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RESUMO

A fibrose pode ser definida pelo acumulo de tecido conectivo fibroso, como os
integrantes da matriz extracelular (MEC), na regido de leséo ou de inflamacgéo, o que
leva ao mal funcionamento do 6érgado e possivel morte celular. Dentre as vias
relacionadas a fibrose, destaca-se a via do TGF- B/Smad. Quando liberado, o TGF-31
se liga ao receptor TGF-BRII e inicia a cascata de sinalizagdao que culmina no aumento
de fatores de transcricdo Smad. Os Smad2/3, quando fosforilados, formam um
complexo com o Smad 4 e iniciam a expressdo de genes da MEC, além de
desencadear a transicao epitélio-mesenquimal (TEM). Estudos nas ultimas décadas
ssuma proteina adaptadora ASC e a caspase-1. Uma vez ativado, o complexo do
inflamassoma NLRP3 se oligomeriza e leva a ativacdo de citocinas pro-inflamatorias
como a IL-1B e o IL-18. H& ainda grande controvérsia a respeito da simples presenca
do receptor NLRP3 ou da oligomerizacdo do complexo do inflamassoma NLRP3
durante o desencadeamento da TEM. Nosso objetivo, portanto, € observar a formacao
do complexo do Inflamassoma ap6és inducdo de TEM via TGF-B em células renais
tubulares. Para tal, células HK-2 serdo transduzidas com as proteinas do
inflamassoma NLRP3 e ASC marcadas com GFP e Cerulean, respectivamente.
Posteriormente, a TEM sera induzida por TGF-B. Além da observagdo da
oligomerizacdo do complexo do inflamassoma NLRP3 por microscopia confocal,
analisaremos por western blotting os marcadores de TEM, como e-caderina e a-sma.
Ademais, iremos deletar o fator de transcricdo Smad3 via crispr.

Palavras-Chave: Fibrose, Inflamassoma, NLRP3, Transicdo Epitélio-Mesenquimal
(TEM), TGF-B, Smad.



ABSTRACT

Fibrosis can be defined by the accumulation of fibrous connective tissue, such as the
extracellular matrix (ECM), in the region of injury or inflammation, which leads to organ
malfunction and possible cell death. Among the fibrosis-related pathways, the TGF-3 /
Smad pathway stands out. When released, TGF-B1 binds to the TGF-BRII receptor
and initiates the signaling cascade that culminates in the increase of Smad
transcription factors. Smad2 / 3, when phosphorylated, forms a complex with Smad 4
and initiates expression of ECM genes, in addition to triggering the epithelial-
mesenchymal transition (EMT). Studies in the last decades have shown a relationship
between EMT and inflammasome, a protein complex formed by a receptor of the NOD
family (the NLRP3 as the most studied receptor), an ASC protein and caspase-1. Once
activated, the NLRP3 inflammasome complex oligomerizes and leads to the activation
of pro-inflammatory cytokines such as IL-13 and IL-18. There is still some controversy
regarding the simple presence of the NLRP3 receptor or the oligomerization of the
NLRP3 inflammasome complex during the onset of EMT. Our aim, therefore, is to
observe the formation of the inflammasome complex after induction of EMT via TGF-
B in tubular renal cells. To this end, HK-2 cells will be transfected with the GFP and
Cerulean labeled NLRP3 and ASC inflammatory proteins, respectively. Subsequently,
EMT will be induced by TGF-(3. In addition to the observation of the oligomerization of
the NLRP3 inflammasome complex by confocal microscopy, we will analyze by
western blotting the EMT markers, such as E-cadherin and a-sma. In addition, we will
delete the transcription factor Smad3 via crispr.

Key Words: fibrosis, inflammasome, NLRP3, EMT, TGF-, Smad.
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1 INTRODUCAO

A fibrose é uma caracteristica decorrente de uma quadro inflamatério
persistente apds um dano celular causado por um agente agressor quimico, fisico ou
biolégico, no qual ha liberagcéo de citocinas, como a IL-1p e TGF-B, que promovem o
recrutamento de células do sistema imune e ativacéo de fibroblastos, que comecam a
sintese de componentes da matriz extracelular de forma exacerbada (Wynn e
Ramalingam, 2012). O TGF-3 atua na célula alvo e se liga incialmente ao receptor de
TGF-B do tipo 2 que, por sua vez, fosforila o receptor do tipo 1. Apos essa fosforilagao,
proteinas Smad 2 e 3 sédo recrutadas e fosforiladas, formando um dimero capaz de
atuar como fator de transcricdo. Posteriormente, esse dimero interage com a Smad4
para formar um trimero que é direcionado ao ndcleo e passa a transcrever genes
responsaveis por produzir componentes da matriz extracelular, como colageno,
fibronectina, dentre outros (Neelisetty et al., 2015).

A ativacao dessa via € responsavel por induzir a transformacao de células epiteliais
do tipo cuboide e com forte interagdo célula-célula para um formato celular
denominado “spindle-shaped” e sem adeséo célula-célula, tipica de fibroblastos. Esta
transformacao é denominada transicdo epitélio-mesenquimal (TEM) e é caracterizada
pela diminuicdo da expressao de genes que conferem caracteristicas epiteliais, como
a e-caderina e 0 aumento da expressao de genes de fibroblastos como FSP-1 e a-
SMA (Carew et al., 2012).

O inflamassoma € um complexo proteico formado por um receptor da familia
NOD, uma proteina adaptadora ASC e a pro-caspase 1, sendo 0 componente mais
estudado o NLRP3. Quando ativado, esse complexo tem a fungéo de clivar as pré-
formas das interleucinas IL-1 e IL-18 em suas formas ativas (Martinon et al., 2002).
Em 2013 Wang et al. inferiram que a TEM ocorre apds tratamento com TGF- em
células do tabulo renal de forma independente da formacéo do inflamassoma (Wang
et al.,, 2013). Por outro lado, Tian et al., utilizando células epiteliais pulmonares,
demonstraram que a inducdo da TEM leva ao aumento da expressdao dos
componentes do inflamassoma (Tian et al., 2017). Além disso, Romero et al.,
utilizando cristais de acido Urico para induzir a TEM, também demonstraram que ha
aumento de expressdo de NLRP3, aumento dos niveis do dimero Smad2/3, e, mais
surpreendente, que ha uma co-localizacdo de ambos NLRP3 e Smad (Romero et al.,

2017). A relacéo entre inflamassoma e a TEM €, porém, controversa, especialmente
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no que tange a dependéncia da formacdo do complexo inflamassoma para a
ocorréncia da TEM. Nossa hipétese é que o TGF-B pode ativar o inflamassoma no
contexto da TEM. Esperamos, portanto, investigar a interagcdo entre NLRP3 e o
complexo Smad durante a mudanca de células epiteliais para o tipo fibroblastoide.
Esperamos estudar, pela primeira vez, que o papel ativagdo do inflamassoma no

contexto fibroético.

1.1 JUSTIFICATIVA

Sabe-se que o processo fibrético ocorre através da TEM, um mecanismo
celular iniciado pelo TGF-B. Porém, ainda ndo é bem descrita a relagéo entre TEM e
inflamassoma. Alguns dados na literatura demonstram que a TEM é independente do
inflamassoma, ou seja, ndo é necessario que se forme o complexo do inflamassoma,
mas apenas a presenca do receptor NLRP3 para o desencadeamento da TEM. Uma
melhor investigacdo da formacdo do complexo do inflamassoma NLRP3 apés a
inducédo de TEM e a modulagdo do complexo nos daria base para o entendimento e

futuro tratamento de doencas fibroticas.

1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral
Observar a formacgao do complexo do Inflamassoma apds indugéo de TEM via

TGF-B em células renais tubulares.

1.2.2 Objetivos especificos

e Gerar células epiteliais renais cujas moléculas relacionadas ao inflamassoma,
NLRP3 e ASC, sejam marcadas por moléculas fluorescentes, e cujo Smad3 seja
deletado;

e Analisar a formacdo do complexo inflamassoma em células epiteliais renais apés
inducdo da TEM, na presenca e auséncia de Smad3
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 FIBROSE

A resolucdo da resposta inflamatéria € o reparo do tecido, porém, se o dano
persiste, leva ao processo cicatricial ou fibrético. Tais processos diferem uma vez que
0 reparo tecidual ocorre apés um estimulo lesivo em um curto periodo de tempo,
enquanto na fibrose a lesdo é necessariamente cronica, podendo levar a perda de
funcdo do 6rgéo e até sua faléncia. A fibrose pode ser definida pelo acumulo de tecido
conectivo fibroso, como os integrantes da matriz extracelular (MEC), colageno e
fibronectina, na regiao de lesdo ou de inflamacao (Wynn e Ramalingam, 2012), o que
leva ao mau funcionamento do 6rgéo e possivel morte celular. Esse mecanismo é
observado em muitas doencas inflamatdérias crébnicas como, artrite reumatoide, fibrose
pulmonar idiopatica, doenca de Cronh, doencas renais cronicas, e reconhecidas pela
alta mortalidade e perda da qualidade de vida por esses pacientes, devido
principalmente a falta de tratamentos especificos (Wynn e Ramalingam, 2012). A
inflamacdo aguda pode levar a fibrose quando se torna persistente ou quando o
agente agressor nao é removido. Portanto, as estratégias estdo voltadas a eliminacao
de tal agente, porém, nem todos séo de facil remocéao, outros se desconhecem qual a
origem e como neutraliza-lo, o que forca a busca por alternativas na via de formacéo
de tecido fibroso (Wynn e Ramalingam, 2012).

Os mediadores da inflamacdo sédo os responsaveis tanto por combater o
antigeno quanto iniciar o remodelamento do tecido. Na inflamacéo crénica o papel
central € executado pelos macrofagos (Fenyo e Gafencu, 2013). Essas células,
oriundas principalmente de mondcitos que sairam da circulacdo sanguinea e atingiram
o tecido, se tornam células fagociticas e secretoras de citocinas. A ativacao dessas
células leva a perfis diferentes aos macréfagos. A via classica é disparada por
produtos microbianos, INF-y liberados por linfécitos T e outros antigenos. Esse perfil
de macréfagos, denominado M1, tem caracteristicas pro-inflamatorias pela sintese de
espécies reativas de oxigénio (ROS), com funcdo de destruir o invasor fagocitado e
citocinas como IL-1, IL-23 e quimiocinas que estdo envolvidas diretamente na
inflamacéo. Além do IL-1, o TNF-a também esta presente em uma variedade de
desordens fibroticas. Alguns estudos mostram que a super expressao dessa molécula
em camundongos leva a maior propensdo ao desenvolvimento de fibrose pulmonar
(Fujita et al., 2003). Ao longo do processo infeccioso, os macréfagos pré-inflamatorios

se tornam macrofagos com perfil anti-inflamatério, devido a sua plasticidade. Tal
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transicdo ocorre apds a fagocitose de corpusculos apoptéticos, cuja presenca €
indicativa de eliminacdo do agente agressor. O perfil M2 é ativado por via alternativa
pela acdo de citocinas como IL-4 e IL-13, produzidas por linfécitos T, mastécitos e
eosindfilos. Esse perfil tem carater anti-inflamatorio e de reparo do tecido, o que
culmina em fibrose pela acao de IL-10, TGF-3 e fatores de crescimento (Martinez e
Gordon, 2014).

Compreender os mecanismos que levam a fibrose, bem como as vias em si
pode auxiliar no desenvolvimento de tratamentos e drogas para tratar ou até reverter
0 quadro de fibrose. Em doencas renais cronicas, a fibrose € presente em estagios
finais da doenca, anterior a perda de funcdo dos rins, assim como em fibrose
pulmonar, hepatica e outras. Entre as vias que determinam a fibrose estdo TGF-
B/smads, Wnt/ B-catenina, JINK e MAPKSs (Furukawa et al., 2003; Yu et al., 2007; Lim
et al., 2009; Sun et al., 2013; Maarouf et al., 2016; Sun et al., 2016).

2.2 VIAS DE SINALIZACAO TGF-B/SMAD

Dentre essas, a que chama maior atencao dos pesquisadores é a via de TGF-
B/Smads como sendo a principal responsavel por levar a fibrose renal (Sun et al.,
2016). As células epiteliais e do tubulo renal sintetizam TGF-f1, que por sua vez, se
liga covalentemente a matriz extracelular (Huang et al., 2008; Sun et al., 2016).
Quando liberado, o TGF-B1 se liga ao receptor TGF-BIl e inicia a cascata de
sinalizacao dos fatores de transcricdo Smad. Smad2/3, quando fosforilado apds sinais
desencadeados por TGF-B1, se complexa ao smad 4 para inciar a expressao de
genes que levam ao acumulo da MEC e impede a sua degradacado via transicao
epitélio-mesenquimal (TEM) e transicdo endotélio-mesenquimal (EndoMT do inglés
endotelial-mesenchymal transiction) gerando o quadro fibrético (Iwano et al., 2002;
Mariasegaram et al., 2010; Loeffler e Wolf, 2015; Sun et al., 2016).

Neelisetty e colaboradores mostraram que o bloqueio dos receptores TGF-lI
nao reduz ou reverte a fibrose renal, o que indica que ha outras moléculas e vias que
coordenam o mecanismo fibrotico aléem da ligacdo do TGF-B ao seu receptor
(Neelisetty et al., 2015). Outros estudos mostram a atividade pré-fibrotica de IL-18
desencadeada por em macrofagos. A IL-13, portanto, induz EMT e sintese de
miofibroblastos via TGF-3, porém, esses mecanismos celulares ndo estao totalmente

elucidados (Lorenz et al., 2014).
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2.3 IL-1B

O mecanismo pelo qual a IL-1p estad envolvida na fiborose é complexo. A
principal hipotese esta na relagdo entre a citocina inflamatéria e o TGF-f. Segundo
Luo et. al. a curta exposic¢ao de IL-1p inibe a acdo do TGF- através da via NF-kB, e
consequentemente, a via Smad, responsavel pela transcricdo dos genes codificadores
do TGF-B, torna-se inativa (Luo et al., 2009). Porém, essa situagao é transitoria devido
a uma alteracdo no heterodimero do NF-kB de p65/p50 para p50/p50 24 horas apos
exposicdo a IL-1B (Luo et al., 2009). O novo heterodimero ndo é capaz de inativar
Smad e assim, a exposicao prolongada de IL-13 promove a expressao de TGF-f via
Smad (Lee et al., 2006; Luo et al., 2009). Esse dado confirma o primeiro achado em
relacdo ao potencial da IL-1B em ativar TGF-f3 proposto em 1994 por Yue et.al. em

células do musculo vascular (Yue et al., 1994).

2.4 SMAD

Visto a relevancia da sinalizacéo por Smad pés-inducao de TGF-B, a delegéo
de Smad2 e Smad3 demonstrou diferengas na atividade de cada uma. A deficiéncia
de Smad2 em camundongos geneticamente modificados nos dominios MH1 e MH2
da proteina causam inviabilidade do embrido no devido as mas formagdes durante a
gastrulacdo (Nomura e Li, 1998), MH1 é responsavel pela ligacdo ao DNA a partir da
sua porcdo N-terminal, ja MH2 executa a heterodimereiz¢do, bem como a
transativacdo. Delecbes pés-gastrulacdo sado viaveis porem apresentam diversas
alteracdes como ciclopia, anormalidades craniais, entre outras (Heyer et al., 1999).
Sugerindo que a Smad2 tem importancia durante o desenvolvimento embrionario.
Outro fator ligado a Smad2 é a supressao tumoral quando esta € inativada (Hahn et
al., 1996). A funcéo efetora de Smad2 ocorre quando apés a ligagdo com a Smad4. A
efetividade de Smad2 e Smad4 se da em sua por¢ao caroboxi-terminal e a inibicdo da
mesma esta na por¢cdo amino-terminal que impede a formacdo do complexo
Smad2/Smad4 (Hata et al., 1997). Tal atividade € aumentada em alguns tumores em
gue ambas Smads carregam uma mutagcdo em um residuo de arginina na regiao
amino-terminal (Hata et al., 1997). Mesmo Smad2 contendo um dominio de ligacéo
ao DNA, sua acéo esta relacionada a ligacdo com outros fatores de transcricdo na

regulacédo da expressado génica estimulada pela via de sinalizacdo TGF-p/Smad.
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A deplecdo de Smad3 ndo compromete a viabilidade do embrido, porém,
causa inflamacao crénica e deturpacao do sistema imune, principalmente em relacéo
as respostas imunes nas mucosas (Datto et al., 1999). Os eventos da sinalizacdo de
TGF-B passam pela fosforilagdo de seus receptores e ativagdo de duas Smads via
fosforilagédo, sendo elas Smad2 e Smad3. Em algumas doencas fibroticas como as do
figado, apresentam alta expressdo de Smad2 e Smad3 (Yao et al., 2012). Porém,
apenas Smad3 é importante do desenvolvimento da fibrose, devido & expressao de
alguns genes relacionados a quadros fibréticos, como colageno, a-SMA e E-Caderina
sdo dependentes de Smad3 (Medeiros et al., 2004). Diferentemente da Smad2,
Smad3 tem a funcéo de se ligar diretamente nesses genes alvo.

Entre as Smads h& poucas diferencas estruturais, porém, quanto a funcéo tem
se demonstrado certas divergéncias. Zhang et. al. observou que o knockout de Smad?2
em células hepaticas humanas gera fibrose via Smad3 pelo aumento da fosforilacéo,
da transloca¢ao nuclear e pela ligacdo de Smad3 na regido promotora do gene que
codifica o colageno tipo 1 (Zhang et al., 2015).

2.5 TRANSICAO EPITELIO-MESENQUIMAL (TEM)

Um dos mecanismos pelo qual as células epiteliais entram no processo
fibrético é conhecido como transicdo epitélio-mesenquimal (TEM). A TEM tem
participacdo fundamental no desenvolvimento embrionario, cicatrizacéo, regeneracéo
tecidual e fibrose. A TEM pode ser definida como uma alteracéo fenotipica das células
epiteliais, cuja funcéo € a manutencdo da barreira fisica e formato & cubico, para o
fendtipo fibrético, que tem funcéo de deposicdo de matriz extracelular. Essa alteracéo
€ observada por biomarcadores como a e-caderina expressa em ceélulas epiteliais e
a-sma, expressa nos fibroblastos.

A TEM foi primariamente descrita no contexto da embriologia em 1989 por
Elizabeth Hay, que observou, por micrografia eletrbnica, a perda de caracteristicas
epiteliais e aparecimento de fibroblastos na palatogénese (Fitchett e Hay, 1989). A
partir de entdo estudos sobre a TEM se ampliaram tanto no campo da embriologia
como na oncologia e estudos sobre fibrose, e desses estudos resultou-se na definicdo
de trés tipos de TEM. A transicdo epitelial do tipo 1 esta relacionada com células
epiteliais primarias transitando para mesenquimais com o objetivo de implantacdo
uterina e gastrulacdo, assim, essas células mesenquimais participam do

desenvolvimento embrionario e da organogénese tornando-se células epiteliais
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secundérias (Carew et al., 2012). O tipo 2 ocorre em processos inflamatérios e
fibrético, presente em células epiteliais secundarias, ou seja, aquelas que formam o
tecido dos érgaos soélidos. Na TEM do tipo 2, células epiteliais se tornam fibroblastos
gue depositam componentes de matriz extracelular levando a fibrose e, por
consequéncia, a morte do tecido quando o agente iniciante da resposta inflamatéria
nao € removido (Carew et al., 2012). A TEM do tipo 3 tem uma carateristica peculiar
na qual a transicdo ndo se da para um tipo mesenquimal, como no caso dos
fibroblastos, mas sim com carateristica metastaticas em processos oncogénicos nos
quais células que sofreram uma mutacdo necessitam de um mecanismo para se
tornarem potencialmente metastéaticas e invasoras, além de inibir os mecanismos de

apoptose (Carew et al., 2012).

2.6 INFLAMASSOMA

No ano de 2002 o grupo de pesquisa liderado pelo pesquisador Jurg Tschopp
cunhou o termo “inflamassoma”, definido como um complexo protéico composto por
receptores citosolicos da familia Nod (do inglés, “nucleotide-binding oligomerization”)
(Martinon et al., 2002). Membros dessa familia, denominados NLRs, possuem trés
dominios, sendo eles: um dominio rico em leucina (LRR, do inglés, leucine-rich
repeats) que tem a funcédo de receber o sinal do ligante, um domino NACHT (também
conhecido com NBD - do inglés, nucleotide-biding domain) com funcéo estrutural, e
um dominio efetor que recruta outras proteinas da familia Nod para exercerem a
funcdo sinalizadora do oligbmero formado (Proell et al.,, 2008). Tais dominios
garantem as funcBes de reconhecer padrbes moleculares ligados ao patégeno
(PAMPs), padrdées moleculares ligados ao dano (DAMPSs), bem como outros fatores
gue levam a formacé&o de oligdbmeros (Kim et al., 2016). Ha subfamilias de NLRs que
diferem entre si quanto ao domino efetor que sao Acidic, BIR, CARD e Pyrin (Negroni
et al.,, 2018), sendo alguns componentes dos dois Ultimos, integrantes dos
inflamassomas, como por exemplo, os NLRC que contém o dominio “card” e o NLRP
com dominio pyrin. Os inflamassomas constituidos por NLRCs, por exemplo, ndo se
ligam a proteina adaptadora ASC, mas se ligam diretamente a caspase-1 pela
interacao card-card uma vez que tal caspase contém este dominio (Jha e Ting, 2009).
Os resultados do trabalho do grupo do Professor Tschoop trouxeram a primeira nogao

de um complexo contendo as caspases inflamatorias ligadas a proteina adaptadora
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ASC e ao receptor citosolico do NALP1, com a funcdo de ativar a caspase pro-
inflamatoria (Martinon et al., 2002).

A subfamilia cujo dominio & Pyrin (NLRPs) sdo as principais formadoras do
inflamassoma entre eles estdo NLRP1, NLRP3. Quando ativados por um ligante de
origem enddgena ou microbiana, as proteinas se ligam entre si e interagem com uma
proteina adaptadora ASC, que por sua vez se liga a caspase-1 até entao inativa. Uma
vez clivada, a caspase-1 se torna ativa e torna-se capaz de clivar precursores
protéicos em residuos de aspartato, cujos principais representantes sao a clivagem
das formas inativas das citocinas IL-B e IL-18, tornando-as ativas. Além de conter
pyrin, a proteina ASC contém também um dominio CARD, responsavel pela interacéo
com a forma inativa de caspase-1. Ha outras subfamilias de receptores citosdlicos que
compdem os inflamassomas. O membro da familia PYHIN AIM2 (do inglés, “absent in
melanoma”) contém um dominio “pyrin” e uma sequéncia de nucleotideos capazes de
se ligar a acidos nucleicos enddégenos ou exdgenos como virus e bactérias (Schattgen
e Fitzgerald, 2011; De Zoete et al., 2014). Devido ao dominio “pyrin” o AIM2 também
€ capaz de se ligar a proteina adaptadora ASC para formar a plataforma do

inflamassoma (De Zoete et al., 2014).

2.6.1 Ativacdao do Inflamassoma

A ativacao do inflamassoma NLRP3 é dividida em candnica e ndo candnica.
A primeira etapa da via candnica refere-se a resposta aos receptores toll-like (TLR) e
receptores de citocinas que juntos promovem a transcri¢cdo das formas pro-IL1 e proé-
IL18 bem como a do receptor NLRP3 todas via NF-kB, assim, essa primeira etapa
confere a fase de transcricao da via canonica de ativacao do inflamassoma (Swanson
et al., 2019). A segunda etapa € a fase de oligomerizacado do complexo, na qual ha o
recrutamento da proteina adaptadora ASC e pro-caspasel (Swanson et al., 2019).
Subsequente o complexo é ativado e executa sua funcéao de converter as formas pro-
IL1B e pro-IL18 em suas formas ativas (Pellegrini et al., 2017).

A via ndo candbnica é relacionada a via dependente de caspase-11. As
bactérias gram negativas tem a capacidade de se ligar e ativar as vias TLR4-Myd88 e
TRIF (do inglés, toll-IL1 receptor homology domain-containing adapter-inducing
interferon-B). A consequéncia da ativagdo dessas vias € uma translocacao do fator de
transcricdo NF-kB para o nucleo promovendo a transcrigdo dos genes referentes ao
NLRP3, IL-1B, IL-18 e os fatores de regulacao de interferons 3 e 7(IRF3 e IRF7). O
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complexo IRF3 e IRF7 aumentam a expressao de IFNaf que ao se ligar em seus
respectivos receptores de forma autdcrina ativam a via de sinalizacdo JAK/STAT
levando a transcricdo dos genes da capsase-11 (Pellegrini et al., 2017). Os estimulos
gue promovem a oligomerizacéo serao descritos adiante.

Observa-se um aumento no niumero de estudos que envolvem altera¢gdes do
metabolismo e a atividade do inflamassoma NLRP3 (Sanman et al., 2016; Prochnicki
e Latz, 2017). O acompanhamento do perfil metabdlico da célula pode ser um melhor
indicativo sobre a ativacéo do inflamassoma em relacéo a diminui¢cdo da concentracao
de K+, como sera discutido adiante. O perfil metabdlico da célula tem duas vias
importantes, a glicolitica e a fosforilagéo oxidaiva. Ambas podem estar envolvidas com
a ativacdo ou inibicdo de NLRP3. Estudos recentes mostram que a preservacéo da
via glicolitica promove a ativagdo do inflamassoma. Xie e colaboradores
demonstraram o papel da piruvato kinase (PKM2) como modulador do fator de
traducdo PKR para ativar a via candnica do inflamassoma em um modelo de sepse
(Xie et al., 2016). Outros estudos mostram que a desregulacéo da via glicolitica ativa
o inflamassoma (Sanman et al., 2016). Por outro lado, Sanman et. al. mostra que
alteracdes do NADPH e a infeccéo por Salmonella typhimurium sequestram a glicose
da célula hospedeira e promove a ativacdo do inflamassoma (Sanman et al., 2016).
Foi demonstrado também que a geracdo de anions superéxido apos a oxidacao de
acidos graxos pela acdo de enzimas como a NADPH é capaz de ativar NLRP3
(Préchnicki e Latz, 2017).

2.6.2 Sinais promotores da oligomeriza¢do do Inflamassoma.

A ativacao do inflamassoma ndo é dada apenas pela ligagdo ao seu ligante,
mas ha eventos intracelulares capazes de aumentar a expressdo do receptor e
promover a formacao do oligdmero (Swanson et al., 2019). Eventos celulares levam a
formacéo e ativacdo do inflamassoma NLRP3, tais como efluxo de K*, sinalizagdo com
Ca?*, espécies reativas de oxigénio (ROS), danos mitocondriais e ruptura de
lisossomos.

O entendimento de que o K" exerce papel na ativacdo do NLRP3 se deu
através de estudos com iono6foros de potassio nos quais houve maturacao de IL-13
apo6s estimulo com LPS em macréfagos murinos (Perregaux e Gabel, 1994). Além
disso, altas concentracdes de K* extracelular bloqueiam a ativacao do inflamassoma
NLRP3 (Franchi et al., 2007; Pétrilli et al., 2007). O efluxo de potassio acontece sob
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estimulo de NLRP3 e o baixo nivel de K* no citosol é suficiente para ativar o
inflamassoma (Mufioz-Planillo et al.,, 2013). A consequéncia de tal efluxo é a
diminuicdo da concentracdo de potéssio intracelular e tem sido proposto que esse
efeito é vital para ativacdo de NLRP3. Entretanto, o mecanismo relacionado ao
balanco da concentracdo de potassio intracelular e extracelular capaz de ativar o
inflamassoma € pouco conhecido (He et al., 2016).

Estudos sugerem também a ativacao do inflamassoma por célcio. Ligantes de
NLRP3 mobilizam i6ns Ca* do reticulo endoplasmatico, um importante reservatorio
deste ion, durante a ativagdo do inflamassoma. A inibicdo farmacologica de calcio e o
uso de quelantes sdo capazes de bloquear a secrecéo de IL-18 (Franchi et al., 2007;
Chu et al., 2009). Porém, a participacao do célcio ao estimulo do NLRP3 se mantém
controverso, pois segundo estudo feito por Katsnelson, et. al. mostrou que a ativacéo
do inflamassoma é independente da sinalizagdo por calcio quando ha acdo do
potassio, ou seja, apenas o efluxo de potassio é necessario para a ativacao do
inflamassoma, sem a participacéo do calcio (Katsnelson et al., 2015).

ROS mitocondrial também exercem um papel central na ativacdo do
inflamassoma NLRP3, durante um estimulo que desestabilize a mitocéndria. Porém,
alguns estudos mostram que a falta de NADPH, necesséria para atividade
mitocondrial, ndo bloqueia a ativacdo do inflamassoma (Van Bruggen et al., 2010).
Dados demonstram que o mal funcionamento da mitocondria tem relacdo com
ativacdo de NLRP3 foram baseados em estudos com inibidores quimicos que causam
perturbacdes na organela, porém, esses inibidores podem produzir resultados
artificiais responsaveis pela ativacdo do inflamassoma (He et al., 2016). Por outro
lado, sabe-se que a mitocondria esta envolvida com o inflamassoma por meio da
cardiolipina, um fosfolipideo da membrana mitocondrial que, em condicbes normais,
estd voltada para o interior da membrana, mas que pode externalizar e ativar o
complexo (He et al., 2016; Swanson et al., 2019).

A ruptura dos lisossomos € ativadora do inflamassoma devido a catepsina,
protease de cisteina da familia das papainas, que, uma vez no citosol, € capaz de
induzir a oligomerizagdo de NLRP3. O fato é confirmado por estudos que mostram
gue a inibicdo de catepsina impede a ativacdo de NLRP3 (He et al., 2016; Swanson
et al., 2019). Alguns estudos indicam que dano nos lisossomos promovem o efluxo de

K* e desse efluxo gera a ativacdo do inflamassoma, porém, ainda sdo necessarios
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mais estudos para esclarecimento desse mecanismo (He et al., 2016; Swanson et al.,
2019).

2.7 Papel do Inflamassoma NLRP3 na inducédo da TEM

Os inflamassomas sao complexos intracelulares formados por receptores da
familia Nod, como discutido anteriormente, majoritariamente pertencente a células do
sistema imune inato como macroéfagos e células dendriticas. Porém, estudos mostram
a ativacado do complexo em células do epitélio de certos tecidos, como rins e baco
(Lech et al., 2010). Mas, ainda h& poucos dados na literatura sobre a ativacdo do
inflamassoma em células renais, apesar da expressao de IL-18 e IL-18 ter sido
demonstrada em células epiteliais tubulares (Homsi et al., 2006).

A relagéo entre o inflamassoma e o aparecimento de fibrose néo esta clara.
Um dos caminhos para a elucidacdo da questao é estabelecer uma relagéo entre o
complexo e a TEM. O papel do inflamassoma NLRP3 foi questionado por Wang et. al.
ap6s demonstrarem que a TEM acontece de forma independente a formacéo do
complexo, sendo somente necessaria apenas a presenca de NLRP3 (Wang et al.,
2013). Quando ASC e casapse-1 sao inibidas ha TEM, porém, a inibicdo de NLRP3
impede a ocorréncia de TEM (Wang et al., 2013).

A relacao entre TGF- e inflamassoma também nao é bem esclarecida (Wang
et al.,, 2013). A compreensédo de que o inflamassoma tem a funcédo de ativar IL-1B3 e
gue essa citocina esta relacionada com o aumento da expressao de TGF-f induz que
a formagéo do complexo promove a TEM via TGF-3 devido ao papel da IL-13. Zhang
e colaboradores demonstraram uma relacdo entre o inflamassoma e a TEM em um
modelo in vitro induzido pela angiotensina Il que ativa o inflamassoma via ROS; a via
pela qual ocorre a TEM é a ativacao do complexo que forma a IL-1B e entdo, essa
citocina fosforila Smad2/3 que se liga a Smad4 e internaliza ao nucleo para transcrever
genes relacionados a TEM, porém, a participacdo do TGF- nao foi analisada (Zhang
etal., 2016). Em 2009, Doerner e Zuraw publicaram dados que mostram a relacdo de
IL-18 em aumentar os niveis de expressdo de TGF- e como consequéncia levar a
TEM em modelo in vitro de células do epitélio brédnquico (Doerner e Zuraw, 2009).
Romero et.al. sugere que ha uma interagao fisica entre o inflamassoma NLRP3 com
os fatores de transcricdo Smad2/3 no nucleo para regular a expressdo de genes

responsaveis pela TEM colaborando com os resultados obtidos por Zhang em relacao
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a participagao do inflamassoma e a dependéncia de Smad para levar a TEM.(Romero
etal., 2017).

Em fibrose renal, pulmonar e hepética a participacao do inflamassoma NLRP3
em induzir TEM pode estar relacionado com a acdo do TGF-B (Wang et al., 2013; Tian
etal., 2017). Tian e colaboradores demonstraram em uma modelo de fibrose pulmonar
induzido por Bleomicina que a ativacao do inflamassoma leva a TEM via TGF-[3, pois
guando ha o silenciamento do NLRP3 os niveis de TGF- se reduzem e nao ocorre
TEM (Tian et al.,, 2017). A relacdo entre inflamassoma e a TEM € controversa,
especialmente na relagdo entre a independéncia ou ndo da formacdo do complexo
para ocasionar a transi¢cdo, bem como a relacao entre o inflamassoma e o TGF-$3 néo
ter um consenso e a interacdo entre ambos nao ser bem compreendia. Assim, a
hipétese de que o TGF-B pode ativar o inflamassoma sera o objeto de estudo do
presente projeto, visto que os dados sobre o inflamassoma e a IL-1 aumentarem os
niveis de TGF-f ja terem sido explorados e motivo de debate na literatura. Com isso,
esperamos demonstrar pela primeira vez que o TGF- tem potencial de disparar a

ativacao do inflamassoma e uma esquematizacdo de como essa relacao existe esta
na figura 1.
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Figura 1 - Relag&o Inflamassoma e TGF durante a TEM. A esquerda apresenta-se a via de ativago da
TEM dependente da oligomerizacdo do inflamassoma, no qual, via a citocina IL-18, aumenta os niveis
de TGF-B e fatores de transcricao SMAD3/4 que auxiliam a transcricdo de genes caracteristicos da
TEM. A direita, enconta-se a via independente ao Inflamssoma, no qual a sinalizacio celular iniciada
por TGF-B, aparentemente, aumenta os niveis de expressdo do NLRP3, porém, sua relagao com a via
de sinalizacdo do TGF-f3 ndo é totalmente esclarecida.
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Figura 2 - Fluxograma da Metodologia. A metodologia é baseada na cultura de células das linhagens
HK-2 (células imortalizadas do tabulo renal humano) e MM55-K (células tubulares murinas). Em ambos
os modelos havera edicao genica para interrupcéo do gene da Smad3 via CRISPR e transfec¢éo dos
genes reporteres do inflamassoma (NLRP3-GFP* e ASC-Cerulean*) via transfeccao viral por Lentivrius.
Ambas as células modificadas serédo tratadas com TGF-§ afim de induzir a TEM. Apés a inducéo sera
avaliado a expressao dos genes do inflamassoma via microscopia confocal e a confirmacéo da TEM
por western blotting. O controle s&o as células nao modificadas.

3.1 Células
Em 1994 Ryan et al imortalizou as células humanas HK-2, célula epitelial do
tubulo proximal renal, utilizando o virus papiloma. A vantagem deste tipo celular é a

manutencao do fendtipo do tubulo proximal com isso a funcéo dos transportadores de
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membrana e enzimas sdo mantidas no modelo (Vrbova M et al. 2016, Arbillaga et al.
2007, Racusen et al. 1997, Ryan et al. 1994, Trifillis et al. 1985). No ramo da
farmacologia a HK-2 é modelo para estudos de nefrotoxicidade (Vrbova M et al. 2016).
As condi¢des para manter a célula em cultura sédo: estufa com 37°C de temperatura,
5% de CO:2 e 95% de umidade. O meio para manter a nutricdo das células contem
RPMI e 10% de SBS (Soro Bovino fetal). Aléem de RPMI, o meio DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) também podera ser utilizado, suplementado com SBS. As
células sdo mantidas em garrafas proprias para cultura celular com volume total de
20mL, porém, as HK-2 crescerdo com 10 mL de meio até atingir a confluéncia maxima
dentro da garrafa. Neste estudo a HK-2 tem um papel fundamental visto que é origem
do tdbulo proximal renal, local onde pode ocorre fibrose em nefropatias que
comprometem a funcao renal. O outro modelo celular utilizado € a MM55.K, células
tubulares murinas que sdo mantidas na estufa nas mesmas condi¢cdes que a HK-2.
Para o protocolo de transfeccdo, que € o empacotamento do virus, foram utilizadas
HEK-293, células embrionarias renais humanas, mantidas nas mesmas condicfes na

estufa como as demais j& mencionadas.

3.2 Knockout Smad3

O método para delecdo, o dos genes de Smad3 foi realizado via
CRIPSR/Cas9. Uma técnica de edicdo génica que permite o recorte de sequencias
genicas de interesse para silenciar a expresséo do gene. Para isso, foi montado um
plasmideo no qual existe a sequéncia codificadora para Cas9 e um sitio no qual &
inserido as sequéncias de reconhecimento do gene alvo, neste caso, construimos
primers através do software. Os primers construidos a partir de oligonucleotideos que
existem na forma “foward” e “reverse” para que seja realizado o reconhecimento nas
sequencias 3’ ----- 5eb5----- 3’ do DNA da célula HK-2. O plasmideo, em volume de
5 uL, é previamente cortado utilizando a enzima Bsal (1uL) em meio com tampao
especifico (2 pL) para que entdo esses primers de reconhecimento da sequéncia
Smad3 sejam adicionados. O anelamento dos oligonucleotideos segue o protocolo no
qual sao utilizados 5 pL do “foward” e do “reverse”; e entdo incubados a 95°C por 10
min e por fim 1 hora no gelo. Os primers, apds a reagdo de anelamento, é adicionado
no plasmideo cortado por Bsal. Para confirmar que a sequencia foi inserida no vetor

utilizamos uma PCR de coldnia e o sequenciamento do vetor.



30

3.3 Genes do Inflamassoma e do Lentivirus

No presente trabalho os genes de interesse sdo aqueles que codificam as
proteinas formadoras do inflamassoma, NLRP3 e ASC, assim como 0s genes que
promovem o empacotamento do virus, sendo eles VSG e PMV. Os plasmideos foram
obtidos por doacdo do pesquisador Eicke Latz, do laboratério de imunidade inata da
University of Bonn e da Universidade de Sao Paulo, em papel filtro com desenho
circular no centro onde se encontravam os plasmideos. O circulo foi recortado
utilizando uma tesoura e inserido em tubo de 1 mL junto com 40 uL de solucao tampéao
e centrifugados por 30 segundos para recuperar o plasmideo que se encontrava no
papel filtro. O proximo passo era inserir o plasmideo recuperado em E.coli. Para isso,
adicionou-se 3 pL do plasmideo em tubos de 1 mL contendo E.coli em solucéo
localizada dentro de caixa com gelo. Para o plasmideo ser transformado foi necessario
promover um choque térmico nas bactérias que continham o plasmideo. O choque
térmico foi realizado a 42°C por 42 segundos. Apds esse choque o contetdo do tubo
€ transferido para um novo tudo contendo meio SOC e passam por uma centrifugacao
em 37°C por 45 minutos a 1200 rpm. O ultimo passo foi transferir o contetdo do tubo
com meio SOC para uma placa de petri contendo ampicilina, pois é o antibiético no

gual os plasmideos contém o gene de resisténcia.

3.4 Miniprep

Para as etapas seguintes do projeto foi necessario recuperar esses
plasmideos transformados em E.coli. Para isso foi realizado o protocolo da miniprep
para a formacao de um concentrado de DNA plasmidial. Antes de iniciar o protocolo
propriamente dito prepara-se indculos para utilizar na miniprep. Estes consistem em
retirar uma col6nia da placa de petri e coloca-las em vidraria propria para inGculo com
5mL de meio LB (Luria-Bertani), 2,5 uL de ampicilina. O vidro com o inéculo
permanece em um shaker a 37°C “overnight” (16h a 20h apds preparo do indculo).

O protocolo da miniprep se inicia retirando 1,5mL do in6culo e adicionando-o
em tudo de volume igual a 1,5 mL. Entédo, centrifuga-se o tubo e descarta-se o
sobrenadante, mantendo o pellet no tubo. Apés o descarte, adiciona-se 200 pyL da
primeira solucdo do protocolo P1 para ressuspender o pellet, logo em seguida

adiciona a solucdo P2 e homogeniza-se o tubo. Entdo a ultima solucdo P3 é
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adicionada. A proxima etapa é centrifugar o tubo em rotagdo maxima (15000 rpm) por
12 minutos. Em um novo tubo de 1,5 mL prepara-se 600 pL de cloroférmio 70% para
que se adicione 600 pL do sobrenadante formado na ultima centrifugacdo. Assim,
ocorre uma nova centrifugacdo nas mesmas condicdes de rotacdo maxima por 12
minutos. O proximo passo é adicionar 1 mL de etanol em um novo tudo de 1,5 mL que
ird receber 400 uL do sobrenadante da centrifugacdo anterior. O novo tudo € entdo
incubado a -20°C por no minimo 15 minutos. Por fim, uma nova centrifugacao ocorre
em rotacdo maxima por 20 minutos, elimina-se o sobrenadante e espera a secagem
do etanol e entdo ressuspende o pellet com 30 uL de agua MiliQ. O resultado final

pode ser mantido congelado em -20°C.

3.5 Transfeccao

Os DNAs de interesse seréo transduzidas para o interior das células HK-
2. A transducao foi feita utilizando lentivirus, no qual o DNA de interesse € empacotado
no envelope viral em células HEK-293 esquematizado na figura x. Apés o
empacotamento, os virus sdo recolhidos do sobrenadante das placas de HEK 293 e
adicionados as placas da célula de interesse, neste caso HK-2, com filtro especifico
para que ndo haja a passagem de células HEK-293. Apos a transducéo, as células
foram sorteadas para recuperar apenas aquelas que passaram por uma transdugao
bem-sucedida. O empacotamento foi realizado com os DNA’s do NLRP3-GFP*, ASC-
Cerulean® e um duplo positivo NLRP3-GFP* + ASC-Ceruelan®. O sorteamento foi
realizado no FACS/Melody® localizado no CTAF no setor de ciéncias bioldgicas da
UFPR.

3.6 Inducédo de EMT via TGF-

Das células em cultura a inducéo de TEM via TGF-f € realizada em todas as
garrafas. Na célula duplo positiva (NLRP3-GFP e ASC-cerulean) esperava-se
observar a formacao do complexo do inflamassoma pela ligagéo entre NLRP3 e ASC
além de observar os marcadores da TEM sendo eles downregulation de E-caderina e
upregulation de a-SMA e/ou FSP-1 e/ou MMP-9. O tratamento por TGF-f realizou-se
em placa de 6 pogos com confluéncia celular entre 70% - 80% e uma concentragao
de TGF-B de 10ng/ml durante 48h para induzir a TEM.

3.7 Microscopia Confocal
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As células foram transfectadas com genes que codificam as proteinas do
inflamassoma com marcacao fluorescente, sendo NLRP3 GFP* e ASC Cerulean®.
ApoOs a inducgdo da TEM via TGF-3 espera-se observar a colocalizagdo das proteinas

do inflamassoma no microscoépio confocal.

3.8 Western Blotting

Para observar a ocorréncia da TEM realizou-se um western blotting utilizando
0s anticorpos anti marcadores de TEM como anti-aSMA e anti-Ecaderina. As células
HK-2 foram lisadas com tampéo RIPA e entdo o conteudo porteico é transferido para
um gel de eletroforeses de poliacrilamida e entéo via eletroforese € passada para uma
membrana especifica de western blotting, podendo ser PVDF. A acdo seguinte € a
incubacd@o com os anticorpos primarios (anti-aSMA e anti-Ecaderina) por um periodo
overnight a 4°C. Por fim, ha a incubacéo com os anticorpos secundarios a temperatura

ambiente por 2h e entdo a membrana é revelada.

4, APRESENTAQAO DOS RESULTADOS
4.1 Inducdo da TEM em MM55.K e HK-2
A TEM nas células MM55.K foi induzida com TGF-B na concentracdo de
10ng/ml por 48horas. Para confirmar a TEM foi realizado uma microscopia Optica, pois
essas células tem caracteristica tubular e se aderem a placa, apés TEM, perdem
ambas caracteristicas (Fig. 3A e Fig. 3B). Outro método para confirmar a TEM € o
Western Blotting com o objetivo observar a reducao da expressao de E-caderina e o
aumento de a-SMA (Fig. 3C).Porém, ndo observamos a presenca de E-caderina no
controle e na célula tratada, quanto a a-SMA observamos em ambas 0s grupos,
porém, sem diferencas nos niveis de expresséo. De acrodo com a literatura, deveria
der observado uma reducdo de E-caderina na célula tratada em comparacdo ao
controle e a-SMA o contrario, reducdo no controle e aumento no tratado. A inducéo

nao foi realizada nas células HK-2.
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Figura 3 - A. Ceélula MM55.K controle. B. Célula MM55.K com TEM induzida por TGF pés 48h. C.
Western Blotting para marcadores de TEM (A esquerda E-Caderina, a direita a-SMA).

4.2 Transducdo dos genes repérter do Inflamassoma.

A partir da transducdo dos genes do inflamassoma as células HK-2 foram
sorteadas para que a inducdo da TEM seja realizada apenas nas células que
receberam os genes do inflamassoma. O sorteio foi realizado no FACS/Melody®
para recuperar aquelas que estdo expressando o0s genes marcados com
fluorescéncia (GFP e Cerulean). A transducéo foi realizada com sucesso pois foi
observado populacao de células HK-2 GFP* (Figura 4). Porém nao foi possivel
recuperar as ceélulas apds o sorteio, pois de acordo com engenheiros
responsaveis pelo equipamento, houve um erro na instalacdo no qual havia uma

pressao interna alta e devido a isso, as células estava morrendo.
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Figura 4 - Sorteio da populagdo de células NLPR3 GFP*. O sorteio € realizado no equipamento
FACS/Melody® no qual detecta-se as células expressando genes reporteres e as separa das quais nao
ha essa expresséao.

4.3 Delecéao do gene SMAD3
Para deletar o gene da SMAD3 foi realizado a partir da técnica do

CRISPR/Cas9. O vetor px-601 contendo a Cas9 foi aberto com a enzima de
restricdo Bsal para adicionar a sequencia guia de delecdo da SMAD3 (Foward:
5’CACCGAATCCGATGTCCCCAGCACY? e
AAACGTGGGGACATCGGATTCS3’). Apods a abertura do plasmideo a sequencia
€ inserida no vetor e transformada em E.coli. Para confirmar que a sequencia foi

Reverse: 5

inserida no vetor foram realizadas uma PCR de colénia (Figura 5) e o

sequenciamento (Figura 6). A delecéo propriamente dita ndo ocorreu.
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Figura 5 - PCR de colonia das E.coli que receberam o plasmideo Px-601 com a sequéncia guia da
Smad3. Apds a montagem do sistema CRISPR ocorre a expansédo desse DNA em células de E.coli,
para obter uma quantidade maior de DNA. Para confirmar que a sequencia guia esta inserida no vetor,
realizou-se uma PCR de colbnia utulizando o primer reverse da sequencia de Smad3 e um primer
foward do plasmideo Px-601. Os produtos de PCR mostrados no quadro amarelo sugerem que a
insercdo da sequencia no vetor e sua expressao foram bem sucedidas.

TATTCTGATTTTTTH
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Acceszon

Hedista atoka mitochondrial COI gene for cylochroms oxidase subunit |, partial eds, haplotype: A1% 628 628 95% Te-176 84.10% ABS
Hediste atoka mitochondnal COI gene for eytoc hrome oxidase subunit |, partizl cds, haplotype: A20 623 623 95% 3e-174 83.5T%

Hediste atoka mitocheondrial COI gene for ¢ytochrome oxidase subunit |, partisl eds, haplotype. AJ1 B23 623 95% 3e-i74 B3O4%

atoka mitochondnal COI gene for cytochrome oxidase subunit |, partial cds, haplotype: AZS E90 530 95% 3e-164 83.03%

atoka mitochondrial COI gene for ¢ytochrome it |,_partizl cds, haplot 584 5B4 95% 2e-162 B2.BT% ABS0IAG91
PPI Lcimse mrnlin midma sl COE s fne aodne e n maridmn m misaini | el ade bl 80T ETT REFT  GRBL  3n 1&N 87 TTHL ARENIRAR 4

Figura 6 — A. Resultado do sequenciamento para confirmacao do vetor CRISPR com a sequéncia guia
de SMAD3. B. Consulta do software Blast do resultado do sequenciamento.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Com o objetivo de verificar se a inducdo de TEM via TGF-B ativa o
inflamassoma ou néo células modificadas (HK-2 e MM55.K) seriam transfectadas com
genes reporter do inflamassoma via Lentvirus. A HK-2 foram transfectadas com
sucesso, porém, o sorteamento no FACS/Melody® ndo foi sucedido devido a

problemas de instalacdo do equipamento, no qual gerou uma pressao excessiva no
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seu interior matando as células. Isso impediu o prosseguimento da metodologia, que
no caso, seria a inducao de TEM via TGF- nas células transduzidas com 0s genes
do inflamassoma. Para as MM55.K a indugéo foi realizada, mas no western blotting
nao demonstrou a presenca de E-Caderina e ndo houve diferenca na expressao de a-
SMA, sendo necessario a repeticdo do método. Para HK-2 ndo houve indugéo de TEM
por ndo obter sucesso no crescimento das células nas placas por falta de fatores de
crescimento necessarios.

Para deletar o gene da SMAD3 utilizamos a técnica de CRISPR/Cas9. Para
realizar a técnica foi necessario inserir a sequencia guia ao vetor Px-601 que contem
a sequencia Cas9. Apos a abertura do vetor com Bsal e inser¢céo da sequencia guia a
PCR de Colbnia nas células transformadas com o vetor demonstrou produtos de PCR
a partir de um primer do proéprio vetor e primer Reverse da sequencia SMAD3, com
iSS0, sugere-se gue a sequencia esta inserida no vetor, porém, para ter a absoluta
certeza o sequenciamento foi realizado. A sequéncia resultante ndo era a esperada,
sendo requisitada a repeticdo do sequenciamento apds correcdo do problema no
sequenciador.

Devido aos problemas enfrentados durante a execucdo da metodologia
proposta, nao foi possivel observar a formacdo do complexo do inflamassoma NLRP3
apos ainducdo de TEM via TGF-B na presenga ou auséncia de SMAD3. Os principais
problemas encontrados durante a execugdo foram 0s erros no momento do
sorteamento das células transduzidas, o problema no sequenciador para confirmar a
insercdo da sequencia guia no vetor Px-601 e o ndo crescimento das células de
interesse em cultura em uma confluéncia desejavel por falta do fator de crescimento
necessario. Devido ao tempo reduzido os experimentos que obtiveram falhas néo
foram repetidos o que garantiu o insucesso dos resultados.

Durante a execucdo do presente trabalho a revisdo bibliogréfica gerou um
artigo de revisdo em lingua inglesa com o titulo The role of NLRP3 Inflammasome
Activation in the Epithelial to Mesenchymal Transition Process during the Fibrosis
escrito por mim e pela mestranda Amani Alyasser revisado pelo professor Dr. Tarcio
Teodoro Braga e estd em fase final de correcdo da metodologia para envio para

publicacgéo.
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51 RECOMENDAQ@ES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para o futuro, recomenda-se a repeticdo dos procedimentos nos quais
ocorreram falhas como o problema do equipamento de sorteio, o western blotting nédo
conclusivo; e o aprofundamento do projeto com perguntas surgidas no decorrer de
sua execucao como “A SMAD3 e o NLRP3 possuem interacgao fisica?”, “O SMAD3
tem o potencial de funcionar como um fator de transcricdo do gene que codifica o

NLRP3 e suas citocinas relacionadas?”.
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