cisalhamento da corrente sanguinea. Devido a esse carater fraco, a interagao entre
as moléculas se faz e desfaz frequentemente, o que faz com que os leucocitos rolem
sobre a camada endotelial, até que uma interacédo mais forte seja formada. Além da
E-Selectina, a L-Selectina presente em leucdcitos também interage com sialomucinas

presentes no endotélio e também contribuem para o rolamento.

Durante o processo de rolamento, quimiocinas produzidas por células
residentes do tecido estdo concomitantemente sendo apresentadas aos leucdcitos
através da interagcao com proteoglicanos de heparan sulfato presentes na superficie
endotelial (Middleton et al., 2002). A ativagdo de receptores em leucécitos pelas
quimiocinas apresentadas na superficie endotelial fazem com que ocorra a ativagao
de integrinas, que se tornam mais estendidas e, portanto, capazes de se ligar com
maior afinidade aos seus ligantes endoteliais. Nessa etapa, as moléculas da

superfamilia das imunoglobulinas, VCAM-1 e ICAM-1, entram em destaque. O ligante



leucocitario da VCAM-1 é a integrina o431 ou Very Late Antigen 4 (VLA-4), ao passo
que os da ICAM-1 sao as integrinas Lymphocyte-function Associated Antigen 1 (LFA-
1) e Macrophage 1 Antigen (MAC-1). A interacdo entre as proteinas de adeséo
endoteliais e as integrinas é responsavel por fazer o sequestro dos leucécitos, uma
vez que formam ligagcbes mais estaveis e mais dificeis de serem rompidas (Vestweber,
2015).

Por fim, ocorre a diapedese pelo endotélio e migragao para o tecido, onde os
leucocitos atravessam as jungdes endoteliais e migram para o tecido
infectado/danificado. Para que a diapedese seja possibilitada, devem haver alteragées
passageiras nas juncdes endoteliais, que serdo desfeitas para permitir a migragao
(Muller, 2016).

1.2. AHDL e o risco de infecgao

A correlagdo do conteudo de colesterol (C) carregado pelas particulas de
lipoproteina de alta densidade (do inglés High-Density Lipoprotein, HDL) com eventos
cardiovasculares esta bem descrita na literatura, uma vez que a particula participa de
diversos processos relacionados ao metabolismo de lipidios, incluindo o transporte
reverso do colesterol (Feingold Kr, 2000; Tall et al., 2008; Khera et al., 2011,
Bjorkegren e Lusis, 2022). Interessantemente, estudos clinicos também
demonstraram que a concentracado plasmatica de HDL-C tem uma relagao inversa
com o risco de desenvolvimento de complicacdes hospitalares e com o desfecho de
morte relacionadas a infecgdo. Além disso, estudos experimentais fornecem

informagdes sobre o papel da HDL na inflamagao.

Inicialmente, estudos com coortes menores mostraram que baixas
concentragbes plasmaticas de HDL-C estavam associadas ao desenvolvimento de
infeccdes hospitalares pos-cirurgicas (Delgado-Rodriguez et al., 1997; Canturk et al.,
2002). Além disso, estudos em pacientes hospitalizados demonstraram a relagao
entre a HDL e o risco de desenvolvimento de infecgdes: um estudo demonstrou que
um perfil inverso concentragdo-dependente de HDL-C foi relacionado a chance de
desenvolvimento de sepse, onde uma diminuigdo de 1 mg/dL de HDL-C na circulagéo
aumentava em 3% a chance de desenvolvimento de sepse severa (Grion et al., 2010).

Ja um segundo estudo demonstrou a relacao entre as concentragées de HDL-C e o
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desenvolvimento de infecgbes hospitalares em pacientes pdés infarto agudo do
miocardio, onde concentragcbes maiores que 38.5 mg/dL foram determinantes para o
menor desenvolvimento de complicagbes hospitalares com sensibilidade e

especificidade moderadas (Rodriguez-Sanz et al., 2013).

Corroborando os trabalhos envolvendo coortes menores previamente citados,
estudos recentes com coortes maiores demonstraram mais uma vez a relagdo de
doencas infecciosas com a concentracdo de HDL-C. Um estudo prospectivo realizado
com 97.166 pacientes demonstrou que, em um modelo ajustado para riscos
multifatoriais, uma relacdo em U foi relatada entre a concentracdo de HDL-C e o risco
de desenvolvimento de infecgdo, no qual concentragdes baixas (< 31 mg/dL) ou altas
(> 100 mg/dL) de HDL-C aumentavam em 75% e 43%, respectivamente, o risco
relativo quando comparado com individuos com concentragdes entre 85 e 95 mg/dL.
O estudo também demonstrou que, em um modelo ajustado por idade e género, uma
correlacdo inversa entre a concentracdo de HDL-C e o risco de infecgcbes foi
encontrado, onde individuos cujo a concentragcédo era inferior a 39 mg/dL, o risco
relativo de desenvolvimento de infeccédo era 24% maior quando comparado a
individuos cujo a concentracao era superior a 77 mg/dL (Madsen et al., 2018).

Por fim, um estudo prospectivo realizado com 407.558 pacientes mostrou uma
relagdo causal da concentragdo de HDL-C determinada geneticamente com o risco
de necessidade de hospitalizagdo causada por doengas infecciosas. O estudo
demonstrou que o aumento de 1 mmol/L de HDL-C esta relacionado com a diminuigao
em 38% da probabilidade de adquirir qualquer infeccdo. Adicionalmente, o score
poligénico influenciando a concentracdo de HDL-C estd associado com uma
diminuicao do risco de hospitalizacdo por doencas infecciosas, onde um aumento de
uma unidade de desvio padrdo no score poligénico da HDL-C esta relacionada a
reducdo de 6% no risco de hospitalizacdo por qualquer doencga infecciosa, além de
chances 10% menores de uso de qualquer antibidtico (o que estaria relacionado a

episédios de infecgdo leve a moderada) (Trinder et al., 2020).

1.3. AHDL e a modulagao da expressao de moléculas de adesao

Como discutido anteriormente em “Inflamacao e as proteinas de adesao”, a

expressao de moléculas de adesao e migracao leucocitaria € um processo importante
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para a resolucao de infeccbes e danos ao tecido. Porém, o aumento expressivo de
moléculas de adesdao causada por mediadores pré-inflamatérios circulantes e a
ativacao continua do endotélio, como observado no cenario séptico, pode ocasionar
a aderéncia e migracao de leucécitos em tecidos nao inflamados ou danificados,
processo responsavel por causar um dano inflamatério ao tecido saudavel sem que
haja de fato uma resposta contra um agente patolégico (Ince et al., 2016). Ainflamacgao
excessiva pode, inclusive, prejudicar a barreira endotelial, alterando seu fenétipo para
disfuncional. Nota-se, portanto, a importancia da manutencdo da homeostase, onde a
expressao de moléculas de adesao e migragao leucocitaria sejam funcionais para a
resolucdo da infeccdo sem que haja dano aos tecidos saudaveis e prejuizo ao
equilibrio hemodinamico (Parent e Eichacker, 1999).

Uma nova func¢ao da HDL parece envolver um papel regulador da manutencgao
da integridade endotelial relacionada a migragao leucocitaria através da modulagao
da expressao de moléculas de adesao no endotélio (Galvani et al., 2015; Ruiz et al.,
2017) Existem uma variedade de popula¢des de HDL plasmaticas, que se diferenciam
na sua composicdo proteica e lipidica, bem como na quantidade de colesterol
carregada (Davidson et al., 2022). Uma pequena fragao das particulas de HDL (~5%)
carrega uma proteina pertencente a familia das lipocalinas, a Apolipoproteina M (Apo
M) que, por sua vez, possui uma estrutura que permite a ancoragem de um
esfingolipidio bioativo, a Esfingosina-1-Fosfato (S1P). A maior parte de S1P
plasmatica é carregada pela Apo M da HDL (~65%), e uma parte minoritaria é
carregada pela albumina plasmatica (~35%) (Christoffersen et al., 2011).

O estudo de Galvani et al. demonstrou a importancia da interagdo da S1P com
seu receptor S1P1 em células endoteliais no contexto aterosclerético e inflamatorio.
Observagdes in-vivo demonstraram que regides curvas de vasos (que estdo mais
susceptiveis a formagao de placas de aterosclerose, como a curvatura descendente
da aorta) que estdo submetidas a um fluxo hemodinamico turbulento apresentavam
maior presencga das moléculas de adesdo VCAM-1 e ICAM-1 quando comparadas as
regides de vasos submetidas a fluxo laminar. A expressao dessas moléculas coincidiu
com a menor abundancia do Receptor 1 de Esfinsogina-1-Fosfato (S1P1) na
membrana plasmatica e maior abundancia em regides intracelulares, indicando
internalizacdo do receptor apés a sua ativacdo. Ja no modelo in-vitro, os
pesquisadores demonstraram que a incubacgao de células HUVEC (Human Umbilical

Cord Endothelial Cells) com HDL carreadora de Apo M a partir de concentracdes de

12



40 pg/mL foram capazes de diminuir a expressao de ICAM-1 apds estimulo com TNFa,
ao passo que HDL desprovida de Apo M, ndo. Corroborando com a diminuigdo de
ICAM-1, demonstrou-se ainda que a incubagcdo com HDL era responsavel pela
diminuicao da fosforilagdo da subunidade p65 do fator de transcrigdo NF-k e, portanto,
diminuicao de sua ativacao.

Ja o estudo de Ruiz et al. foi capaz de demonstrar o papel protetor da HDL em
células HAEC (Human Aortic Endothelial Cells) primarias estimuladas com TNFa.
Células tratadas com ApoM ligada a S1P possuem uma expressdao menor de RNAm
para ICAM-1, VCAM-1 e E-Selectina em relagao as células apenas estimuladas com
TNFa, indicando uma diminuigdo da transcricdo dos genes codificadores para estas
moléculas. Além disso, experimentos de citometria de fluxo realizados nas mesmas
condigdes demonstraram que o tratamento com Apo M ligada a S1P, foi capaz de
diminuir a abundéancia de E-Selectina e VCAM-1 na membrana plasmatica, mas sem
alterar a abundancia de ICAM-1. Em concordancia com o papel biolégico destas
moléculas no cenario inflamatorio, o tratamento com Apo M ligada a S1P também foi
capaz de diminuir a adesdo leucocitaria e aumentar a integridade da barreira
endotelial em células estimuladas por TNFa.

Como a Apo M é carregada pela HDL no plasma, incubag¢des com HDL total,
HDL carreadora de Apo M e HDL desprovida de Apo M foram realizadas para averiguar
se outro componente da HDL é capaz de diminuir as moléculas de adesao frente a
um estimulo inflamatério. Em concordancia com os resultados previamente obtidos,
apenas as preparagdes que continham Apo M (HDL total e HDL carreadora de Apo M)
foram capazes de causar diminuicao significativa na abundancia de moléculas de
adesao. Os pesquisadores, por fim, demonstraram que o receptor protagonista na
atuacao anti-inflamatéria da HDL é o S1P1 através da utilizag&o de diversos inibidores
farmacoldgicos seletivos para os receptores de S1P celulares expressos pelo modelo
celular utilizado, onde apenas apds a inibicdo do S1P1 nao foi possivel observar

diminuicdo das moléculas de adesao.

OBJETIVOS
Por meio deste Trabalho de Concluséo de Curso, busca-se investigar a relagéao

das células endoteliais com a HDL. Como objetivos especificos, espera-se:
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1) Comparar o modelo celular endotelial primario e imortalizado em relagao a
expressao de proteinas de adesao

2) Desenvolver metodologias analiticas capazes de detectar moléculas de adesao
presentes em células endoteliais

3) Avaliar o potencial papel protetor do pré-tratamento com HDL em células

endoteliais sob efeito de TNFa

MATERIAIS E METODOS
3.1. Isolamento de Lipoproteinas Plasmaticas

Para o isolamento da HDL do plasma sanguineo de individuos voluntarios
aparentemente saudaveis, solugdes salinas foram preparadas com sal de brometo de
potassio (Sigma Aldrich, #793604-500G) ou cloreto de sodio (Sigma Aldrich, #59625-
1KG) até a obtencao da densidade aproximada necessaria e, entdo, as densidades

foram finamente ajustadas com auxilio de um densimetro.

A coleta de sangue dos voluntarios aparentemente saudaveis foi aprovada pelo
comité de ética da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao
Paulo (CAAE 60860016.5.0000.0067) e foi realizada em tubos contendo EDTA. O
plasma sanguineo foi separado das células sanguineas por centrifugagao (3.000 rpm,
15 minutos, 20°C) e armazenado a — 80 °C até uso posterior. A HDL foi isolada a partir
do plasma sanguineo por meio de ultracentrifugacdo sequencial em tubos de
policarbonato de 1 mL utilizando o rotor TLA 120.2 (Beckman Coulter). O método de
ultracentrifugacédo sequencial consiste em duas etapas que visam sequencialmente
(1) separar todas as lipoproteinas dos demais componentes plasmaticos e (2) separar

a HDL das demais lipoproteinas (Silva et al., 2020).

Para separar as lipoproteinas dos componentes plasmaticos (Silva et al., 2020),
assumiu-se a densidade do plasma como 1.006 g/cm?® e ajustou-se para 1.21 g/cm?
com solugdo de brometo de potassio (d = 1.3 g/lcm?) e, entdo, ultracentrifugou-se as
amostras (120.000 rpm, 6 horas, 5 °C). Apds o término da centrifugagao, coletou-se
350 uL fragéo superior (d < 1.21 g/cm?3), correspondente a fragdo de lipoproteinas)

com auxilio de uma seringa Hamilton.
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Seguindo, a densidade relativa das lipoproteinas foi calculada através da
divisdo da massa de 100 pL de solugado pela massa de 100 pyL de agua. Obtida a
medida, a densidade foi ajustada para 1.063 g/cm® com o volume necessario de
solugdo de cloreto de sodio 1.006 g/cm® e uma segunda ultracentrifugagéo foi
realizada (120.000 rpm, 2 horas, 5 °C). Apds o término da segunda centrifugacgéo,
coletou-se 250 uL da fragéo inferior correspondente a HDL (d < 1.063 g/cm?3) com o
auxilio de uma seringa Hamilton. Por fim, dialisou-se a amostra trés vezes contra 150
vezes o volume de solugdo de HDL em tampao de fosfato de potassio/EDTA e uma
ultima dialise foi realizada em tampao de fosfato de potassio/EDTA/Sacarose 2% para
armazenamento da HDL a — 80°C até uso posterior. As amostras foram quantificadas

pelo método colorimétrico de Bradford.

3.2. Andlise da qualidade do isolamento de HDL por ultracentrifugagao

sequencial

Para analise da qualidade da HDL isolada por ultracentrifugacédo, realizou-se
corridas eletroforéticas desnaturante (SDS-Page) e nativa. Para o gel SDS-Page, 10
ug de amostra foram preparadas em um tampao de amostra composto por Tris 1M
(pH = 6.8), Glicerol, 10% de dodecil sulfato de sddio (SDS,) Azul de Bromofenol e 3-
Mercaptoetanol; seguido a adigdo da massa de proteinas, as amostras foram
desnaturadas a 95°C durante 5 minutos. Os géis utilizados foram um gel de
poliacrilamida 12% para resolugao e um gel de poliacrilamida 5% para empilhamento
das amostras. A corrida eletroforética foi realizada no sistema eletroforético da Bio-
Rad com aplicagdo de voltagem constante (200V), durante 1 hora, a temperatura

ambiente.

Para realizacdo da eletroforese em gel nativo, um gel comercial (Bio-Rad,
#4561096) foi utilizado. Uma massa de 10 ug de amostra foram carregadas junto com
um tampéao de amostra contendo 62.25 mM de Tris-HCL, 40% de glicerol e 0.01% de
azul de bromofenol. O tampao de corrida utilizado continha 50 mM de Tris-HCI e 384
mM de Glicina. A corrida eletroforética foi realizada em voltagem constante (50V),

durante 16 horas, a 4°C.

Por fim, para coloragao dos géis, utilizou-se uma solucdo de Comassie. 0.1%
em 50% de Metanol e 10% de Acido Acético durante 60 minutos, sob leve agitac&o.
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Para a descoloragédo dos géis, utilizou-se uma solugdo contendo 50% de Metanol e
10% de Acido Acético até que as bandas das proteinas estivessem visiveis em relagéo
ao background. Os géis foram hidratados com agua durante 2 horas e a fluorescéncia
emitida pelo Comassie foi lida no equipamento Odyssey DLx, através do software Li-

Cor Acquisition (Versao 1.2).

3.3 Quantificacdo de S1P por cromatografia liquida de Alta Pressdao (HPLC)

acoplada a espectrometria de massas (MS)

Para quantificacdo de S1P nas amostras de HDL previamente isoladas, um
protocolo de extragao foi utilizado (leronimakis et al., 2013). Para isso, 5 L de padrao
interno de S1P-C17 (3 uM, Avanti, #860641-P-1mg) foram adicionados em 15 ug de
HDL (15 pg de proteinas em particulas de HDL) e agitado vigorosamente num shaker
orbital. Entado, 50 uL de tampé&o citrato de sédio 30 mM (Sigma Aldrich, #5464 1)/fosfato
de sdédio dibasico 40 mM (Sigma Aldrich, #S0876-500G) e 275 uL de 1-butanol (Sigma
Aldrich, #281549-1L) foram adicionados nas amostras. Seguiu-se para extragdo em
shaker orbital (10 minutos, 1400 rpm, 20 °C). Ap6s o fim da extracdo, 220 uL da
camada de butanol foram retirados, transferidos para um novo tubo e secas. Para
quantificacdo no sistema de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas (HPLC/MS), as amostras foram ressuspendidas em 125 pL de solugdo

Metanol 50% e 0.1% de Acido Férmico filtrada e degaseificada.

Uma curva padrao de S1P foi preparada adicionando volumes necessarios de
S1P e um volume fixo de padrdo interno S1P-C17. No total, 9 pontos foram
preparados, correspondendo as concentracdes de 100, 80, 60, 40, 20, 10, 5, 2.5 e 1
fmol/uL. A curva foi injetada (10 pL/ponto, em triplicata) em sistema de cromatografia
liguida Shimadzu acoplado a detector do tipo QTRAP 4000 utilizando uma coluna
cromatografica C18 (Phenomenex, Luna 2.5 ym C18(2)-HST 1002 100 x 2 mm) com
fluxo de 0.25 mL/min. O ponto de menor concentragao foi o primeiro a ser injetado,
seguido das concentragdes crescentes. A aquisigao foi feita no modo SRM (Selected
Reaction Monitoring) e as transigdes monitoradas foram: 380.3/264.3 e 380.3/81.9
para S1P enddgena e 366.2/93.0, 366.2/82.0 e 366.2/250.3 para o padrao interno
S1P-C17. A quantificacdo de S1P foi realizada utilizando o fragmento de maior

intensidade (m/z 264.3), integrando a area sob a curva.

16



3.4. Cultura de células HUVEC primarias

Para os experimentos com o modelo primario, um pool de células HUVEC
primarias (Lonza Bioscience, #C2519A) foram cultivadas em meio EBM-2
suplementado com kit EGM-2 (Lonza Bioscience, #CC-3156 e #CC-4176) entre as
passagens 1 e 7. Para repique, as células foram lavadas com HEPES 25 mM (37°C)
e 2.5 mL de solugdo de Tripsina/EDTA (Lonza Bioscience, #CC-5012) foram
adicionados; as células foram incubadas por 2 a 3 minutos (37°C, 5% CO2) e 5 mL de
solugao neutralizadora de tripsina (Lonza Bioscience, #CC-5002) foram adicionados.
As células foram entdo coletadas e centrifugadas (1500 rpm, 7 minutos, 10 °C) e o
pellet foi ressuspendido em 2 mL de meio. As células foram contadas pelo método de
exclusao de azul de tripan com auxilio da camara de Neubauer ou com auxilio do
contator de células (Thermo Fisher Scientific, Countess™ 3 Automated Cell Counter)

e a densidade desejada de células foi plaqueada em nova garrafa ou placa.

3.5. Cultura de células HUVEC imortalizadas

Para os experimentos com o modelo imortalizado, um pool de células HUVEC
(ATCC, #CRL-1730) foram cultivadas em meio RPMI-1640 (Vitrocell, #00080)
contendo 10% de Soro Fetal Bovino (#COD), 1% de Penicilina/Estreptomicina (Santa
Cruz Biotechnology, #sc-3690), 1 mM de piruvato de sédio (Sigma-Aldrich, #P5280) e
10 mM de HEPES (Sigma-Aldrich, #H3375) entre as passagens 13 e 20. Para
repique, as células foram lavadas com HEPES 25 mM (37°C) e 5 mL de solugao de
Tripsina/EDTA (Lonza Bioscience, #CC-5012) foram adicionados; as células foram
incubadas por 5 minutos (37°C, 5% de CO2) e 5 mL de meio de cultura foram
adicionados para neutralizacdo da tripsina. As células foram entdo coletadas e
centrifugadas (1500 rpm, 10 minutos, 20 °C) e o pellet foi ressuspendido em 2 mL de

meio. As células foram contadas de forma analoga ao modelo primario.

3.6. Analise da presenc¢a de moléculas de adesao por imunodeteccao utilizando-
se a técnica de Western Blot

O ensaio para analise qualitativa da presenca de moléculas de adesao nas

duas linhagens de células endoteliais utilizadas foi o Western Blot. Para isso, as
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amostras foram reduzidas com [(-mercaptoetanol e carregadas em um gel de
poliacrilamida 10% e uma corrida eletroforética foi realizada até que a frente de corrida
atingisse a extremidade inferior do gel, de forma analoga ao descrito em “Analise da
Qualidade do isolamento de HDL por ultracentrifugagcdo sequencial’. Entdo, o
conteudo do gel foi transferido para membranas de PVDF (16 horas, 4 °C, 90 mA
constante) em um sistema umido contendo tamp&o de transferéncia contendo 20% de
metanol. As membranas foram entdo lavadas com TBS, bloqueadas com solu¢ao 5%
de leite sem gordura e incubadas com o anticorpo primario anti-E-Selectina (Santa
Cruz Biotechnology, #sc-544698, 0.1 pg/mL), anti-VCAM-1 (Santa Cruz
Biotechnology, #sc-13160, 0.1 ug/mL) ou anti-ICAM-1 (Abcam, #ab109361, 0.1
pMg/mL) humana (16 horas, 4 °C, sob agitagédo). A deteccédo da proteina a-Tubulina
(Abcam, #ab52866) foi utilizada como normalizador de carregamento de amostras no
gel. Entdo, as amostras foram lavadas com solugédo de TBS-T 0.05% e incubadas com
anticorpo secundario anti-rato (KPL, #04-18-06, 0.001 ug/mL) ou anti-coelho (KPL,
#04-15-16, 0.001 pg/mL) conjugados com HRP. Por fim, as amostras foram incubadas
brevemente com kit revelador contendo luminol (Thermo Fisher Scientific, #A38555)
e a quimioluminescéncia emitida foi lida com auxilio do equipamento ChemiDoc™ MP
(BioRad, versao 2.4.0.03).

3.7. Analise da abundancia de moléculas de adesdao por imunodetecgao

utilizando-se a técnica de In-Cell Western

A deteccao e quantificacdo das proteinas de adesao em células endoteliais foi
realizada através da técnica de In-Cell Western com detecg¢ao no infravermelho. Para
tal, células endoteliais foram plaqueadas em placas de 96 pocos pretas de fundo
transparente e mantidas em cultura até 90-95% de confluéncia atingida. Em seguida,
as células foram colocadas em condicdo de privacdo de soro fetal bovino, mas
mantidas com os demais suplementos contidos no kit EGM-2 (16 horas, 37 °C, 5%
CO2). As células foram entéo pré-tratadas com HDL previamente isolada (2h, 37 °C,
5% CO2) e estimuladas com TNFa (Sigma-Aldrich, #T6674, 37 °C, 5% CO2).

Apobs o estimulo, as células foram fixadas com metanol a — 20 °C (10 minutos,
4°C), lavadas com PBS e as ligagdes inespecificas foram bloqueadas através da

incubacao com solugao bloqueadora (100 uL por poco, Li-Cor Intercept Blocking Buffer
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(PBS), #927-70001, 1.5 horas, temperatura ambiente, sob agitacao). Entao,
seguiu-se para incubagdo com os anticorpos primarios de camundongo anti-E-
Selectina (Santa Cruz Biotechnology, #sc-544698) e anti-VCAM-1 (Santa Cruz
Biotechnology, #sc-13160) humanas (50 uL por pogo, 20 horas, 4 °C, sob agitagéo);
apos a incubacéo, os pogos foram lavados com PBS-T 0.1% (5 minutos, temperatura
ambiente, sob agitag¢ao). Por fim, os pogos foram incubados com anticorpo secundario
anti-camundongo IRDye 800CW (Li-Cor Bioscience, #926-32210, 1 ug/mL) e
normalizador CellTag 700 stain (Li-Cor Biosciences, #926-41090, 1 pg/mL)
fluorescentes (50 uL por poco, 1.5 horas, temperatura ambiente, sob agitagao),
lavados com PBS-T 0.1% e destinados para leitura da fluorescéncia emitida em 800
e 700 nm. A quantificagdo bruta dos pixels foi realizada pelo software Li-Cor
Acquisition (Versdo 1.2) e os dados obtidos foram tratados pelo software Empiria
Studio (Verséao 3.0).

3.8. Preparo de amostras para analise por espectrometria de massas

Para a analise das amostras por espectrometria de massas, células HUVEC
primarias ou imortalizadas foram plaqueadas em placas de 6 pogos e mantidas em
cultura até 95% de confluéncia. O pré-tratamento com solugao de HDL de individuos
aparentemente saudaveis e o estimulo com TNFa foi realizado de forma analoga ao
descrito em “Analise da abundancia de moléculas de adesao por imunofluorescéncia”.
A lise das células foi realizada através da raspagem das células dos pogos utilizando

um tampéao contendo 1% de SDS em bicarbonato de aménio 100 mM.

Para o preparo de amostras para analise por espectrometria de massas, o
método de digestao Filter Assisted Sample Preparation (FASP) foi utilizado (Gomes et
al., 2024). As proteinas contidas no lisado total foram quantificadas pelo método de
reagao com acido bicinconinico (BCA) e aliquotas contendo 10 ug de proteinas foram

separadas para digestao.

A solugao de proteinas foi adicionada em filtros de 10 kDa (EMD Millipore,
#UFC901096) previamente passivados com solugédo de Tween-20 0.1%. As amostras
foram lavadas quatro vezes pela adicdo de solugédo de Ureia 8 M (14.000 g, 20
minutos, 20 °C), reduzidas pela adi¢gao de ditiotreitol 10 mM (DTT, Bio-Rad, # 1610611,
30 minutos, 37 °C, 600 rpm) e alquiladas com lodoacetamida 20 mM (IAA, Bio-Rad,
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#1632109, 40 minutos, temperatura ambiente, 600 rpm). Ao final da alquilagéo, as
amostras foram lavadas com bicarbonato de aménio 25 mM (14.000 g, 20 minutos, 20
°C) para retirada dos remanescentes de DTT e IAA. Ao fim, adicionou-se mais uma
vez a solugado de Ambic 25 mM e centrifugou-se (14.000 g, 2 minutos, 20 °C) até que
um volume de cerca de 200 uL ficasse retido nos filtros. Neste volume, adicionou-se
volume de solugao de Tripsina 0.1 ug/mL em acido acético 1 mM para proporgéo 1:25
tripsina:proteinas (m/m) e incubou-se (16 horas, 37 °C, 100 rpm) para clivagem das

proteinas em peptideos.

Em seguida, os peptideos foram eluidos por centrifugacao (14.000 g, 25
minutos, 20 °C) e secos em speedvac. Ao fim, foram ressuspendidos em acido formico

0.1% para concentragao final de 0.1 pg/mL de peptideos.

3.9. Aquisicao de dados por protedmica baseada em espectrometria de massas

Para a analise por espectrometria de massas, o sistema nano-LC Easy nLC
1200 (Thermo Fisher Scientific) acoplado a detector do tipo Orbitrap Fusion Lumos
com fonte de ionizagao nanospray Flex NG (Thermo Fisher Scientific) foi utilizado. Um
gradiente linear de solvente A (0.1% de Acido Férmico) e de solvente B (80% de
Acetonitrila em 0.1% de Acido Férmico) foi utilizado para separacéo dos peptideos.

Cada amostra previamente digerida foi carregada numa coluna do tipo trap
(Acclaim PepMap 100, C18, 3 um, 75 um x 2 cm, nanoViper, Thermo Fisher Scientific)
e lavadas com 20 uL de solvente A utilizando uma pressao constante de 500 bar. Em
seguida, os peptideos foram eluidos em uma coluna C18 (Acclaim PepMap RSLC,
C18, 2 ym, 75 ym x 15 cm, nanoViper, Thermo Fisher Scientific) sob um fluxo de 300
nL/minuto. Os peptideos foram entado eluidos da coluna usando um gradiente linear
de 5-28% de B (80 minutos de corrida) seguido de um gradiente linear de 28-40% de
B (10 minutos de corrida). Por fim, a porcentagem de solvente B foi aumentada para
95% em 2 minutos e a coluna foi lavada (12 minutos). Ao fim de cada corrida, o sistema

foi reequilibrado com 100% de fase A antes de uma nova injegéo.

As amostras foram analisadas utilizando o Orbitrap Fusion Lumos operando no
modo ESI positivo com temperatura do capilar a 300°C. Para as amostras corridas em
modo de aquisicdo dependente de dados (Data Dependent Analysis, DDA), um
espectro MS1 (resolucao de 120.000 a m/z 200) foi seguido de um espectro de MS2
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(resolugéo de 30.000 a m/z 200, tempo de enchimento maximo do Trap de 54 ms,
janela de isolamento de 1.2 m/z) em um ciclo de 3 segundos. Os ions precursores
foram fragmentados por HCD com energia de colisdo normalizada de 30 e os uma vez
selecionados para MS2 foram excluidos para nova fragmentagdo MS2 por 40

segundos.

3.10. Andlise dos dados de protedmica baseada em espectrometria de massas

Os dados brutos obtidos foram comparados com o banco de dados de
proteinas humanas (UniProt, 20428 entradas revisadas, baixado em 09/01/2024)
através do software MaxQuant, onde os peptideos encontrados na amostra foram
comparados com um banco de dados com digestao in-silico (Cox et al., 2011). Para
identificacdo, um minimo de dois peptideos, sendo um deles unico da proteina, foi
estabelecido como critério e a tripsina foi utilizada como enzima utilizada para
digestdo, onde até duas clivagens perdidas foram toleradas. Além disso, a
modificagao fixa da carbamidometilagcao das cisteinas e as modificacdes variaveis da
oxidacdo da metionina e acetilagcdo N-terminal dos peptideos foram definidas. O
algoritmo de Label-Free Quantification (LFQ) foi utilizado para realizar a quantificagéo
da abundancia relativa das amostras, e o algoritmo de Match Between Runs (MBR)
foi utilizado para auxiliar nas quantificagdes. Os dados foram tratados com auxilio de
softwares para anadlise estatistica e de geracdo de graficos, como o Perseus, R,

gProfiler, GraphPad e Excel (Tyanova e Cox, 2018).

3.11. Andlises estatisticas utilizadas

Os dados obtidos nos experimentos de In-Cell Western foram comparados por
teste T de Student ndo pareado com significancia de 95%. Os dados obtidos por
protedmica baseada em espectrometria de massas foram analisados inicialmente por
teste T de Student ndo pareado e os p-valores foram ajustados pelo método
Permutation-Based FDR com significancia de 95%, pois multiplas comparag¢des foram
realizadas entre todas as proteinas das amostras. Seguindo a hipotese pré-

especificada, para as moléculas de adesao identificadas por proteémica, os dados
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obtidos foram comparados entre os grupos apenas tratado com TNFa e tratado com

HDL + TNFa através do teste T de Student ndo pareado com significancia de 95%.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Analise da HDL isolada por ultracentrifugagao sequencial

4.1.1. Analise da qualidade do isolamento por eletroforese

Para verificar o sucesso do isolamento da HDL de outros componentes e
lipoproteinas plasmaticas, corridas eletoforéticas em gel desnaturante e em gel nativo

foram realizadas (Figura 1).

A B Nao congeladas Descongeladas (1x)

250 kDa =
150 kDa =
100 kDa =

75 kDa m 669 kDa =

50kDa = 440 kDa m
—

37 kDa =
250 kDa =

25kDa =  —
TeweoewvwewwewseDweswew
—

140 kDa = *
20 kDa =

10 kDa =

Figura 1. Géis eletroforéticos de 10 ug de HDL isolada por ultracentrifugagdo sequencial. (A) Gel
desnaturante (SDS-Page). Todas as replicatas séo técnicas e referem-se & um mesmo pool de HDL.
(B) Gel nativo de amostras ndo congeladas ou congeladas e descongeladas uma vez. As replicatas de

cada condigao sao técnicas e referem-se a um mesmo pool de HDL.

Através do gel desnaturante, pode-se notar uma banda proeminente na regido
dos 25 kDa. Essa banda é referente a Apolipoproteina 1 (Apo A1), principal
componente da proteico HDL. Nota-se a auséncia de banda proeminente na regiao
compreendida entre 75 e 50 kDa, caracteristica de uma das principais proteinas
plasmaticas, a albumina (~66.5 kDa). Por fim, nota-se também a auséncia de uma
banda proeminente de alto peso molecular (~500 kDa), que ficaria presa no inicio do
gel e é eferente a Apolipoproteina B (Apo B), principal proteina da Lipoproteina de
Baixa Densidade (LDL).

Através do gel nativo, pode-se notar que a HDL se mantém na estrutura nativa

tanto em amostras ndo congeladas quanto em amostras que passaram por um ciclo
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de congelamento a —80 °C/descongelamento. Com isso, conclui-se que a HDL isolada

nao possui contaminacado significativa com outras proteinas plasmaticas ou

lipoproteinas e se mantém na sua estrutura nativa apés o processo de

armazenamento, mantendo-se viavel para a utilizagdo em ensaios bioldgicos.

4.1.2. Quantificagao de S1P

ApOs da analise qualitativa da qualidade da HDL isolada por ultracentrifugacéo,

a quantificacdo de S1P, esfingolipidio carreado pela Apo M e tido como responsavel

pela atividade anti-inflamatéria da HDL frente a células endoteliais, foi realizada

utilizando um sistema de HPLC acoplada a um espectrémetro de massas
QTRAP 4000 (Figura 2).

Curva Padrao de S1P

1000 - A

1P (fmol)
g

1- y = 2029,2x* + 1841,6x + 8,6225
R* = 0,9985

0,050 0,100 0,150 0,200 0,250 0,300 0,350 0,400

Razao C18/C17

Figura 2. Quantificacdo de S1P em HDL isolada por ultracentrifugacdo. Os pontos

do tipo

em azul

correspondem a curva de calibragdo realizada com o Padrdao de S1P. Os pontos em vermelho

correspondem a replicatas do pool de HDL (n = 9).

Através deste experimento, conclui-se que a HDL isolada de individuos

aparentemente saudaveis carrega S1P. Afoi realizada utilizando-se o método de SRM

conforme descrito na metodologia. Os valores encontrados foram corrigidos pela

intensidade de S1P-C17 (padrao interno), pela quantidade de massa da qual a S1P

foi extraida (15 pg) e pelo volume utilizado apds extragao (220 pyL de 275 pL). Arazao

C18/C17 encontrada nas amostras foi de 0,131+0,008. Apds as correcdes, tém-se que

a concentracao de S1P de individuos aparentemente saudaveis é de 309,33 + 20,19

fmol de S1P/ug de proteinas de HDL.
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4.2. Resposta das células endoteliais ao estimulo inflamatério

4.2.1. Comparacgao dos modelos endoteliais através da analise qualitativa da
expressao das moléculas de adesao

Os modelos endoteliais primarios e imortalizados foram comparados em
relagao a expressao de moléculas de adesao apos o tratamento com TNFa 10
ng/mL, utilizando-se a técnica de Western Blot com anticorpos especificos para cada

proteina, conforme descrito em materiais e métodos (Figura 3).

Lonza ATCC
(PRIMARIO) (IMORTALIZADO)
TNFa 10 ng/mL + - + -
VCAM-1 | L ~90 kDa
CAM-1 [ - ’ |- -100 kDa
E-Selectina L ~132 kDa

a-Tubuling | ¥ | - 50 kDa

Figura 3. Bandas de quimioluminescéncia para as proteinas de interesse: VCAM-1, ICAM-1 e E-
Selectina extraidas dos modelos celulares primario e imortalizado. A a-Tubulina foi utilizada como
proteina controle de carregamento de amostras.

Nota-se por meio deste experimento que apenas o modelo endotelial primario
€ capaz de expressar VCAM-1 quando estimulado com TNFa. Embora ambos os
modelos expressem ICAM-1, a expressao € mais significativa no modelo primario
quando comparado ao modelo imortalizado. Nao foi possivel detectar
quimioluminescéncia para E-Selectina para células tratadas com TNFa em nenhum
dos modelos, porém, a detecgao foi possibilitada por fluorescéncia no modelo primario
(por In-Cell Western, descrito em “Otimizagdo da metodologia de In-Cell Western” com
maior detalhe). Desta forma, por apresentar maior robustez na investigagédo da

expressao de moléculas de adesado no cenario inflamatdrio, visto que a adeséo e
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migracgao leucocitaria depende das trés moléculas de adesao, o modelo primario foi

selecionado para continuidade dos experimentos.

4.2.2 Efeito do estimulo com TNFa em células endoteliais primarias
4.2.2.1 Otimizagao da metodologia de In-Cell Western

Conhecendo-se que apenas células primarias estimuladas com TNFa
expressam VCAM-1, a otimizagdo da metodologia de In-Cell Western foi realizada
para permitir a realizagdo de ensaios com amostras bioldgicas. Durante a otimizagao,
trés concentracdes de anticorpo primario contra a molécula de interesse foram
utilizadas (2, 0.4 ou 0.2 pg/mL) e dois métodos de fixacao (Metanol a -20°C ou
Paraformaldeido (PFA) 4%) foram utilizados; para os pocos fixados com PFA 4%, a
permeabilizagao posterior foi realizada com Triton-X 0.05%.A fluorescéncia bruta do
anticorpo secundario IRDye 800 foi comparada para avaliar a melhor relagéo entre
emissao de sinal decorrente da presenga das moléculas e background (Figura 4 e 5,

respectivamente para E-Selectina e VCAM-1).
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Figura 4. Otimizacdo da metodologia de In-Cell Western para detecgdo de E-Selectina em células

endoteliais primarias em concentragdes distintas de anticorpo primario. Em (A) células fixadas e
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permeabilizadas com metanol e em (B) células fixadas com PFA 4% e permeabilizadas com Triton-X
0.05%. (l) Imagens obtidas apds a leitura da fluorescéncia pelo software Odyssey DLx e em (ll)

Quantificagéo bruta dos pixels da fluorescéncia emitida pelo anticorpo IRDye 800.

Para deteccgao de E-Selectina, nota-se que tanto a fixagdo com metanol quanto
a fixagdo com PFA 4% foram capazes de produzir fluorescéncia detectavel em duas
concentragcdes de anticorpo primario, porém, a fluorescéncia detectada com a fixacao
com metanol foi mais eficiente, produzindo uma intensidade cerca de 5 vezes maior
para a uma mesma concentragao de anticorpo primario. Desta forma, a concentragao
de 0.2 yg/mL e fixagdo com metanol foram os procedimentos escolhidos para

continuidade dos experimentos, pois apresentam a melhor relacio sinal/ruido.

Para a deteccao de VCAM-1, nota-se que nao houve fluorescéncia detectavel
apods fixagado com PFA 4% em nenhuma das dilui¢bes utilizadas e, portanto, esse
método n&o pode ser utilizado para futuros ensaios biolodgicos. Ja a fixagdo com
metanol possibilitou a deteccao de fluorescéncia na concentragdo de anticorpo
primario de 2 ug/mL. Porém, em comparagdo com a E-Selectina, a detecgcédo de
VCAM-1 foi menos eficiente e uma concentracio elevada de anticorpo primario deve
ser utilizada para a produg¢ao de uma fluorescéncia significativa e, por este motivo, a

E-Selectina foi utilizada para ensaios futuros envolvendo amostras biolégicas.
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Figura 5. Otimizagdo da metodologia de In-Cell Western para deteccdo de VCAM-1 em células

endoteliais primarias em concentragdes distintas de anticorpo primario. Em (A) células fixadas e
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permeabilizadas com metanol e em (B) células fixadas com PFA 4% e permeabilizadas com Triton-X
0.05%. (I) Imagens obtidas apds a leitura da fluorescéncia do anticorpo secundario IRDye 800 e
normalizador Cell Tag 700 pelo software Odyssey DLx e em (ll) Quantificagdo bruta dos pixels da

fluorescéncia emitida pelo anticorpo IRDye 800.

4.2.2.2. Efeito concentracao-dependente do estimulo de TNFa na expressao de
E-Selectina

O efeito do estimulo com diferentes concentragées de TNFa (50, 25, 12.5 10,
7.5, 5, 2.5 e 1 ng/mL) na expressao de E-Selectina foi avaliado em dois momentos:

apos 2 horas e 4 horas de incubagéo (Figura 6, Figura Anexo 1).
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Figura 6. Expresséo de E-Selectina é dependente do tempo de incubagéo e da concentracdo de TNFa.
Resultados da intensidade de fluorescéncia média normalizada (IRDye 800/Cell Tag 700) de células
HUVEC estimuladas com TNFa em cada condigéo (n = 6). (A) Regressao de todos os pontos obtidos.

(B) Regresséo dos pontos iniciais.

Considerando todas as concentracbes de TNFa utilizadas, a fluorescéncia
emitida segue uma regressdo polinomial de trés inflexdes para os dois tempos
testados. Interessantemente, nos pontos iniciais, 0 a 10 ng/mL, a regressao € linear.
Portanto, conclui-se que a metodologia In-Cell Western é capaz de detectar
fluorescéncia em pequenas concentracdes de TNFa e que a expressao de E-Selectina

€ linearmente dependente da concentragdo de TNFa até 10 ng/mL.
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4.2.2.3. Analise dos processos celulares enriquecidos pela ativagdao com
TNFa

A analise do proteoma das células endoteliais primarias estimuladas com TNFa
possibilitou o estudo dos processos enriquecidos pelo tratamento (Figura 7). O critério
para a proteina ser considerada exclusiva foi estar presente em 3 ou mais replicatas
de um grupo experimental e ausente nas demais replicatas do outro. Ja para as
proteinas diferencialmente abundantes, um teste T de student bicaudal foi realizado,
com significancia de 95% e corregdo pelo método de Permutation-based False
Discovery Rate também com significancia de 95%. O enriquecimento dos processos
celulares foi realizado através dos processos celulares dos quais as proteinas

exclusivas e diferencialmente abundantes participam por meio da ferramenta gProfiler.

A TNFa HUVEC B

FDX1
SELE
VCAM1
PRRCZB
GPD1L
YMETL1
LCMT1

7
(0.3%)

2510
(99.4%)

9
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Significancia (-Log,  p-valor)

Cc LogZFold Change (TNFa/HUVEC)

Heterophilic cell-cell adhesion via plasma membrane cell adhesion molecules
Membrane to membrane docking

Cellular extravasation

External side of plasma membrane

Alpha9-beta1l integrin-vascular cell adhesion molecule-1 complex

0 05 1 1,5 2 25 3
(-Log,op-valor ajustado)

Figura 7. Efeito do estimulo por TNFa (10 ng/mL) em células endoteliais primarias. (A) Numero de
proteinas exclusivas em cada grupo. (B) Volcano-plot para os genes codificadores de proteinas
aumentadas apoés o tratamento com TNFa. (C) Processos celulares aos quais as proteinas exclusivas

e aumentadas no tratamento com TNFa estdo relacionadas.

Como esperado, as proteinas de adesao endotelial VCAM-1 e E-Selectina sao
exclusivas do tratamento com TNFa, ndo sendo encontradas no grupo nao
estimulado. Sao proteinas importantes nos processos de rolamento (E-Selectina) e
adesao firme (VCAM-1) dos leucécitos ao endotélio, processo fundamental para
permissao da migragao leucocitaria, como apresentado anteriormente em “Inflamacgao

e as proteinas de adesao”. As proteinas codificadas pelos genes FDX1, PRRC2B,
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GPD1L e LCMT1 possuem funcdes nao relacionadas a membrana ou inflamacgao e
suas fungdes celulares estdo descritas em anexo (Tabela 1 do Anexo). Ja em relagéo
as proteinas aumentadas, a ICAM-1 também € uma proteina de adesao endotelial e
€ importante para a interagdo com proteinas leucocitarias durante a transmigragao de

leucocitos pelo endotélio.

A proteina codificada pelo gene SERPINE1, proteina inibidora da ativagédo de
plasminogénio 1 (PAI-1), tem uma atuagéao significante na coagulagéo e possui papel
regulatério durante a migragao celular. Durante a coagulagdo, a enzima conversora
de plasminogénio (PLAT) converte o plasminogénio em sua forma ativa, a plasmina,
processo relevante para degradagao de coagulos. Ja a PAl-1 inibe a PLAT e, portanto,
diminui a conversdo de plasminogénio em plasmina, favorecendo a coagulagédo. A
presenca desta proteina é relevante pois, durante o cenario inflamatério, além da
expressao de moléculas de adesao no endotélio, diversos fatores contribuem para
aumento da coagulacéo e, portanto, a proteina pode se apresentar como futuro alvo

de investigacdo em relagao a fungéo endotelial no cenario inflamatério (William, 2003).

Os processos biologicos dos quais as proteinas aumentadas e exclusivas
participam sao relacionados a interacdo membrana-membrana e adesao via proteinas
de adesdo, processos estes que sao fundamentais a inflamagdo e migragéo
leucocitaria. Desta forma, concluiu-se que o tratamento com TNFa € um modelo valido
e adequado para a investigacdo da hipdtese de que o pré-tratamento com HDL de
individuos aparentemente saudaveis € responsavel por diminuir a migragao

leucocitaria através da diminuigdo da expresséo de proteinas de membrana.

4.3. Potencial papel protetor do pré-tratamento com HDL em relagao a
expressao de E-Selectina em células endoteliais primarias

4.3.1. Analise por imunodetecgao

Ap6s a padronizagcao das condi¢des utilizadas no experimento de [/n-Cell
Western, a hipotese de que o pré-tratamento com um pool de HDL de individuos
aparentemente saudaveis é capaz de diminuir a expressao de E-Selectina em células
endoteliais primarias quando comparadas a células nao tratadas com HDL foi testada.
Para isso, as células foram incubadas com 50 ug/mL de um pool de HDL de individuos

aparentemente saudaveis (n = 5) (2 horas, 37°C, 5% CO2), ativadas com diversas
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concentracdes de TNFa e as fluorescéncias emitidas pelo anticorpo secundario IRDye

800 e normalizador Cell Tag 700 foram medidas.

Através destes resultados, pode-se concluir que a HDL é capaz de diminuir
significativamente a expressao de E-Selectina em células endoteliais ativadas em
diversas concentragdes de TNFa, quando comparada com células nao tratadas por
HDL. Em média, em concentragbes decrescentes de TNFa (10, 7.5, 5 e 2.5 ng/mL), o
pré-tratamento com HDL é capaz de reduzir aproximadamente 17%, 22%, 22% e 31%,

respectivamente a expressao de E-Selectina. (Figura 8).
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Figura 8. Papel protetor da HDL na expressdo de E-Selectina em células endotelias primarias. (A)
Imagens obtidas apds a leitura da fluorescéncia no equipamento Odyssey DLx do anticorpo IRDye 800
e do normalizador Cell Tag 700 (B) Quantificagdo bruta dos pixels de cada condi¢cdo (n = 5 ou 4). A
fluorescéncia foi normalizada pelo controle positivo de cada condigéo e os resultados foram expressos
em porcentagem. Os p-valores representados correspondem ao resultado obtido apds realizagdo de
teste T de Student ndo pareado com nivel de significancia de 95% (para concentragdes decrescentes
de TNFa, p = 0.0034, p = 0.0030, p = 0.0061 e p = 0.0003, respectivamente).
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Apesar da HDL ter sido capaz de causar reducao na expressao de E-Selectina
para todas as concentragdes de TNFa, escolheu-se a concentragdo de 10 ng/mL para
continuidade dos experimentos uma vez que a expressao de E-Selectina € mais
abundante nesta concentragdo. Em seguida, para confirmar os resultados, outros
pools de HDL foram utilizados para o experimento Pool 1 (n = 3 individuos) e Pool 2
(n =4 individuos). Novamente, pode-se observar que os pogos pré-tratados com HDL
de individuos aparentemente saudaveis apresentaram menor intensidade de
fluorescéncia quando comparado aos pog¢os nao tratados. O pré-tratamento com HDL
diminuiu a expressdo de E-Selectina em aproximadamente 27% e 25%,
respectivamente, para pool 1 e pool 2 (Figura 9). Os poc¢os apenas tratados com HDL
ou apenas ceélulas controle sem estimulo com TNFa n&o apresentaram fluorescéncia

significativa.
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Figura 9. Reprodutibilidade do papel protetivo da HDL na expressao de E-Selectina em células

Fluorescéncia Normalizada
(% do Controle Positivo)

endoteliais primarias. Imagens obtidas apds a leitura da fluorescéncia no equipamento Odyssey DLx
do anticorpo IRDye 800 e do normalizador Cell Tag 700 e quantificagdo bruta dos pixels de cada
condicao (n = 5 ou 6) normalizadas pelo controle positivo e expressas em porcentagem. (A) Pool 1 de
HDL (n = 3) e (B) Pool 2 de HDL (n = 4). Os p-valores representados correspondem ao resultado obtido
apos realizacdo de teste T de Student ndo pareado com nivel de significancia de 95% (para Pool 1, p
= 0.0008 e para Pool 2, p = 0.0022).
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Os resultados in-vitro obtidos em relacdo a expressao de E-Selectina nas
células endoteliais tratadas com HDL carregada de S1P através da metodologia In-
Cell Western corroboram com os resultados obtidos na literatura (Ruiz et al., 2017) e
apresentam-se especialmente uteis para utilizacdo da molécula como um marcador
da inflamagédo em ensaios de alta processividade, como por exemplo em um ensaio
com amostras clinicas visando-se avaliar o papel da HDL em cenarios

inflamatorios/infecciosos.

4.3.2 Analise das moléculas de adesao por protedmica baseada em
espectrometria de massas

A analise por LC-MS/MS permitiu analisar a abundancia relativa ndo apenas de
E-Selectina mas também das demais moléculas de adesé&o de interesse e das demais
proteinas exclusivas e aumentadas apds o estimulo com TNFa (Figura 10). Os
resultados apresentados referem-se a busca dos peptideos realizada apenas para as
amostras dos grupos tratados com TNFa, visto que os grupos de controle negativo
(apenas células HUVEC e apenas células estimuladas com HDL) n&o apresentaram
intensidade para as proteinas de interesse (no caso da VCAM-1 e E-Selectina) ou
apresentam uma regulagao positiva muito significativa apos tratamento com TNFa (no
caso da ICAM-1). As demais proteinas que se apresentaram como exclusivas do
tratamento com TNFa ndo foram analisadas pois na busca realizada apresentaram-

se com intensidade LFQ igual a zero em duas ou mais réplicas.

Através destes resultados nota-se que, assim como observado para E-
Selectina pelo ensaio In-Cell Western, a HDL possui papel protetor em relacédo a
expressao das outras duas moléculas de adesao estudadas (ICAM-1 e VCAM-1),
porém, causou aumento nao estatisticamente significativo na expresséo da proteina
codificada pelo gene SERPINE1. Em relagao a porcentagem de redugao média
causada pelo pré-tratamento com HDL, tém-se: 27% para ICAM-1, 21% para E-
Selectina e 27% para VCAM-1.
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Figura 10. Papel protetor da HDL na expressdo de proteinas de adesao celular analisado por LC-
MS/MS. (A) ICAM-1 (B) E-Selectina (C) VCAM-1 e (D) SERPINE1. Os p-valores correspondem ao
resultado do teste T de student ndo pareado com significancia de 95% (para ICAM-1, p = 0.0190, para
E-Selectina, p = 0.1056, para VCAM-1, p = 0.1010 e p = 0.5252 para SERPINE1).

Através destes resultados nota-se que, embora nido apresentem p-valores
estatisticamente significativos para significancia de 95% para reducdo de VCAM-1 e
E-Selectina, nota-se um potencial papel redutor do pré-tratamento com HDL, onde a
mediana de todos os tratados com HDL apresentou-se reduzida em relagao as células
nao tratadas. A auséncia de significancia estatistica pode estar relacionada com a
dificuldade metodoldgica apresentada para realizar a extragdo de proteinas de
membrana para analise protedmica, o que pode causar impacto final na identificagao.
Esta dificuldade metodolégica também reflete outro aspecto relevante para explicar
os resultados estatisticos: os coeficientes de variancia; na analise por protebmica,
para as células pré-tratadas com HDL e estimuladas com TNFa (10 ng/mL), o
coeficiente de variagao € de 30%, ao passo que o coeficientes de variagao obtido pela
mesma condi¢ao no experimento de In-Cell Western séo 9% (Figura 8), 12% (Figura
9A) e 12% (Figura 9B) para os experimentos apresentados em ordem neste trabalho,

respectivamente

Resultados anteriores do grupo (Souza Junior et al., 2021) demonstram que,
em individuos infectados pelo virus SARS-CoV-2 que desenvolveram complicacoes
severas, ha um remodelamento no proteoma da HDL, que passa a apresentar maior

presenca de proteinas inflamatérias, como a Serum Amyloid 1 e 2 (SAA1 e SAA1)
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quando comparados a individuos que desenvolveram sintomas leves quando
infectados e, inclusive, a abundancia de Apo M na HDL foram utilizados como
preditores do desfecho de morte. Neste contexto, torna-se objetivo de investigagao
futura o fato de que o remodelamento do proteoma da HDL seja responsavel pela
perda do seu carater protetor e, portanto, ndo consiga suprimir a expressao de

moléculas de adesao de forma eficiente.

CONSIDERAGOES FINAIS

Ao final do trabalho de conclusdo de curso, foi possivel realizar a escolha de
um modelo celular robusto para estudos clinicos, otimizar uma metodologia inovadora
de alta processividade para deteccdo e quantificacdo de E-Selectina em células
endoteliais e uma metodologia de protebmica baseada em espectrometria de massas
capaz de detectar e quantificar as demais moléculas de adeséo. Corroborando com a
literatura, os resultados referentes a diminuicao da expressao de E-Selectina e ICAM-
1 observado em células endoteliais tratadas com HDL de individuos aparentemente
saudaveis demonstram um importante papel protetor do endotélio desta lipoproteina.
Em relacdo a VCAM-1, um potencial papel protetivo do pré-tratamento com HDL foi
observado e técnicas de preparo de amostra especificas para enriquecimento de
proteinas de membrana devem ser realizados para investigacdo mais profunda. Esta
nova fungdo de manutencado da homeostase endotelial verificada para as particulas
de HDL durante o cenario infeccioso pode estar associada com a menor taxa de
hospitalizagao de individuos com concentragao mais elevada de HDL-C. Este trabalho
contribui para o entendimento da funcionalidade da HDL em cenarios inflamatorios
infecciosos e abre caminhos para estudos moleculares da sinalizacdo envolvida na
diminuicdo da expressao de moléculas de adesdo, em especial, 0 mecanismo pelo

qual a sinalizagao por S1P1 é responsavel por diminuir a ativagao por TNFa.
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ANEXOS
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Figura Anexo 1. Expressdo de E-Selectina é dependente do tempo de incubacao e da concentragéo
de TNFa. Imagens obtidas ap6s a leitura da fluorescéncia no equipamento Odyssey DLx do anticorpo
IRDye 800 e do normalizador Cell Tag 700. Células endoteliais estimuladas com diversas
concentragdes de TNFa por (A) 2 horas e (B) 4 horas.
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Gene Funcionalidade resumida
FDX1 Participa na sintese de diversos horménios esteroides
PRRC2B Proteina mediadora da traducdo de RNAmM especificos e
controladora do ciclo celular
GPD1L Regula a corrente de sodio cardiaca
LCMT1 Adiciona uma metila ao grupo carboxil C-terminal de uma leucina

da proteina Fosfatase 2A para formacgao de residuos de alfa-leucina

ésteres.

Tabela 1. Funcionalidade resumida das demais proteinas encontradas como exclusivas do tratamento

com TNFa.
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