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RESUMO

O reparo de membrana apoés injuria € um importante processo de manutencao
celular especialmente para aquelas células que estdo sob constante estresse
mecanico, como a célula endotelial. No entanto, alteracdes nas propriedades
biomecanicas destas células, como as decorrentes da deplecdo de colesterol,
poderiam comprometer a capacidade de reparo de membrana destas células e, dessa
forma, contribuir para a fragilidade endotelial. Neste sentido, o objetivo deste trabalho
foi estudar a influéncia da modulacdo mecanica induzida pela deplecao de colesterol
da membrana plasmatica, mediada pelo tratamento com MBCD, no reparo de
membrana plasmatica. Para isto, foi utilizada uma linhagem de células endoteliais de
corddo umbilical humano (EAhY926). Como em dados anteriores do grupo, n0ssos
resultados mostraram que ha uma reorganizacao e polimerizacao “de novo” das fibras
de actina, com consequente aumento da rigidez celular, o qual é acompanhado de um
pico de exocitose lisossomal logo nos 10 minutos iniciais de tratamento com a droga.
Adicionalmente, foi mostrado que durante a deplecdo de colesterol, as células
apresentaram um aumento de eventos endociticos entre 10 e 20 minutos, o que
coincide com o pico de exocitose observado, indicando que estes séo provavelmente
eventos de endocitose compensatoria, decorrentes da exocitose lisossomal.
Paralelamente, foi observado que a endocitose constitutiva, proveniente de processos
de pinocitose, comuns em células endoteliais, € bloqueado com o aumento do tempo
de exposicdo a droga. Estes dados sugerem que o citoesqueleto reorganizado
funcione como uma barreira mecéanica para novos eventos de endocitose constitutiva.
Ainda, células tratadas com MPBCD apresentaram um maior nivel de injuria,
coincidente ao pico de aumento de rigidez celular, em relacdo as células controle.
Estes dados em conjunto mostram que alteragdes na mecanica celular, induzidas por
tratamento com MBCD, néo s6 interferem com eventos de trafego de membrana como

tornam as células mais propensas a sofrerem uma injuria mecanica.

Palavras-chave: colesterol, reparo de membrana, célula endotelial.



ABSTRACT

Membrane repair after injury is an important process in retaining cell integrity,
especially for cells which are under constant physical stress, such as endothelial cells.
However, changes in the mechanical properties of membranes, such as those
observed after cholesterol depletion, could impair the ability of cells in repairing injured
membrane, and so contribute to endothelial fragility. The goal of this work was to
evaluate the influence of the mechanical modulation induced by cholesterol depletion,
upon MBCD treatment, on membrane repair mechanisms. All the experiments were
performed using a cell lineage of a human umbilical vein endothelial cell (EAhY926).
As previously observed by our group, the absence of cholesterol leads to a
reorganization of cellular actin and de novo polymerization, an increase in cell rigidity,
as well as an induction of a rapid event of lysosomal exocytosis as early as 10 minutes
after MBCD exposure. Additionally, during cholesterol sequestration, we observed an
increase in endocytic events between 10-20 minutes which coincided with the peak of
exocytosis, indicating that these are most likely compensatory endocytic events
triggered by lysosomal exocytosis. In parallel, we observed that constitutive endocytic
events, arising from pinocytic processes which are common in these cells, is blocked
upon cell treatment with MBCD, suggesting that the reorganized cytoskeleton could
function as a mechanical barrier to pinocytic events. Also, coinciding with the peak of
cell rigidity induced by MBCD treatment, cells become more prone to mechanical
membrane injury in relation to non-treated cells. Together, these data show that
mechanical modulation induced by cholesterol depletion not only alters membrane
traffic in cells, but also makes cells more susceptible to mechanical injury.

Key-words: cholesterol, membrane repair, endothelial cell.
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INTRODUCAO

1 INTRODUCAO

A membrana plasmética € uma estrutura complexa formada por uma bicamada
lipidica que confere fluidez a membrana e que atua como uma barreira entre o
ambiente extracelular e o citosol, impermeavel a muitas moléculas. Os lipideos sao os
principais componentes da membrana plasmatica constituindo cerca de 50% da
estrutura da bicamada (Alberts, 2002). O restante desta estrutura € constituido por
proteinas e carboidratos que modificam os lipideos e proteinas da membrana. Dentre
os lipideos que comp&em a membrana, os fosfolipideos sdo os mais abundantes, dos
quais os principais sdo os fosfoglicerideos (fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina e
fosfatidilcolina) e a esfingomielina. Outras duas classes de lipideos também possuem
funcdes importantes que conferem as caracteristicas estruturais e funcionais da
bicamada lipidica, séo elas os glicolipideos e o colesterol (Alberts, 2002; Head et al.,
2014). A quantidade e disposicdo de cada um destes lipideos vao depender do tipo
de membrana (plasmatica ou intracelular) e do tipo celular (Alberts, 2002; Pomorski et
al., 2001).

A membrana plasmatica apresenta uma distribuicdo heterogénea de lipidios ao
longo de sua bicamada, formando um arranjo assimétrico com a esfingomielina e
glicolipidios, abundantes na face externa, e os fosfoglicerideos na face citosdlica,
resultante de um continuo movimento de lipidios entre as duas camadas da
membrana (Van Meer et al., 2009; Pomorski et al., 2001). Esta distribuicdo € mantida
por um transporte ativo de lipideos através da bicamada lipidica. No entanto, 0 mesmo
ndo é aplicado para o colesterol. O movimento do colesterol através da membrana
parece nao estar relacionado com a sua concentracdo em cada uma das camadas,
mas sim com sua alta afinidade por esfingolipidios, estando, portanto, enriquecido na
face nao-citosolica da membrana plasmatica, onde podem ainda se associar
formando microdominios ordenados de membrana (Van Meer et al., 2009; Lange e
Steck, 2016).

A manutencdo deste arranjo assimétrico dos lipidios é importante para as
fungbes da membrana plasmatica. Além de funcionar como uma barreira, os lipidios
gue compdem a membrana fornecem a ela outras importantes caracteristicas, como

o potencial de brotamento, tubulacdo, fissdo e fusdo de vesiculas, que sao
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INTRODUCAO

fundamentais para a divisédo celular, para a reproducéo e para o trafego intracelular
de membranas (Van Meer et al., 2009). Adicionalmente, os lipidios podem ainda atuar
diretamente nos processos de transducdo de sinais ou ainda recrutarem e
organizarem as proteinas de membrana em seus microdominios, que vao participar
dos processos de sinalizacao celular ou como mecanismos efetores (Van Meer et al.,
2009). Deste modo, altera¢gBes na distribuicdo dos lipidios geralmente levam a uma
resposta fisioldgica (Pomorski et al., 2001).

1.1. Colesterol e microdominios de membrana

As moléculas lipidicas da membrana plasmatica podem naturalmente se
agregar formando regifes especializadas na forma de microdominios, responsaveis
por importantes fun¢cdes na membrana. Os dominios de membrana ricos em
colesterol, também denominados balsas de membrana, sédo pequenos dominios (10-
200nm), ricos em esterois e esfingolipidios, que recobrem grande parte da superficie
celular e séo responsaveis por diversas funcdes celulares (Ikonen, 2008; Pike, 2006).

Acredita-se que as balsas de membrana sejam formadas por lipidios em um
estado liquido ordenado, no qual os esfingolipidios se associam lateralmente entre si
por interacBes fracas entre as cabecas de carboidratos dos glicoesfingolipidios e por
uma interacdo hidrofdbica entre suas cadeias laterais saturadas. Os espacos vazios
entre estas associac¢fes laterais sdo preenchidos por colesterol, que também interage
com a por¢ao hidrofébica dos esfingolipidios, formando interacdes justas que o0s
segregam dos demais fosfolipidios da membrana plasmatica (Cremesti et al., 2002).
O colesterol € uma molécula essencial para a organizacao e estruturacdo destas
balsas de membrana, conferindo propriedades biofisicas especiais a membrana das
células, através do aumento da coesdo e empacotamento dos lipidios que as
compdem, formando plataformas com proteinas com as quais tém afinidade (Ikonen,
2008).

Dois tipos comuns de balsas de membrana sé&o conhecidos: as balsas planas
ou nao-caveolares e as cavéolas. Ambos os tipos de balsas apresentam basicamente
as mesmas caracteristicas (ricas em colesterol e esfingolipidios, ricas em proteinas

ancoradoras de glicosilfosfatidilinositol - GPI, ricas em gangiosideos, especialmente
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INTRODUCAO

GM1, associacdo com o citoesqueleto e resisténcia a extracdo com detergentes), mas
se diferenciam no formato. As cavéolas formam pequenas invagina¢des da membrana
e sdo ricas em proteinas caveolinas, enquanto as balsas planas ndo séo invaginadas
e sdo ricas em proteinas flotilina 1 e 2 (Allen et al., 2007).

A desorganizacdo destes microdominios de membrana, através de seu
isolamento ou da utilizagc&do de drogas para a deplecéo de colesterol, tem sido utilizada
para estudar a importancia destas regifes especializadas e de seus componentes em
diversos processos fisioldgicos (Allen et al., 2007). Foi demostrado que as balsas de
membrana, devido a sua composicao e associacao de proteinas, possuem diferentes
funcbdes e sao requeridas em diversos processos celulares, que vao desde a
sinalizacao celular até a entrada de patdégenos e o trafego de membranas (Hanzal-
Bayer e Hancock, 2007; Kwik et al., 2003; Lafont e Van der Goot, 2005; Van Meer et
al., 2009).

Um numero cada vez mais crescente de proteinas sinalizadoras que residem
ou que sao direcionadas para dentro e fora das balsas de membrana tem sido
conhecido. Entre elas estdo o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGF),
receptor de insulina, proteinas G, receptores ionotrépicos e acoplados a proteina G,
Ras, adenilato ciclase, PI3 cinase, 6xido nitrico sintase (NOS) e receptor do fator de
necrose tumoral-a (TNF), demostrando a importancia destas regides de balsas de
membrana na ativacao de receptores e na regulacédo da sinalizacdo para diferentes
funcdes celulares (Cremesti et al. 2002).

Além de participar dos processos de sinalizacdo celular, as balsas de
membrana também tém sido estudadas como regides de invasdo de patdgenos.
Existem diversas vias de entrada na célula, como a endocitose mediada por vesiculas
revestidas por clatrina, endocitose de cavéolas e a fagocitose. S&o pelos processos
de endocitose, em especial a mediada por cavéolas, que as toxinas e virus invadem
as ceélulas. No entanto, elas s6 podem acomodar e engolfar patdgenos que néo
excedam o0 seu proprio tamanho. Contudo, foi demonstrado o papel dos
compartimentos caveolares na invasdo de bactérias, que sao organismos muito
maiores que as toxinas e virus. Neste caso, as cavéolas parecem nao ser a rota de

entrada em si, mas sim uma plataforma de sinalizacdo para o citoesqueleto de actina,
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INTRODUCAO

ativada pelo patogeno, para induzir sua internalizacdo na célula (Lafont e Van der
Goot, 2005).

O processo de fusdo de membranas € um mecanismo-chave nas vias
endociticas e exociticas que garantem a manutencao de diversas funcdes celulares e
que também é dependente do conteudo de colesterol e, em especial, dos
microdominios de membrana (Gil et al., 2005; Murray e Tamm, 2010). A fusdo de
membranas é um processo mediado por proteinas do complexo SNARE, proteinas
transmembréanicas em forma de hélices, encontradas tanto na membrana da vesicula
(VSNARE), quanto na membrana-alvo (tSNARE). Estas proteinas se pareiam, levando
a aproximacdo das membranas a serem fundidas, e se interagem fortemente
formando um feixe de quatro hélices que catalisa a fusdo dessas membranas (Alberts,
2002; Murray e Tamm, 2010). O papel das balsas lipidicas nos processos de fusdo de
membranas foi evidenciado ap6s a observacdo de que a exocitose de vesiculas era
comprometida em células depletadas para colesterol. Adicionalmente, porque varias
proteinas do complexo SNARE foram encontradas associadas a estes microdominios
ou sua aglomera¢cdo na membrana era sensivel a varia¢cdes do conteudo de colesterol
(Salaiin et al., 2008; Hanzal-Bayer e Hancock, 2007).

As balsas de membrana, além de apresentarem importantes papeis nos
processos celulares citados acima, funcionam como um ponto de ancoragem do
citoesqueleto, através da ligacao direta ou indireta dessas proteinas do citoesqueleto
a componentes balsas de membrana, e como uma plataforma de comunicacdo com
a matriz extracelular via integrinas, caderinas e outras moléculas de adesao celular
(Byfield et al., 2004; Head et al., 2014). Tanto os microtubulos quanto os filamentos
de actina apresentam interacbes com as balsas de membrana. O papel dos
microdominios no controle da dindmica dos microtibulos ainda ndo estd bem
esclarecido, mas evidéncias mostraram a presenca de tubulinas, proteinas
constituintes dos microtubulos, nas balsas de membrana, as quais podem se associar
a caveolinas, ajudando em sua estabilizagéo (Allen et al., 2007).

A interagdo entre as balsas e o citoesqueleto de actina parece ter diferentes
papéis. Primeiramente, estes microdominios parecem modular a dinamica dos
filamentos de actina. Lipidios como o fosfatifilinositol (4,5) bifosfato e fosfatidilinositol

(3,4) bifosfato (PIP2) sdo encontrados enriquecidos nas balsas de membrana e séo
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INTRODUCAO

conhecidos por sua ligacdo a actina e por conduzir a montagem de filamentos de
actina, funcionando como sitios de ancoragem desses filamentos a membrana
plasmética (Allen et al., 2007). Por outro lado, a actina também parece ter um papel
importante no agrupamento de moléculas de sinalizacdo, como as proteinas G (Rho-
GTPases, por exemplo), nas balsas de membrana. Estas proteinas controlam o
formato da célula em resposta a sinais externos alterando sua posi¢do dentro das
balsas e consequentemente modificando o citoesqueleto de actina. Também
controlam cascatas de sinalizacdo para o desenvolvimento e sobrevivéncia da célula
(Allen et al., 2007).

1.2. Microdominios ricos em colesterol nas interacdes membrana-citoesqueleto e no

controle da biomecéanica celular

Como mencionado no item anterior, esses microdominios de membrana ricos
em colesterol possuem componentes lipidicos, como PIP2, e proteicos, como Rho-
GTPases e integrinas, que sdo moléculas reguladoras da associacdo entre a
membrana plasmatica e o citoesqueleto e que conferem a esses dominios de
membrana a caracteristica de ponto de adesdo e controle da dindmica do
citoesqueleto (Allen et al., 2007; Head et al., 2014; Hong et al., 2012; Levitan e Gooch,
2007). Estudos mostraram que o colesterol tem funcdo regulatéria sobre estes
componentes.

PIP2 é um dos componentes lipidicos da membrana plasmatica conhecido por
sua funcao de regulacdo da dinamica do citoesqueleto de actina e por ser um ponto
de ancoragem do citoesqueleto a membrana (Levitan e Gooch, 2007). Estudos
demonstraram que a desorganizacdo das balsas de membrana pela deplecdo de
colesterol leva a uma reducdo dos niveis de PIP2, o qual leva a mudancas no
citoesqueleto cortical de actina (Pike e Miller, 1998).

Hong e cols. (2012) observaram que a deplecéo de colesterol por MBCD em
células endoteliais da aorta bovina (BAECS) seguida da adicdo de PIP2 exdgeno
alterava a distribuicdo de PIP2 na membrana para um padr&o mais uniforme ao longo
da membrana das células e aumentava a forca de adesdo entre membrana e

citoesqueleto. A alteracéo direta dos niveis de PIP2 nédo resultou em nenhum efeito
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na adesdo membrana-citoesqueleto, indicando que o papel de PIP2 nesta interacao
é regulada pelo colesterol da membrana plasmaética.

Kwik e cols. (2003) mostraram que, em funcao da reducéo de PIP2, a deplecéo
de colesterol leva a diminuicdo da movimentacdo de proteinas pela membrana. Os
autores avaliaram a difusao lateral de moléculas HLA em fibroblastos ap6s a deplecéo
de colesterol induzida pelo tratamento com MBCD. Além disso, eles observaram uma
reducdo da fracdo modvel das moléculas HLA em relacdo ao controle, observada
também quando o PIP2 foi depletado pela acdo de neomicina. A combinagédo dos
tratamentos ndo ocasionou nenhum aumento dos efeitos de reducéo da difuséo lateral
das proteinas em comparacdo com os tratamentos isolados, sugerindo a importancia
do colesterol na regulacdo dos componentes das balsas de membrana.

N&o apenas o papel do colesterol sobre a regulacdo de PIP2 e da
movimentacado de proteinas da membrana plasmatica foi evidenciado. Membros da
familia Rho-GTPases também participam da organizacéo do citoesqueleto cortical de
actina através da inducdo de fibras de estresse (Levitan e Gooch, 2007). Qi e cols.
(2009) avaliaram o efeito do tratamento de células MC3T3 com MBCD na ativagéo de
Rho A. Os autores observaram que a deplecéo de colesterol decorrente do tratamento
levava a um aumento substancial da ativacdo de Rho-A apés 30 minutos de
tratamento e esta ativacdo continuava a aumentar até 60 minutos de incubacédo com
MBCD. O efetor downstream de Rho-A, Rho-cinase também foi ativado pelo
tratamento e sua inibicdo previne a formacdo de fibras de estresse nas células
tratadas.

Uma vez que os microdominios de colesterol concentram lipideos e proteinas
envolvidos com a organizacdo, modulacéo e metabolismo do citoesqueleto de actina,
varios autores investigaram a participacdo destas regides na dindmica da mecéanica
celular. Estes estudos mostraram os efeitos do sequestro de colesterol da membrana
plasmatica sobre a modulacdo mecanica de diferentes tipos celulares através do
tratamento destas células com MBCD.

Kwik e cols. (2003) observaram que o tratamento agudo com MBCD em
fibroblastos causava mudancas na organizacéo e atividade de actina e em proteinas
modificadoras de actina. Os autores encontraram uma maior instabilidade na actina

citoplasmatica em comparacdo com as células controle ndo tratadas e um aumento
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de fibras na regido cortical das células. Também foram observados numerosos pontos
de polimerizacdo de actina nas células tratadas e o desenvolvimento de
microprojecdes do citoesqueleto. Corroborando com estes achados, Hissa e cols.
(2013) demonstraram que o0 sequestro de colesterol alterava a organizacdo do
citoesqueleto de actina de fibroblastos via ativacdo de Rho-A, caracterizado pelo
aumento de fibras de estresse em comparacgédo a células ndo tratadas. Este aumento
do numero de fibras de estresse induzido pela deplecéo de colesterol foi justificado
tanto pela reorganizacao dos filamentos pré-existentes quanto pela polimerizacao de
novos filamentos de actina (Hissa et al., 2013).

Juntamente com a reorganizagao do citoesqueleto, a deplecao de colesterol
também é capaz de alterar as propriedades mecanicas de diferentes tipos celulares
através de modificacdes na interagdo membrana-citoesqueleto. Byfield e cols. (2004)
observaram que a diminui¢cdo do contetdo de colesterol da membrana de células
endoteliais da aorta bovina, pela agdo de MBCD, resultava no aumento da rigidez da
membrana. Quando o colesterol foi reposto, as propriedades elasticas da membrana
foram completamente recuperadas. Os autores ainda mostraram que o tratamento
destas células com Latrunculina-A (Lat-A), uma droga que rompe o citoesqueleto de
actina, suprimiu os efeitos da deplecéo de colesterol, sugerindo que o efeito sobre a
rigidez celular é dependente da integridade das fibras de actina. Estes resultados
indicavam que o aumento da rigidez celular observado era decorrente de mudancas
nas propriedades do citoesqueleto e de sua interacdo com a membrana.

O mesmo efeito do sequestro de colesterol sobre a rigidez da membrana foi
observado em fibroblastos. O tratamento com MBCD alterou a tenséo superficial e o
modulo elastico destas células. A avaliagdo da modulacdo mecéanica durante o
tratamento com a droga mostrou um aumento no tempo de relaxacédo e na amplitude
de flutuacdo da membrana entre 10-30 minutos apdés a adicdo da droga. Estes
resultados indicaram que a extragdo de colesterol da membrana destas células as
torna mais rigidas em relacdo as células controle ndo tratadas (Hissa et al., 2013).

Como a interacdo membrana-citoesqueleto tem um papel essencial no
desempenho de diversas fungdes, € importante entender o papel do contetudo de
colesterol da membrana e, principalmente, das balsas de membrana na dinamica

desta interagdo e como estes efeitos podem interferir em outros processos celulares.
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1.3. Microdominios ricos em colesterol, citoesqueleto e exocitose de vesiculas

Ja havia sido demonstrado na literatura que o citoesqueleto cortical de actina
poderia funcionar como uma barreira para a exocitose de vesiculas ou facilitar a
exocitose de lisossomos pré-existentes proximos a membrana plasmatica (Aunis e
Bader, 1988; Muallen et al., 1995; Nakata e Hirokawa, 1992; Pendleton e Koffer, 2001;
Miklavc et al. 2009).

Em 1988, Aunis e Bader ja evidenciavam a existéncia de dois pools de
vesiculas de secrecdo em células secretdorias. Um primeiro pool de vesiculas
localizado logo abaixo da membrana plasmatica, no qual sua secrecao ndo era
regulada pelo citoesqueleto, mas mesmo assim se mantinha na membrana plasmatica
pela ligagdo com elementos do citoesqueleto; e um segundo pool ligado aos
filamentos de actina, um pouco mais afastado da membrana, mas que poderia ser
mobilizado quando o primeiro pool fosse esgotado. Este segundo pool de vesiculas
secretorias era exocitado apdés uma despolarizacdo da membrana, fazendo com que
estas vesiculas se desprendessem dos citoesqueleto. Ao mesmo tempo, os filamentos
de actina se reorganizavam, levando a dissolucdo da barreira do citoesqueleto, e
estas vesiculas tinham entdo acesso aos sitios de exocitose.

Koseoglu e cols. (2011) também demonstraram a existéncia de diferentes pools
de vesiculas secretorias e a influéncia do conteudo de colesterol da membrana na
exocitose destas vesiculas. Os autores observaram que nao houve diferenca na
cinética e na quantidade da liberacdo do primeiro pool de vesiculas, que ja se
encontrava pré-ancorado a membrana plasmatica, em células cromafins da medula
suprarrenal apés deplecédo de colesterol. No entanto, a liberacdo subsequente das
demais vesiculas, pertencentes ao pool de liberacdo lenta ou ao pool de reserva, foi
comprometida pela alteragéo nos niveis de colesterol da membrana.

Considerando a existéncia de diferentes pools de vesiculas e o efeito da
organizacdo do citoesqueleto nos processos de fusdo de membranas e na secrecao
celular, pode se inferir que os microdominios de membrana ricos em colesterol tenham
um papel importante na regulacédo destes processos, em especial na exocitose de

lisossomos.
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Chen e cols. (2010) observaram um aumento significativo da secrecao
lisossomal, através da medida da atividade de B-hexosaminidade no sobrenadante de
células apdés 30 minutos de tratamento com MBCD. A secrecdo observada nao foi
decorrente de lise celular ja& que ndo houve alteragdo nos niveis de lactato
desidrogenase. Os autores ainda demonstraram que o tratamento com p-ciclodextrina
também estimulou a secrec¢do de flotilina 2 dependente de célcio, proteina associada
as balsas de membrana e aos endolisossomos, indicando que a deplecdo de
colesterol induz, de maneira dependente de calcio intracelular, uma rapida secrecao
de lisossomos.

Nosso grupo também demonstrou um efeito semelhante em outros tipos
celulares. Hissa e cols. (2012) observaram que o tratamento de cardiomidcitos com
MBCD induziu um aumento de 3,5 vezes na frequéncia de exocitose de lisossomos
logo nos primeiros 10 minutos de sequestro de colesterol em relacéo as células néao
tratadas. Além disso, o tratamento com a droga altera a disperséao lisossomal de modo
que as células tratadas com MBCD apresentavam uma distribuicdo mais restrita de
lisossomos mais proxima ao ndcleo celular em comparacdo com o grupo controle ou
tratados com HyCD, um analogo inativo de MBCD. A reposic¢ao de colesterol foi capaz
de reverter esta redistribuicdo, mostrando que este € mesmo um efeito da remocéao
do colesterol da membrana plasmatica (Hissa et al., 2012). Adicionalmente, estudando
o efeito do sequestro de colesterol em fibroblastos, foi observado que as alteracées
no citoesqueleto parecem ser responsaveis pela exocitose do pool periférico de
lisossomos, induzida pela deplecéo de colesterol (Hissa et al., 2013). Ainda, a andlise
da secrecédo e distribuicdo de lisossomos apoés tratamento com Lat-A, MBCD ou com
a combinacédo destas duas drogas, indicou que héa, provavelmente, pelo menos dois
diferentes pools de lisossomos. Neste estudo, fibroblastos tratados com MBCD
apresentavam um aumento na secrec¢ao lisossomal e uma distribuicdo de lisossomos
mais préxima ao nucleo em relacéo as células néo tratadas, assim como ja havia sido
mostrado em cardiomiocitos (Hissa et al., 2012). Entretanto, quando estas células
foram tratadas com Lat-A previamente ao sequestro de colesterol, foi observado néo
s6 um aumento da exocitose lisossomal, superior aquele observado para o tratamento
apenas com MBCD, mas também uma distribuicdo de lisossomos ainda mais proxima

ao nucleo (Hissa et al., 2013).
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Como mencionado nos itens anteriores, além das moléculas reguladoras da
interacdo membrana-citoesqueleto, as balsas de membrana também concentram as
proteinas do complexo SNARE, responsaveis pela regulacdo da exocitose de
vesiculas. Desta forma, alteracdes no conteddo de colesterol da membrana
plasmatica ou na organizacdo das balsas poderiam também estar interferindo no
processo de fusdo de vesiculas exociticas com a membrana plasmatica (Murray e
Tamm, 2010).

Koseoglu e cols. (2011) sugerem que o pool de vesiculas pré-ancorados a
membrana sofra menos influéncia das alteragbes dos niveis de colesterol ja que a
funcdo das proteinas SNARE j& foi efetuada, enquanto que as demais vesiculas, que
ainda precisam ser mobilizadas e ancoradas aos sitios de exocitose, tem sua cinética
e quantidade de exocitose comprometidas pela diminuicdo dos niveis de colesterol na
membrana. Os autores sugerem ainda que a mudanca na polimerizagcdo dos
filamentos de actina induzida pela deplecdo de colesterol poderia estar
comprometendo a mobilizacdo das vesiculas de liberacao lenta ou de reserva.

De fato, ambas as evidéncias sobre a participacdo do citoesqueleto cortical de
actina e das proteinas SNARE parecem ser vdlidas, ja que o pool de vesiculas
lisossomais pré-ancorados a membrana plasmatica € exocitado a medida que o
citoesqueleto de actina é reorganizado e 0s eventos de exocitose seguintes sao
diminuidos, provavelmente porque o citoesqueleto reorganizado e a polimerizacao de
novos filamentos de actina possam funcionar como uma barreira para que novos
trafegos acontecam a partir do pool de vesiculas distribuido na regido perinuclear.

Juntos, estes resultados demonstram que a modulacdo mecanica induzida pela
deplecdo de colesterol pode exercer algum efeito sobre o trafego de vesiculas
exociticas e, possivelmente endociticas, tendo um papel importante na regulacéo dos

mecanismos envolvidos no reparo da membrana celular.

1.4. Mecanismos de reparo de membrana

O reparo de membrana € um evento rapido que acontece dentro de poucos
segundos ap6s uma injuria e, portanto, € um processo essencial para a sobrevivéncia

da célula.
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Estudos anteriores mostraram que, quando uma célula sofre uma injdria, um
importante evento de exocitose de lisossomos é desencadeado para que o reparo da
membrana aconteca. Este € um evento dependente de Ca?* extracelular, de modo
que o seu influxo pelo sitio da lesdo induz a exocitose local de lisossomos (Reddy et
al., 2001; McNeil, 2002; McNeil et al., 2003). No entanto, ndo se sabia qual o exato
mecanismo pelo qual esta exocitose de lisossomos promovia o reparo da membrana
celular.

Idone e cols. (2008) observaram um evento subsequente a exocitose, induzida
pelo influxo de Ca?*, capaz de internalizar poros transmembrana. Foi observado um
evento de endocitose compensatéria segundos apos a realizagdo da injuria por
Streptolisina O (SLO), uma toxina formadora de poro. A mesma sequéncia de eventos
foi observada apés uma injuria mecanica. Em seguida, foi sugerido um papel
importante dos dominios de membrana ricos em colesterol neste mecanismo de
endocitose. Para isto, foi avaliado o efeito agudo da deplecdo de colesterol nos
eventos de endocitose compensatdria e observou-se um efeito inibitorio, dose
dependente, da deplecdo de colesterol nos eventos de endocitose compensatoria,
mostrando a ligacdo entre estes eventos e o reparo de membrana. Além disso, os
autores demonstraram que a endocitose compensatoria era facilitada apos o
tratamento com drogas que interferiam negativamente na organizacdo do
citoesqueleto de actina, como a Citocalasina D e a Latrunculina-A.

Para mostrar a relacéo entre os eventos de exocitose lisossomal e a endocitose
compensatoéria, Tam e cols. (2010) avaliaram o numero de novos endossomos
formados apds a formacéo de poro com SLO, em células previamente tratadas com
Bromoenol Lactane, uma droga capaz de bloquear a exocitose de lisossomos. Foi
observada uma diminuicdo de 10 vezes no nimero de novos endossomos e uma
reducdo na capacidade dessas células tratadas em reparar sua membrana.
Adicionalmente, demonstrou-se que células injuriadas secretam no meio extracelular
a enzima esfingomielinase acida (ASM), que cliva a esfingomielina, presente na
membrana plasmatica, transformando-a em ceramida e gerando dominios ricos em
ceramida. Esses dominios, por sua vez, parecem ser capazes de promover uma
invaginacdo da membrana e em seguida a formacéo de vesiculas, num processo

denominado de endocitose compensatéria. O importante papel desta enzima no
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reparo de membrana foi confirmado através de ensaios de inibicdo de sua atividade,
0S quais levaram ao comprometimento da endocitose compensatéria e,
consequentemente, do reparo de células apdés injuria, sem comprometer a capacidade
exocitica da célula (Tam et al., 2010).

De acordo com os achados descritos acima, um modelo de reparo da
membrana plasmética mediado pela secrecao lisossomal de ASM foi elaborado. Neste
modelo, quando uma célula sofre uma injdria, ocorre um influxo de Ca?* do meio
extracelular para o citoplasma através dos sitios de lesdo. O aumento da
concentracdo de Ca?* intracelular induz a exocitose de lisossomos. A enzima
lisossomal ASM é entdo liberada na camada externa da membrana plasmatica, onde
converte a esfingomielina em ceramida. A ceramida tende a se associar em
microdominios que brotam para o citoplasma da célula, gerando endossomos que

internalizam as lesdes e reparam a membrana ( Tam et al., 2010).

fEsﬁngomielina

—

Ceramida

Figura 1: Modelo adaptado do mecanismo de reparo de membrana mediado pela secrecéo
lisossomal de ASM proposto por Tam e colaboradores (2010).
1.5. Colesterol, disfuncdo endotelial e seu papel na aterogénese

A aterogénese € um processo degenerativo que envolve diversas lesbes na
parede arterial. A parede das artérias € composta por trés diferentes camadas ou

tunicas. A camada mais externa do vaso sanguineo, a tanica adventicia, € composta
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por tecido conjuntivo. A camada média, ou tunica média, € composta por células
musculares lisas dispostas circularmente e quantidades variaveis de fibras elasticas.
Mais internamente esta a tunica intima, constituida pelo endotélio, pela camada
subendotelial formada por tecido conjuntivo frouxo e pela lamina elastica (Alberts,
2002; Van de Graaff, 2001). Este endotélio que recobre a parede interna é
responsavel por regular a troca de substancias, assim como de células do sangue,
entre a corrente sanguinea e os tecidos circundantes. Em condicbes normais, as
células endoteliais impedem a transmigracao de células do sangue para o interior dos
tecidos. No entanto, em condi¢cdes de estresse, como dislipidemia, hipertensao ou
fatores pré-inflamatérios, estas células aumentam sua permeabilidade, promovendo
a transmigracédo de células inflamatérias e o acamulo de lipideos na parede vascular
(Libby et al. 2011). Este processo inflamatério progressivo gera entdo a formacéo da
placa aterosclerética, caracterizada pelo espessamento da intima vascular, com
acumulo de componentes extracelulares, infitrado de células inflamatérias e
proliferacdo descontrolada das células musculares lisas (De Flora et al., 1997). A
placa pode gerar ainda a formacdo de trombos, os quais estdo envolvidos com o
comprometimento do fluxo sanguineo e geracdo de acidentes vasculares ou
tromboses. Dessa forma, modificacdes na superficie interna do vaso, ou seja, no
endotélio, séo o ponto chave para o desenvolvimento da aterosclerose.

Alta concentracéo de colesterol e gorduras no sangue, obesidade, hipertensao
e tabagismo séo quatro dos principais fatores de risco ligados ao desenvolvimento da
aterosclerose (Criqui, 1986; Rodriguez-Flores et al., 2013). No Brasil, a aterosclerose
€ a principal responsavel pela ocorréncia de doencas cardiovasculares e, de acordo
com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as doencas cardiovasculares sédo a
principal causa de morte no mundo, sendo que trés quartos dessas mortes acontecem
em paises subdesenvolvidos ou naqueles paises em desenvolvimento (WHO, 2015).

A manutencdo de um endotélio sadio tem, portanto, uma importancia
fundamental na homeostase, principalmente em relacdo a alteracdo da
permeabilidade da camada endotelial (Carvalho, 2001). Sabe-se que o acumulo
subendotelial de lipoproteinas de baixa densidade em seu estado nativo (LDL) e sua
posterior modificacdo oxidativa (oxLDL) tem papel critico nas fases iniciais do
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desenvolvimento da aterosclerose atraves da inducédo da disfuncéo endotelial (Pirillo
et al. 2013; Berliner e Watson 2005, Steinberg 2009, Steinberg e Witztum 2010).

As particulas de lipoproteinas sdo formadas por uma porcdo central apolar,
constituida principalmente por colesterol éster e triglicerideos, circundada por uma
camada contendo fosfolipideos, uma pequena quantidade de colesterol nao
esterificado e apoproteinas (Walker et al, 1990). Foi demostrado que a LDL pode ser
modificada e sua aterogenicidade parece ser atribuida a estas modificacdes. As
modificacdes parecem ocorrer atraves das interacdes entre a lipoproteina e as células
da parede dos vasos sanguineos, células sanguineas, constituintes do plasma e
componentes da matriz da parede dos vasos. Essas modificacées encontradas nas
particulas de LDL envolvem desde a mudanca na composicdo de lipidios até
mudanc¢as na sua conformacdo e na agregacao das particulas (Aviram, 1993). A
modificacdo oxidativa de LDL (oxLDL) é acompanhada por diversas alteracdes
estruturais e em sua composicao que resultam em numerosas mudangcas em suas
propriedades fisicas, as quais tem importancia patogénica, incluindo o recrutamento
acelerado de macrofagos, citotoxidade e atividade quimiotatica para mondcitos
(Steinbrecher, Zhang, & Lougheed, 1990).

Foi demonstrado que culturas de células endoteliais expostas a oxLDL e
submetidas a injuria eram menos eficientes na recomposi¢do em comparagdo com
células controle ndo tratadas (Liao e Granger, 1995) o que também contribuiria para
uma maior permeabilidade dos vasos e para a formacéo da placa do ateroma. A razéo
para esta alteracdo na viabilidade e recomposicao celular, no entanto, ainda néao é
totalmente conhecida.

Além do aumento da permeabilidade vascular, estudos mais recentes tem
demonstrado que a exposi¢cdo de células endoteliais a oxLDL em cultura altera
substancialmente propriedades biomecanicas destas células. Sabe-se que células
tratadas com oxLDL modificam a organizacéo de seu citoesqueleto e se tornam mais
rigidas (Byfield et al., 2006; Chouinard et al., 2008; Kowalsky et al., 2008). Este
processo ocorre a semelhanca do que acontece quando o conteudo de colesterol de
membrana é depletado pela acdo de MBCD (Byfield et al. 2004, Hissa et al. 2012).
Apesar de a exposi¢cao a oxLDL n&o promover mudangas significativas no conteudo

de colesterol da membrana, parece que as pequenas alteragdes no contetudo de
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colesterol das balsas lipidicas, ocasionadas por esta exposi¢do, podem estar afetando
a organizagéo dos lipidios nestes dominios e, consequentemente, as propriedades
biofisicas da célula endotelial (Shentu et al., 2010).

Sabe-se que o endotélio dos vasos tem a propriedade de se realinhar,
reorganizando seu citoesqueleto de actina, para se adaptar ao fluxo sanguineo,
distribuindo as forcas hemodinamicas e consequentemente facilitando a integridade
do endotélio (Liao e Granger, 1995). Dessa forma, acreditava-se que a maior rigidez
das células, ocasionadas pela presenca de uma maior quantidade de fibras de
estresse, em resposta a exposi¢cao a oxLDL, poderia significar uma maior resisténcia
em relac@o ao fluxo sanguineo e consequentemente uma maior propenséo a injuria.
No entanto, foi demonstrado que células endoteliais expostas a oxLDL sdo mais
responsivas ao realinhamento em relacéo ao fluxo do que células néo tratadas, o que
seria a principio favoravel a sua manutencéo (Kowalsky et al., 2008). O mecanismo
pelo qual oxLDL afeta a reorganizacéo do citoesqueleto destas células, em relacao ao
fluxo, ainda ndo é conhecido, mas ja se sabe que o efeito advém dos oxiesterois
presentes nestas moléculas. Dependendo da quantidade e do tipo destes oxiesterais,

os efeitos podem ser mais ou menos acentuados (Shentu et al., 2012).
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2 JUSTIFICATIVA

A célula endotelial esta sob constante estresse mecénico devido ao ambiente
hemodinamico ao qual esté inserida. Para isso, diversos mecanismos sS40 necessarios
para a manutencao da integridade do endotélio como o realinhamento em relacéo ao
fluxo e mecanismos de reparo de membrana celular pés-injuria.

O reparo de membrana envolve uma sequéncia de mecanismos dependentes
de Ca?, incluindo a exocitose de lisossomos e subsequente endocitose
compensatoéria. No entanto, os mecanismos reguladores deste processo ainda nao
estdo totalmente esclarecidos. Quando uma célula sofre uma micro injdria, sua
membrana deve ser selada, caso contrario pode comprometer a viabilidade celular.
Com a injaria, ocorre um influxo de Ca?* que induz a fusdo de vesiculas lisossomais
com a membrana plasmatica da célula (Reddy et al. 2001). Este processo acarreta a
adicdo de membrana a superficie celular, que € acompanhado da hidrélise da
esfingomielina, o principal esfingolipidio presente na membrana celular (Idone et al.
2008). A hidrdlise de esfingomielina, por sua vez, gera a producdo de ceramida que
se agregam formando microdominios ricos em ceramida e levam a invaginacao desta
porcdo da membrana e consequente formacdo de novas vesiculas intracelulares. As
vesiculas endociticas recém-formadas carregam com elas a por¢do da membrana
contendo a injuria e promovem a recuperacdo da membrana original (Andrews et al.,
2014; Idone et al. 2008).

Foi demostrado que o processo de endocitose compensatéria pos-injuria pode
ser afetado pela deplecao de colesterol através da diminui¢cdo da formacéo de novas
vesiculas intracelulares e inibicdo do reparo de membrana, sugerindo a ligacéo direta
entre a endocitose induzida por injuria e o reparo de membrana e ainda o papel do
colesterol e das balsas lipidicas nos mecanismos de endocitose compensatoria (Idone
et al., 2008).

Estudos recentes do nosso grupo mostraram que o sequestro do colesterol de
membrana celular por tratamento com MBCD leva a uma exocitose desregulada de
lisossomos localizados na periferia celular (Hissa et al., 2012). Posteriormente, foi
demonstrado que esta exocitose lisossomal é decorrente das alteracbes na

polimerizacao e reorganizagao do citoesqueleto celular de actina, as quais se refletem
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em alteracOes nas propriedades biomecanicas da célula (Hissa et al., 2013). Esta
nova adicdo de membrana durante o processo de reorganizacdo do citoesqueleto
certamente reflete uma resposta celular ao meio externo e pode explicar a observagao
prévia de maior alinhamento das células endoteliais em relacéo ao fluxo.

Por outro lado, é possivel que a formagcédo de um citoesqueleto mais rigido e
organizado proximo a superficie celular funcione como uma barreira para novos
trafegos de membranas entre a superficie celular e vesiculas intracelulares,
interferindo na manutencdo da integridade celular. Células estdo continuamente
expostas a microinjarias, principalmente aquelas sujeitas a estresse mecanico, como
€ 0 caso de células endoteliais. Dessa forma, o trafego de vesiculas entre a membrana
plasmatica e o interior celular é imprescindivel para a manutencdo da integridade
celular em situacbes de estresse mecanico. Alteragbes nas propriedades
biomecanicas poderiam comprometer a capacidade de reparo de membrana destas
células e, dessa forma, contribuir para a fragilidade do endotélio vascular.

As alteracbes biomecéanicas decorrentes da deplecdo de colesterol séo
semelhantes aquelas observadas ap0s o tratamento de células endoteliais com
oXLDL. Estudos sugerem que esta similaridade dos efeitos de oxLDL e de MBCD néo
ocorra devido a deplecdo do conteudo de colesterol da membrana, mas sim devido a
diminuic&o da organizacgéo de lipideos nos dominios de membrana ricos em colesterol
(Shentu et al., 2010). Neste sentido, buscamos primeiramente investigar, em um
ambiente de deplecédo de colesterol, como a modulacdo mecéanica pode interferir nos
mecanismos de reparo de membrana, e posteriormente correlacionar com o modelo
de aterosclerose, através do tratamento das células com oxLDL, para compreender
os efeitos dessas alteracdes biomecénicas em células endoteliais no processo de

formacao da placa aterosclerética.
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3 OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Estudo da modulagcdo mecanica induzida pelo tratamento de células endoteliais
com MBCD nos processos de exocitose lisossomal e de endocitose compensatoria,

visando compreender o efeito da deplecdo do contetdo de colesterol da membrana

plasmatica nos mecanismos de reparo celular.

3.2. Objetivos especificos

3.2.1. Avaliar a resposta ao tratamento com MBCD na organizagao estrutural do

citoesqueleto de células endoteliais;

3.2.2. Avaliar as mudancas nas propriedades mecanicas de células endoteliais

durante o tratamento com MBCD;

3.2.3. Avaliar o efeito da deple¢&o de colesterol induzida por MBCD na exocitose

de vesiculas lisossomais;

3.2.4. Avaliar o efeito da deplecéo de colesterol sobre 0s processos de endocitose

constitutiva e endocitose compensatoéria pés-injuria;
3.2.5. Avaliar o efeito deste tratamento na capacidade de reparo dessas células

submetidas a injuria mecéanica, e seu consequente comprometimento da

viabilidade celular.
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4 METODOLOGIA

4.1. Cultura celular

Todos os experimentos foram realizados utilizando a linhagem de células
(EAhY926) derivadas de células endoteliais do corddo umbilical humano (HUVEC).

As células foram mantidas em cultura em Dulbecco’s Modified Eagles Medium
(DMEM; Gibco) contendo 10% soro fetal bovino (SFB; Gibco) e 1% penicilina-
estreptomicina (Gibco) (DMEM 10%) em uma incubadora a 37°C, com 5% COg2, e

repicadas a cada 2-3 dias, ap0s atingirem uma confluéncia de 80 a 90%.

4.2. Deplecgao de colesterol

Para a deplecdo de colesterol, as células endoteliais (ECs) foram lavadas 3
vezes com DMEM sem SFB e incubadas com uma conhecida droga sequestradora
de colesterol, methyl-beta cyclodextrin (MBCD; Sigma-Aldrich) 5mM, diluida em
DMEM sem soro por 40 minutos a 37°C. O plagueamento e a proporcao de células
variaram de acordo com o ensaio desejado e sera descrito nos respectivos itens. Em
alguns ensaios, como controle negativo, as células foram incubadas com o anélogo
inativo, hydroxypropyl-gamma cyclodextrin (HyCD; Sigma-Aldrich) 5mM, nas mesmas

condicgdes.

4.3. Avaliacao do citoesqueleto de actina

As células endoteliais foram plaqueadas 24 horas antes do experimento sobre
laminulas de vidro de 13mm, na proporcéo de 5x10* células por poco, em placa de 24
pocos, mantidas em DMEM 10% em estufa & 37°C e 5% CO.. As células foram entédo
lavadas com DMEM sem SFB antes de realizar o tratamento. O tratamento foi
realizado através da incubacado das células com 5mM de MBCD ou HyCD diluido em
DMEM sem SFB durante 40 minutos em estufa ou com 25ug/mL de oxLDL diluido em
DMEM sem SFB durante 60 minutos. Apds a incubacao, o tratamento foi retirado e as

células fixadas em paraformaldeido (PFA) 4% a 4°C por pelo menos 1 hora.
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Nos experimentos de analise da polimerizacdo de novo, as células foram
tratada com 95uM de Latrunculina-A (LAT-A; Sigma-Aldrich) por 1 hora, seguido pelos
diferentes tratamentos.

Apos fixadas, as células foram lavadas em Phosphate Buffered Saline (PBS)
+/+ (com adicédo de Ca?* e Mg?*) e permeabilizadas com Triton x-100 0,1% (Sigma-
Aldrich) em PBS +/+ por 5 minutos, seguido por incubacdo com PBS/BSA 1% por 30
minutos. Para marcacao do citoesqueleto de actina, as células foram incubadas com
Faloidina-Alexa 546 (Invitrogen) (1:40) em solucdo de Bovine Serum Albumin (BSA)
a 1% em PBS+/+ por 1 hora a temperatura ambiente e lavadas com PBS +/+ em
seguida. Para marcacdo do nucleo, as células foram incubadas com DAPI (4’,6-
diamino-2-phenylindole; Invitrogen) (1:1000) em PBS +/+ por 1 minuto e lavadas. As
laminulas foram montadas com solucao anti-fading (PPD-phenylediamine) em glicerol
e analisadas no microscopio Zeiss Axio Observer com um sistema de iluminacéo

estruturada (ApoTome.2) ou no microscopio confocal Zeiss 510 Meta.

4.4. Analise das mudancas estruturais no conjunto membrana/citoesqueleto através

da microscopia de desfocalizacao

Para medir possiveis mudancas nas curvaturas das células (membrana-
citoesqueleto), mediante o tratamento com MBCD, foi utilizada a microscopia de
desfocalizacao (Agero et al., 2004).

Nos experimentos de desfocalizacdo, as células endoteliais foram plaqueadas
24 horas antes, na propor¢do de 8x10* células por placa em placas de 35mm,
contendo fundo de laminula. 24 horas depois, 0 meio foi retirado, as células foram
lavadas e mantidas em meio DMEM sem SFB. As células foram gravadas por 10
minutos e em seguida, sem parar a gravacao, MBCD ou HyCD foi adicionado as
células e a aquisi¢do de imagens foi mantida por mais 40 minutos.

Para a analise das imagens, foram selecionados 4 quadrados, de 50 pixels de
lado, ao redor de toda a borda celular. Foram analisadas as imagens a cada 10
minutos, sendo um total de 5 analises por regidao. Todos os experimentos foram
analisados usando um Plugin do ImageJ desenvolvido pelos membros do Laboratorio
de Fisica Biologica da Universidade Federal de Minas Gerais. Este Plugin calcula a

correlacéo temporal dos pixels nos quadrados selecionados. Os valores obtidos foram
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levados para o programa KaleidaGraph (Synergy Software, Essex Junction, VT) onde
ajustamos os pontos utilizando um funcéo exponencial simples e obtivemos os valores
dos tempos de relaxacao.

Os experimentos de desfocalizacédo foram realizados em microscopio invertido
Nikon Eclipse TI (Nikon), ao qual encontra-se acoplado um filtro verde capaz de
absorver comprimentos de onda da luz na faixa de 530nm. Durante os 50 minutos do
procedimento, as células ficaram no interior de uma camara (modelo Chamlide IC-
CU:109) (Live Cell Instrument) a qual fornece 5% de CO2, aquecido a 37°C, e uma
umidade de 50%. As imagens foram coletadas com o uso de uma camera Uniq
(modelo 1800 CL) (Epix Inc) com um ganho de 11.04db e uma taxa de captura de 1
frame por segundo. A distancia focal foi mantida fixa, com uma desfocalizacdo de
1um, pelo aparato Perfect Focus System (PFS; Nikon), e a calibracdo dos niveis de

cinza da camera foi feita conforme descrito anteriormente por Agero e cols. (2014).

4.5. Ensaio de viabilidade celular

Com as células previamente plaqueadas em placas de 6 pocos, foi realizado o
tratamento com MBCD ou HyCD (5mM) por 40 minutos. As amostras foram lavadas 2
vezes com PBS -/- (sem adicdo de Ca?* e Mg?*), tripsinizadas por 3 minutos e, em
seguida, a tripsina foi inativada. Recolhemos a suspensédo de células, centrifugamos
e ressuspendemos em uma solucdo de iodeto de propidio (10pug/mL) diluido em
HBSS. As amostras foram mantidas no gelo até serem lidas no citdmetro de fluxo. Foi
quantificada a fluorescéncia de iodeto de propidio em 30000 células no citbmetro de
fluxo FACS Scan (Becton Dickinson), e as analises foram feitas no programa FlowJo
(Tree Star).

4.6. Ensaio de exocitose de lisossomos por espectrofluorimetria para ensaio de

atividade de B8 —hexosaminidase

A analise da secrecao lisossomal foi feita para avaliar o efeito do tratamento de
células endoteliais com MBCD, uma droga capaz de sequestrar o colesterol de
membrana celular. Para tal experimento, as células endoteliais foram expostas ao

tratamento com as ciclodextrinas MBCD e HyCD. Apos o tratamento, o sobrenadante
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da cultura foi coletado e as células lisadas com 500ul de solug@o contendo Triton x-
100 1% em PBS. Tanto o meio extracelular coletado quanto o lisado celular foram
incubados com o substrato modificado da enzima B-hexosaminidase (6 mM de 4-
methylumbelliferyl-N-acetyl-B-D-glucosaminide - Sigma- Aldrich), dissolvido em
tampao citrato (pH 4.5), por 15 minutos. As reac¢des foram paralisadas com a adicéo
de solucao contendo 2,0M de Na2COs-Hz20 e 1,1M de glicina. Os produtos da reagao
foram entdo lidos em espectrofluorimetro Synergy 2 (365nm/450nm- comprimentos
de onda de excitacdo e de emissao, respectivamente). Os resultados foram expressos
como sendo a porcentagem de enzima detectada no sobrenadante com relacédo a
guantidade total de enzima.

4.7. Ensaio de endocitose compensatoria para avaliacao de reparo de membrana

Para avaliar se o tratamento era capaz de induzir eventos de endocitose
compensatoria, 2x10° células endoteliais foram mantidas em suspens&o. A 4°C, as
membranas celulares foram marcadas com um composto fluorescente (aglutinina de
germe de trigo conjugada com Alexa Fluor 488 — WGA-Alexa Fluor 488, que se liga a
superficie celular) e as células foram lavadas 2 vezes em Hanks’ Balanced Salts
Solution (HBSS; Sigma-Aldrich). ApGs as lavagens, as células foram expostas ou ndo
ao tratamento com MBCD (5mM) por 10, 20, 30 e 40 minutos a 37°C. Ao fim do
tratamento, as células foram ressuspendidas em solugéo de azul de tripan 0,2% (AT,;
Sigma-Aldrich), um composto incapaz de atravessar a membrana celular e que
interage e blogueia o fluoréforo, lavadas em HBSS e fixadas em formaldeido 4%,
seguido da analise por citometria de fluxo.

Para medir o efeito da deplecdo de colesterol na capacidade de reparo de
membrana, as células endoteliais foram plaqueadas em placas de 10cm, na proporgao
de 2x10° células, 24 horas antes do ensaio. As células foram expostas ao tratamento
com MBCD (5mM) em DMEM sem SFB e foram incubados por 10, 20, 30 e 40 minutos
em estufa a 37°C e 5% CO2. Apés o tratamento, as membranas celulares foram
marcadas com WGA-Alexa Fluor 488 e lavadas em HBSS, a 4°C. Posteriormente, a
37°C, as células foram raspadas da superficie onde estavam aderidas. Esta raspagem

das células promove pequenas rupturas na membrana celular. Apés a injuria, as
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células foram tratadas com solucdo de AT 0,2%, lavadas em HBSS e fixadas com
formaldeido 4%, antes da avalia¢do por citometria de fluxo.

Como controles, células endoteliais foram incubadas com DMEM sem SFB,
contendo HyCD ou o veiculo de diluicdo das drogas, pelos mesmos tempos de
exposicao. Para cada tipo de tratamento ou para o controle, o ensaio de endocitose
compensatoria foi realizado na presenca e na auséncia de célcio extracelular, ja que
este processo envolve mecanismos dependentes de Ca?*. Apds a passagem pelo
citdbmetro de fluxo, foi avaliado o numero de células totais e, dentre elas, o niumero de
células que apresentavam marcacao fluorescente, as quais representam células que
sofreram injaria e realizaram o reparo. Foi avaliada também a intensidade média de
fluorescéncia referente a cada amostra. A aquisi¢cao de células marcadas com WGA-
Alexa 488 foi realizada através do citdmetro de fluxo FACSScan (Becton Dickinson),

e as analises foram feitas no programa FlowJo (Tree Star).

4.8. Ensaio com lodeto de Propidio para avaliacdo da capacidade de reparo da

membrana celular e controle do nivel de injuria mecanica

Para avaliar a capacidade de reparo da membrana celular, usando o lodeto de
Propidio (IP; Sigma-Aldrich), as células EAhY926 foram plaqueadas em placas de
35mm, na proporcéo de 3x10° células por placa em DMEM 10%, 24 horas antes do
ensaio. Apos as 24 horas, as células foram lavadas com DMEM sem SFB e
submetidas ao tratamento com MBCD (5mM) por 40 minutos. Como controle, as
células foram incubadas com DMEM sem SFB contendo ou HyCD (5mM) ou o veiculo
da droga.

Posteriormente, as placas foram mantidas a 4°C e lavadas 3 vezes com PBS.
Depois da lavagem, 1mL de HBSS contendo Ca?* gelado foi adicionado. Ainda a 4°C,
as ceélulas foram raspadas da superficie onde estavam aderidas utilizando o scraper,
ressuspendidas gentilmente com uma pipeta e transferidas para o tubo FACS. Os
tubos foram entéo levados para o banho a 37°C por 5 minutos para que as ceélulas
reparassem, e em seguida foram novamente transferidas para o banho frio e o IP, na

concentracéo de 10ug/mL, foi adicionado e incubado por 5 minutos.
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Para o controle do nivel de injdria causado pelo processo de raspagem das
células, as mesmas condi¢cdes de tratamento foram realizadas, no entanto o IP foi
adicionado durante a raspagem. As células foram entédo ressuspendidas, transferidas
para os tubos e levadas para o banho a 37°C por 5 minutos.

As células permaneceram no gelo até que a leitura no citbmetro de fluxo fosse
efetuada. Foram adquiridos 10000 eventos e toda a populacdo de células foi

analisada.
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5 RESULTADOS

5.1. A deplecédo de colesterol induz reorganizacdo e polimerizacdo “de novo” do

citoesqueleto de actina

Para analisar se a deplecdo de colesterol induzida por MBCD ocasionava
mudancas na organizacao estrutural do citoesqueleto de actina das células endoteliais
(ECs), células EAhY926 foram plaqueadas sobre laminulas de vidro, tratadas com
MBCD ou HyCD por 40 minutos e fixadas em PFA 4% por 1 hora a 4°C. Apés a fixacéo,
as células foram permeabilizadas, marcadas com Faloidina-Alexa 546, para
visualizacdo do citoesqueleto de actina, e com DAPI, para visualizacdo do nucleo
celular. Em seguida, as amostras foram analisadas no microscopio de fluorescéncia
Zeiss ApoTome ou no microscopio confocal Zeiss 510 Meta utilizando a objetiva de
40x.

Em concordancia com os dos dados encontrados na literatura (Hissa et al. 2012),
foram observadas modificagbes significativas na organizagcdo estrutural do
citoesqueleto de actina, com aumento de fibras de estresse apds tratamento com
MBCD, demonstrado pelas fibras mais aparentes, principalmente na periferia da
célula, quando comparado ao grupo controle que apresenta uma coloracdo mais
uniforme do citoesqueleto (Fig. 2).

Os efeitos da deplecédo de colesterol sobre o citoesqueleto de actina ja sédo
percebidos logo nos primeiros 10 minutos de exposicdo a MBCD (Fig. 3) e perdura por
todo o periodo de tratamento. Além do aumento de fibras de estresse, com 0 aumento
do tempo de exposicdo a droga, foi percebida uma alteracdo no tamanho e no formato
das células endoteliais submetidas ao tratamento que passam a apresentar uma
reducdo do seu tamanho e um aspecto mais arredondado quando comparadas as

células nao tratadas.
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Figura 2: Organizacdo do citoesqueleto de actina de células endoteliais controle ou tratadas
com as diferentes drogas. O painel mostra imagens representativas da organiza¢éo do citoesqueleto
de actina de células endoteliais ndo tratadas ou tratadas com HyCD 5mM ou MBCD 5 mM por 40
minutos a 37°C, fixadas e marcadas com Faloidina-Alexa 546 e DAPI (ndcleo celular). As imagens
foram analisadas no microscépio de fluorescéncia Zeiss ApoTome utilizando a objetiva de 40x e foram
selecionados 0s campos que representassem a morfologia do citoesqueleto de actina mais
predominante em cada condi¢do experimental. As setas indicam a presenca de fibras de estresse e
asteriscos indicam a mudanca na morfologia das células. Barra de escala: 20um.
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Figura 3: Organizacao do citoesqueleto de actina de células endoteliais controle ou expostas a
MBCD em diferentes tempos. O painel mostra imagens representativas do citoesqueleto de actina de
células endoteliais ndo tratadas ou tratadas com MBCD 5mM por 10, 20, 30 e 40 minutos a 37°C,
fixadas e marcadas com Faloidina-Alexa 546 e DAPI (nlcleo celular). As imagens foram analisadas no
microscépio de fluoerescéncia Zeiss ApoTome utilizando a objetiva de 40x e foram selecionados os
campos que representassem a morfologia do citoesqueleto de actina mais predominante em cada
condicdo experimental. As setas indicam a presencga de fibras de estresse e asteriscos indicam a
mudanca na morfologia das células. Barra de escala: 20um.
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Além da reorganizacgéo estrutural do citoesqueleto resultante da deplecao de
colesterol, foi avaliada a capacidade destas células em polimerizar novas fibras de
actina. Para verificar esta polimerizacdo de novo, as células endoteliais foram
plagueadas sobre laminulas de vidro e incubadas por 30 minutos com Lat-A, uma
toxina que rompe o citoesqueleto de actina através de sua ligagdo aos mondmeros de
actina, impedindo que esses se associem aos microfilamentos. Ap6s o rompimento
do citoesqueleto, as células foram lavadas com PBS e incubadas com MBCD ou HyCD
diluido em DMEM sem SFB por 40 minutos. Como controle sem tratamento, as células
endoteliais, ap0s serem tratadas com Lat-A e lavadas, foram incubadas apenas em
DMEM sem SFB por 40 minutos. Posteriormente aos tratamentos, as células foram
fixadas em PFA 4%, coradas com Faloidina-Alexa Fluor 546 e DAPI e analisadas no
microscoépio Zeiss Axio Observer (ApoTome) utilizando a objetiva de 40x.

A figura 4 mostra imagens adquiridas antes e ap6s a deplecéo de colesterol. E
possivel notar que apdés o sequestro de colesterol, houve inducdo de nova
polimerizacdo de fibras de actina, demostrado pela reconstrugdo do citoesqueleto
apos a acdo de Lat-A. O mesmo nédo foi observado para as células que foram

incubadas apenas com DMEM sem soro ou para aquelas tratadas com HyCD.
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Figura 4: Visualizacdo do citoesqueleto de actina de células endoteliais previamente tratadas
com Latrunculina-A, seguidas ou néo por tratamento com MBCD ou HyCD. O painel mostra
imagens representativas do citoesqueleto de actina de células endoteliais apos tratamento com
Latrunculina-A seguida da exposicdo ao meio de cultura sem soro (DMEM), a HyCD ou a MBCD 5mM
por 40 minutos & 37°C. As células foram fixadas e marcadas com Faloidina-Alexa 546 e DAPI (nlcleo
celular). Foram selecionados os campos que representassem a morfologia do citoesqueleto de actina
mais predominante em cada condi¢c@o experimental. As setas indicam o aparecimento de fibras de
actina ap6és tratamento com Lat-A. Barra de escala: 20um.
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5.2. Tratamento com oxLDL também induz reorganizacdo e polimerizacéo “de novo”

do citoesqueleto de actina

Como ja demonstrado pela literatura (Byfield et al. 2004), a exposicdo das
células endoteliais EAhY926 a oxLDL, por 1 hora a 37°C, também induziu a
reorganizacao dos filamentos de actina. A figura 5 mostra a presenca de um maior
namero de fibras de estresse no grupo de células tratadas com oxLDL. Além disso,
decidimos averiguar se, também neste caso, o tratamento das células com oxLDL era
capaz de reverter o efeito do tratamento prévio com Lat-A. O tratamento com oxLDL
(25ug/mL em DMEM sem SFB), por 1 hora, promoveu a reconstrucao do citoesqueleto
apos a acdo de Lat-A. Células tratadas com Lat-A e posteriormente incubadas apenas
com meio DMEM sem SFB apresentam menor tamanho e encontram-se mais
arredondadas. Por outro lado, células tratadas com Lat-A e posteriormente com oxLDL
retornam ao tamanho de células néo tratadas com Lat-A e é possivel perceber uma
marcacgao mais forte do citoesqueleto de actina na periferia celular. Esses resultados

mostram um efeito similar entre o tratamento com MBCD e oxLDL.
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Figura 5: Visualizagao do citoesqueleto de actina de células endoteliais controle ndo tratadas
ou expostas a oxLDL previamente tratadas ou ndo com Latrunculina-A. O painel mostra imagens
representativas do citoesqueleto de actina de células endoteliais ndo tratadas (controle) ou tratadas
com oxLDL 25ug/mL por 60 minutos a 37°C e de células expostas a oxLDL apés o tratamento com
Lat-A. As células foram fixadas, marcadas com Faloidina-Alexa 546 e DAPI (nlcleo celular) e
posteriormente analisadas no microscopio confocal Zeiss 510 Meta utilizando a objetiva de 40x. Foram
selecionados os campos que representassem a morfologia do citoesqueleto de actina mais
predominante em cada condi¢cdo experimental. Barra de escala: 20um.
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5.3. O sequestro de colesterol induzido por MBCD altera propriedades mecanicas

da célula aumentando sua rigidez

Estudos anteriores demostraram que a deplecdo do conteudo de colesterol da
membrana plasmatica pela acdo de MBCD, uma ciclodextrina com alta afinidade pelo
colesterol, altera substancialmente propriedades biomecéanicas de diferentes tipos
celulares (Byfield et al. 2004, Hissa et al. 2012). Foi mostrado também que essas
modificacdes ocorrem a semelhanca do que acontece com exposicado de células
endoteliais a LDL oxidada (oxLDL) em cultura (Byfield et al., 2006, Chouinard, et al.,
2008, Kowalsky et al., 2008).

Na maioria destes estudos foi avaliado o efeito apds o tratamento com esses
compostos. Neste trabalho, decidimos avaliar o efeito na biomecéanica de células
endoteliais durante o tratamento com estes compostos. Para isso, utilizamos a técnica
de microscopia de desfocalizagdo (MD). A MD permite a mensuracdo de mudancas
nas curvaturas da membrana celular em tempo real, considerando a interagéo entre
a membrana celular e o citoesqueleto. Para isso, células endoteliais foram tratadas
com MBCD, bem como com o analogo inativo desta droga, HyCD.

Neste experimento, as células endoteliais EAhY926 foram plaqueadas em
placas de cultura com fundo de laminula, 24 horas antes do inicio do experimento.
Para o ensaio de MD, as células foram incubadas em meio DMEM sem SFB, e
colocada sobre um microscopio de luz invertido, contendo uma platina acoplada a
uma camara de COz, para serem gravadas durante 50 minutos. Apos os primeiros 10
minutos de gravacao (controle sem tratamento), as células foram submetidas ao
tratamento com as diferentes drogas e avaliadas por mais 40 minutos.

A analise das células tratadas com MBCD confirmou os dados da literatura,
mostrando que o sequestro de colesterol da membrana plasmatica, através do
tratamento com MBCD, altera as propriedades mecanicas das células endoteliais
aumentando sua rigidez. Este dado pode ser observado pela analise da funcédo de
correlacdo temporal e aumento do tempo de relaxacdo da membrana (Fig. 6 A-F).
Adicionalmente, pudemos observar que, como ja demonstrado para cardiomiécitos e
fibroblastos (Hissa et al., 2013), o aumento do tempo de relaxacdo da membrana ja

pode ser visto nos primeiros 10 minutos (Fig. 6 C) ap0s a adicdo da droga, sendo
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mantido até os 30 minutos pos-droga. Entre 30 e 40 minutos, no entanto, foi observado
uma diminuicdo deste tempo de relaxacdo, sugerindo que a célula se recupera, ao
menos parcialmente, dos efeitos do tratamento (Fig. 6 F).

Quanto ao tratamento com a droga controle, HyCD (Fig. 7), foi observada uma
diminuicado do tempo de relaxacdo nos primeiros 10 minutos e nos demais tempos se
manteve semelhante ao controle. A auséncia de um aumento da rigidez apos
tratamento com HyCD, corrobora os resultados previamente apresentados, onde o
tratamento com esta droga néo foi capaz de induzir a formagéo de mais fibras de
estresse. Adicionalmente estes dados reforcam que o efeito observado por tratamento
com MBCD sobre estas células, realmente se deve ao sequestro do colesterol, como

ja descrito para outros tipos celulares (Hissa et al., 2013).
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5.4. Tratamento com MACD induz exocitose desregulada de lisossomos

De acordo com os resultados apresentados por Hissa e cols. (2012), o
sequestro de colesterol pela acdo de MBCD promove a exocitose desregulada de um
pool periférico de lisossomos. Esta exocitose desregulada, que acontece
espontaneamente e sem a regulacdo de Ca?*, parece ser estimulada pela
reorganizagdo do citoesqueleto, o que faria com que estes lisossomos fossem
comprimidos contra a camada interna da membrana plasmatica e se fusionassem a
ela, fazendo com que seu conteudo fosse exocitado. Este efeito foi observado logo
nos primeiros 10 minutos de tratamento com a droga e, nos minutos seguintes, 0s
eventos exociticos diminuiram consideravelmente.

Para verificar se as alteracbes mecanicas decorrentes do tratamento com
MBCD em ECs poderiam também induzir a exocitose de lisossomos observadas por
Hissa e cols. (2012) em outros tipos celulares, quantificamos a exocitose dessa
organela durante o sequestro de colesterol através do percentual de atividade da
enzima B-hexosaminidase no sobrenadante de células tratadas com a droga.

Neste ensaio, as ECs foram expostas ao tratamento com MBCD por 10, 20, 30
e 40 minutos. ApGs o tratamento foi coletado o sobrenadante e as células foram entéo
lisadas com Triton x-100 1%. Tanto o sobrenadante quanto o lisado foram entdo
incubados com o substrato modificado da enzima (B-hexosaminidase, que libera um
produto fluorescente quando reage com a enzima. Os resultados foram expressos
como sendo a porcentagem de enzima detectada no sobrenadante com relacédo a
guantidade total de enzima.

O sequestro de colesterol induzido por MBCD em células endoteliais promoveu
um pico de exocitose nos primeiros 10 minutos de tratamento, assim como ja havia
sido observado em fibroblastos (Hissa et al., 2012). Nao foi observada nenhuma
diferenca estatistica entre os tempos seguintes de exposicdo a droga. As células
tratadas com o analogo inativo de MBCD, o HyCD, mantiveram sua secrecéo
lisossomal semelhantes ao grupo controle e aos tempos 20, 30 e 40 de exposicdo a
MBCD (Fig. 8).
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Figura 8: Analise da exocitose lisossomal através da atividade da enzima B-hexosaminidase no
sobrenadante de células em cultura. Células endoteliais foram tratadas com MBCD e a atividade da
enzima B-hexosaminidase foi avaliada por fluorimetria. O grafico mostra o percentual de atividade da
enzima em células néo tratadas (controle), tratadas com HyCD por 40 minutos ou com MBCD por 10,
20, 30 e 40 minutos. Os resultados foram expressos como sendo a porcentagem de enzima detectada
no sobrenadante com relagédo a quantidade total de enzima. Letras diferentes sobre as barras indicam
diferencas estatisticamente significativas (p<0.05 usando One-way ANOVA e Newman-Keuls post-
test).
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5.5. As alteragOes induzidas pelo tratamento com MACD nao afetam a viabilidade das

células endoteliais

Para saber se as modificacGes estruturais e mecanicas da célula decorrentes da
deplecdo de colesterol, e ndo uma morte celular induzida pelo tratamento com a
droga, eram as responsdveis pela secrecao lisossomal observada em células tratadas
com MBCD, um ensaio de viabilidade celular foi realizado. Neste experimento, as
células, previamente plagueadas, foram submetidas ao tratamento com MBCD por 40
minutos, lavadas com PBS -/-, tripsinizadas e ressuspendidas em solugcao de IP
(10ug/mL) em HBSS. Toda populacéo de células foi entdo adquirida em citbmetro de
fluxo e o niumero de células positiva para IP (células ndo viaveis) foi considerado.

Os histogramas apresentados na figura 9 demonstram, no primeiro pico, o
percentual de células que excluiram a marcacdo com o IP, ou seja, 0 percentual de
células viaveis, assim como o de células ndo viaveis marcadas com o corante, visto
no segundo pico do histograma. Nao foram observadas diferengas na viabilidade das
células endoteliais tratadas com as ciclodextrinas HyCD (Fig. 9 B) e MBCD (Fig. 9 C)
em relacdo as células controle ndo tratadas (Fig. 9 A), indicando que o tratamento
com MBCD néo induz a morte destas células e que a quantidade de B-hexosaminidase
encontrada no sobrenadante de células tratadas com MBCD foi realmente decorrente
da exocitose de lisossomos induzido pelo sequestro de colesterol mediado pelo
tratamento com esta droga.
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Figura 9: Ensaio de viabilidade celular por exclusdo do corante lodeto de Propidio. Células
endoteliais foram tratadas com MBCD e HyCD 5mM por 40 minutos, coradas com iodeto de propidio
(10pg/mL) e avaliadas por citometria de fluxo. Os histogramas mostram o numero de células negativas
para IP ou células viaveis (lodeto de propidio -) e as células positivas para IP ou células nédo viaveis
(lodeto de propidio +). Células controle foram incubadas por 40 minutos em DMEM sem soro.
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5.6. A remocéo do colesterol parece bloquear a ocorréncia de novos eventos

endociticos naturais da célula endotelial

Uma vez que o tratamento com MBCD induz eventos de exocitose de lisossomos
e todo evento de exocitose é acompanhado de uma endocitose compensatoria,
decidimos verificar se processos de endocitose compensatoria seriam gerados por
tratamento das células endoteliais com MBCD a despeito das alteracdes do
citoesqueleto, decorrentes deste tratamento. Para isso, foi realizado um ensaio de
endocitose compensatoria, no qual células endoteliais foram mantidas em suspenséao
e sua membrana plasmaética foi marcada com WGA-Alexa Fluor 488. Posteriormente,
as células foram tratadas com MBCD durante 10, 20, 30 ou 40 minutos. Apds esse
tratamento, as células foram tratadas com solucdo de azul de tripan (0,2%), a qual €
capaz de bloquear toda fluorescéncia presente na superficie celular, deixando
somente aquela presente em vesiculas endocitadas pela célula, durante o tratamento
com a droga. A solucao contendo as células foi entdo avaliada para a presenca de
fluorescéncia usando analise em citometria de fluxo. A incubacdo de células
endoteliais com DMEM sem SFB e sem droga, nos respectivos tempos de tratamento,
foi utilizada como controle.

Os resultados obtidos neste experimento mostraram um aumento dos eventos
de endocitose compensatoéria entre 10 e 20 minutos de tratamento com MBCD (Fig.
10 B), o qual pode ser observado pelo aumento da intensidade de fluorescéncia de
WGA-Alexa Fluor 488 em relacdo ao controle. Este aumento dos eventos endociticos
ocorre logo apés o pico de exocitose de lisossomos visto aos 10 minutos de
tratamento destas células com MBCD (Fig. 8) e também em outros tipos celulares
(Hissa et al., 2012). Paralelamente, foi observada uma diminuicdo no numero desses
eventos com o tempo de exposicao a droga (Fig. 10 C-D), indicando que estes eventos

sdo comprometidos a medida que a rigidez celular aumenta.
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Figura 10: Andlise quantitativa de eventos endociticos induzidos pelo tratamento com MBCD.
Células endoteliais foram tratadas com MBCD e avaliadas por citometria de fluxo. Os histogramas
mostram o nimero de células, tratadas (azul) ou ndo (vermelho) com MBCD, bem como a intensidade
de fluorescéncia para WGA-ALEXA 488. Quanto maior a fluorescéncia, maior o nimero de eventos
endociticos. Células tratadas foram incubadas por 10 (A), 20 (B), 30 (C) ou 40 (D) minutos com MBCD.
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5.7. Células tratadas com MSCD se tornam mais sensiveis a injuria mecéanica e esta

maior sensibilidade parece estar relacionada ao aumento de rigidez

Como mostrado por Hissa e cols. (2012), o tratamento com MBCD induz a
exocitose de um pool periférico de lisossomos, o0 qual parece ser uma populacéo pré-
existente de lisossomos localizada na regido mais proxima a membrana plasmatica
que é recrutada durante os eventos de reparo de membrana. Como este pool é
exocitado logo no inicio do sequestro de colesterol, o reparo de membrana poderia
estar entdo comprometido.

Para compreender se as alteragdes mecanicas decorrentes do tratamento com
MBCD poderiam de alguma forma comprometer a sequéncia de eventos envolvida no
reparo de membrana, passamos entdo para a investigacao da capacidade de reparo
de membrana em células previamente tratadas com MBCD e submetidas a injuria
mecanica. Neste ensaio, as células foram plaqueadas 24 horas antes e submetidas
ao tratamento com MBCD por 10, 20, 30 e 40 minutos. Como controle, células foram
incubadas com DMEM sem SFB ou com HyCD. Apés o tratamento, as membranas
celulares foram marcadas com WGA-Alexa Fluor 488 e lavadas com HBSS a 4°C.
Posteriormente, as células foram incubadas a 37°C e raspadas da superficie onde
estavam aderidas. Esta raspagem das células promove pequenas rupturas na
membrana celular. Apés a injuria, as células foram tratadas com azul de tripan 0,2%,
lavadas com HBSS e fixadas com formaldeido 4%, antes da avaliacdo no citbmetro
de fluxo. Como a sequéncia de mecanismos envolvidos no reparo de membrana
depende de célcio, este ensaio foi realizado na presenca de Ca?* extracelular.

Nossos resultados mostraram um aumento progressivo da ocorréncia de
endocitose compensatoria apos injuria mecanica nas células endoteliais tratadas com
MBCD, quando comparada com células controle néo tratadas (Fig. 11 A-B) a medida
gue o aumento de rigidez destas células acontece (Fig. 6 C-D), indicando uma maior
sensibilidade dessas células a injuria mecéanica. As células expostas a MBCD por 30
e 40 minutos mostram uma diminuicdo também progressiva dos eventos de
endocitose compensatoria até o seu nivel basal (Fig. 11 C-D). E também durante este
periodo que a célula esbogca uma recuperacdo no seu tempo de relaxacdo da

membrana e tende a, de alguma forma, se adaptar a privacdo de colesterol e diminuir
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a sua rigidez (Fig. 6 E-F). As células tratadas com HyCD tiveram um comportamento
semelhante ao controle.

Para confirmar se as alteragcbes mecanicas decorrentes da deplecdo de
colesterol tornavam as células mais susceptiveis a injuria mecanica, as células foram
plagueadas, lavadas com DMEM sem SFB e submetidas ao tratamento com MBCD
ou HyCD (5mM) por 10, 20, 30 e 40 minutos. Posteriormente, as placas foram
mantidas a 4°C e as células foram raspadas da superficie onde estavam aderidas na
presenca de IP (10ug/mL) e transferidas para o tubo FACS. Os tubos foram ent&o
levados para o banho a 37°C por 5 minutos para que as ceélulas reparassem.

Neste modelo, como a célula é impermeavel ao IP, a auséncia de alguma ruptura
na membrana plasmatica da célula impediria a internalizacdo do corante,
caracterizando o pico IP negativo do histograma. Ao mesmo tempo, células que
sofreram alguma injdria, se tornariam permeaveis ao IP presente no meio extracelular
e, portanto, seriam representadas no pico IP positivo.

Células endoteliais controle ndo-tratadas ndo apresentaram nenhuma alteracéo
no nivel de injuria entre os diferentes tempos de incubacdo com DMEM sem SFB.
Para representacéo, foi mostrado um grafico médio do nivel de injuria nestas células.
O procedimento de raspagem nas células controle promoveu a injaria de 52,1% das
células, representadas pelo pico IP positivo no histograma da figura 12.

No entanto, as células tratadas com MBCD apresentaram um alto nivel de
injuria apos 10 e 20 minutos de tratamento em comparacao ao controle (Fig.13 A e B,
respectivamente). O aumento do nivel de injuria de células depletadas de colesterol
poderia justificar o aumento observado nos eventos de endocitose compensatoria
apos injuria no mesmo periodo de exposicdo a droga (Fig. 11). Nos demais tempos
de exposicéo, 30 e 40 minutos, o nivel de injuria causado pela raspagem das células
volta a valores mais proximos aos observados no grupo controle (Fig.13 C e D,
respectivamente), coincidindo com o periodo em que a célula tende a se recuperar do
aumento de rigidez induzido pela deplecao de colesterol.

N&o foram observadas diferencas entre as células controle ndo tratadas e as
células tratadas com o analogo inativo HyCD. O percentual de células IP positivas foi
semelhante ao controle em todos os tempos de exposi¢cdo analisados (Fig. 14).
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Figura 12: Nivel de injdria mecanica causado pela raspagem das células endoteliais controle
ndo-tratadas. Células endoteliais controle foram incubadas com DMEM sem SFB, raspadas na
presenca do iodeto de propidio para avaliar o nivel de injdria causado pelo procedimento. Os
histogramas mostram o numero de células controle com marcacdo para iodeto de propidio apds
injaria. O primeiro pico mostrado nos histogramas (lodeto de Propidio -) representam as células que
excluiram o iodeto de propidio, ou seja, células que nado sofreram injdria, enquanto o segundo pico
(lodeto de Propidio +) representa as células que sofreram injaria e as células ndo viaveis.
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Figura 13: Nivel de injdria mecéanica causado pela raspagem das células endoteliais tratadas
com MBCD. Células endoteliais foram tratadas com a ciclodextrina e raspadas na presenca do iodeto
de propidio para avaliar o nivel de injdria causado pelo procedimento. Os histogramas mostram o
namero de células controle (vermelho) ou com MBCD (azul) por 10 (A), 20 (B), 30 (C) e 40 (D) minutos
com marcacdao para iodeto de propidio apds injdria. O primeiro pico mostrado nos histogramas (lodeto
de Propidio -) representam as células que excluiram o iodeto de propidio, ou seja, células que nédo
sofreram injuria, enquanto o segundo pico (lodeto de Propidio +) representa as células que sofreram

injuria e as células nédo viaveis.
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Figura 14: Nivel de injdria mecéanica causado pela raspagem das células endoteliais tratadas
com HyCD. Células endoteliais foram tratadas com a ciclodextrina e raspadas na presenca do iodeto
de propidio para avaliar o nivel de injaria causado pelo procedimento. Os histogramas mostram o
namero de células controle (vermelho) ou tratadas com HyCD (azul) por 10 (A), 20 (B), 30 (C) e 40 (D)
minutos com marcacao para iodeto de propidio ap6s injdria. O primeiro pico mostrado nos histogramas
(lodeto de Propidio -) representam as células que excluiram o iodeto de propidio, ou seja, células que
ndo sofreram injdria, enquanto o segundo pico (lodeto de Propidio +) representa as células que
sofreram injaria e as células néo viaveis.
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6 DISCUSSAO

Estudos anteriores de outros grupos e, mais recentemente, do nosso grupo
demonstraram os efeitos da deplecdo de colesterol de membrana celular, por
tratamento com MPBCD, sobre as propriedades mecanicas de diferentes tipos
celulares. Foi mostrado que o tratamento com esta ciclodextrina induz a reorganizacao
do citoesqueleto de actina e também a repolimerizacao destas fibras via ativacdo de
Rho-A, caracterizado por um aumento de fibras de estresse (Kwik et al., 2003; Hissa
et al., 2013). Juntamente a reorganizacdo do citoesqueleto, foi observado que os
efeitos do tratamento afetam as propriedades de membrana, conjunto membrana-
citoesqueleto, aumentando a rigidez destas células em relagdo ao seu controle nao
tratado (Hissa et al., 2013). Adicionalmente, nosso grupo mostrou que a deplecao do
colesterol € acompanhada de um pico de exocitose de lisossomos, independente de
Ca?*, logo nos primeiros 10 minutos de tratamento de cardiomiécitos e fibroblastos, o
qual diminui consideravelmente nos tempos seguintes do tratamento (Hissa et al.,
2012; Hissa et al., 2013). De acordo com estes dados, o rearranjo do citoesqueleto,
com consequente aumento da rigidez celular, parece ser o responsavel por
desencadear a exocitose de um pool periférico de lisossomos, mediada pela deplecéo
de colesterol (Hissa et al., 2013; Hissa e Andrade, 2015). De fato, j& havia sido
demonstrado na literatura que a reorganizacao do citoesqueleto de actina pode tanto
funcionar como um estimulo para a fusdo e exocitose de vesiculas, quanto como uma
barreira para novos trafegos de vesiculas localizadas mais internamente na célula
(Aunis & Bader, 1988; Muallen et al., 1995; Nakata & Hirokawa, 1992; Pendleton &
Koffer, 2001; Miklavc et al. 2009).

Sabe-se gue a exocitose de vesiculas lisossomais é passo inicial e primordial
para eventos de reparo de membrana celular pés injuria. Como mencionado no inicio
dessa dissertacdo, o influxo de calcio através do sitio de lesdo na membrana
plasmatica estimula a fusdo local e exocitose de lisossomos. A ASM proveniente desta
exocitose cliva a esfingomielina da MP em ceramida, induzindo a formacao de
microdominios ricos em ceramida que induzem uma invaginacdo da membrana,
levando a eventos de endocitose compensatdria que carregam consigo a porcao da

membrana contendo a injaria e promovem a recuperacdo da membrana original
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(Andrews et al., 2014; Tam et al., 2010; Idone et al., 2008). Dessa forma, o reparo de
membrana é dependente do trdfego de vesiculas, o qual pode ser alterado também
pelo citoesqueleto de actina.

Uma vez que a célula endotelial esta constantemente submetida ao estresse
mecanico decorrente do fluxo sanguineo, € esperado que processos de reparo de
membrana apods a injuria sejam de fundamental importancia para a manutencao
celular. Por outro lado, como mencionado acima, a exposicéo de células endoteliais a
drogas que sequestram o colesterol, levam a reorganizacdo do citoesqueleto de
actina. O mesmo acontece apos a exposicao dessas células a oxLDL, a forma oxidada
de LDL, encontrada nos estagios iniciais da aterogénese e conhecida por induzir a
disfuncdo endotelial (Pirillo et al. 2013; Berliner & Watson 2005; Steinberg 2009,
Steinberg and Witztum 2010; Byfield et al. 2004). Neste sentido a alteracdo do
citoesqueleto poderia influenciar o trafego de vesiculas e, consequentemente, o
reparo de membrana. Dessa forma, neste estudo, buscamos investigar se a
modulacdo mecanica induzida pela deplecéo de colesterol poderia afetar algum dos
mecanismos envolvidos no reparo de membrana, comprometendo assim a viabilidade
celular.

Primeiramente, decidimos avaliar a resposta ao tratamento com MBCD ou
oxLDL na organizacéo estrutural do citoesqueleto das células endoteliais em estudo.
Como esperado, nossos resultados mostraram efeitos semelhantes aos encontrados
na literatura, nos quais observamos a reorganizacdo e polimerizacdo “de novo” de
fibras de actina. Paralelamente, observamos um aumento da rigidez celular através
de estudos de microscopia de desfocalizacdo logo nos primeiros 10 minutos de
incubacdo com a droga. Esses dados corroboram com dados anteriores que
mostraram o0 aumento da rigidez endotelial, dependente da integridade do
citoesqueleto de actina, através da técnica de microaspiracdo, na qual a
deformabilidade da membrana foi avaliada (Byfield et al., 2004). No entanto, também
observamos que nos 10 minutos finais de exposicdo a MBCD, ou seja, 30 minutos
apos o tratamento, as células tratadas tendem a se recuperar deste aumento de
rigidez diminuindo o seu tempo de relaxacdo para valores mais proximos aos
encontrados no controle. Nossos resultados sdo semelhantes aos encontrados

anteriormente por Hissa e cols. (2013). Nesse ultimo, o sequestro de colesterol de
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membrana em fibroblastos também levou a reorganizacao do citoesqueleto de actina,
com o consequente aumento da rigidez celular nos primeiros minutos do sequestro de
colesterol. Porém, 30 minutos apés o tratamento, essas células também tendem a
diminuir a tensdo superficial, avaliada pela diminuicdo do tempo de relaxacdo da
membrana medida pela técnica de microscopia de desfocalizagdo. Quais 0s
mecanismos usados por estas células para se adaptarem a deplecao de colesterol e
diminuir sua tensdo superficial ao final do tratamento ainda ndo estdo bem
esclarecidos. No trabalho de Hissa e cols. (2013), a exocitose desregulada observada
nos primeiros minutos de tratamento com a ciclodextrina acontece para um pool
periférico de lisossomos, 0s quais parecem ser mais importantes no processo de
reparo de membrana. Como os eventos de exocitose tem um pico aos dez minutos e
posteriormente diminuem com o tempo, foi sugerido que a remodelacdo do
citoesqueleto formasse uma barreira mecanica para novos eventos de exocitose de
lisossomos localizados mais internamente a célula, justificando a diminuicao de novos
eventos de exocitose. Paralelamente, a fusdo dessas vesiculas, doando membrana
para a membrana plasmatica, decorrente do remodelamento do citoesqueleto, poderia
ser responsavel pela posterior diminuicdo do tempo de relaxagéo e tenséo superficial
nos tempos mais tardios de tratamento. Assim o mesmo poderia ser 0 caso para as
células endoteliais.

Por outro lado, de acordo com os mecanismos descritos para o reparo de
membrana mediado pela exocitose de lisossomos, esta Ultima €é sempre
acompanhada de eventos de endocitose compensatdria. Considerando que o
colesterol € responsavel pela regulacdo da exocitose de lisossomos, onde a
diminuicao do conteudo colestérico da membrana plasmatica leva a um rapido evento
de exocitose lisossomal, seria esperado que apdos o pico de exocitose de lisossomos
ocorresse também um rapido evento de endocitose compensatoria. Para responder a
esta pergunta, nés analisamos se o tratamento com MBCD era capaz de induzir a
endocitose compensatéria, mesmo com a reorganizagdo do citoesqueleto cortical de
actina. Os resultados encontrados neste trabalho demonstram que, durante a
deplecado de colesterol, as células apresentam um aumento dos eventos endociticos
entre 10 e 20 minutos de tratamento, o que poderia ser considerado como sendo um

mecanismo compensatério para a exocitose desregulada observada no mesmo
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periodo de tempo. Como essa endocitose compensatoria acontece imediatamente
apos o evento exocitico, é possivel gue ela ocorra enquanto o citoesqueleto esteja em
processo de remodelamento e apenas eventos posteriores de trafego de membranas
sejam bloqueados. Nesse sentido, nossos dados mostram que o0 aumento da rigidez
celular associado a reorganizagcdo e polimerizacdo de novos filamentos de actina,
parece comprometer novos eventos de endocitose. Em células controle néo tratadas
observamos a ocorréncia de endocitose constitutiva, ao longo do tempo, proveniente
de processos de pinocitose, comuns em células endoteliais. No entanto, em células
tratadas com MBCD, apos o primeiro pico de endocitose decorrente da exocitose
lisossomal, a medida que o tempo de exposi¢ao a droga foi aumentando, a ocorréncia
de novos eventos endociticos foi comprometida.

De acordo com os resultados até entdo obtidos, seria esperado que a
capacidade de reparo destas células depletadas de colesterol fosse afetada, ja que a
sequéncia de eventos envolvidos no mecanismo de reparo estava comprometida. Ja
havia sido observado o efeito da deplecao de colesterol na capacidade de reparacao
de membrana de uma linhagem de células tumorais, HeLa (Idone et al., 2008). Neste
estudo, células HelLa foram tratadas com MBCD nas doses 5mM, 7,5mM e 10 mM por
45 minutos, raspadas da superficie onde estavam aderidas e apds 4 minutos o IP foi
adicionado. Foi observada a inibicdo da endocitose induzida por injaria mecanica e o
comprometimento dose-dependente da capacidade destas células de se recuperarem
da injuria.

Devido a diminuicdo dos eventos endociticos de células endoteliais tratadas
com a ciclodextrina, observado no presente trabalho, buscamos investigar se a
capacidade destas células em reparar sua membrana ap6s uma injdria mecanica, ao
longo do tempo de exposicdo a droga, poderia também estar comprometida.
Surpreendentemente, foi visto um aumento progressivo nos eventos de endocitose
compensatoria, apoés injuria mecanica, para células tratadas por 10 e 20 minutos com
MBCD, correspondendo aos tempos de maior rigidez celular. Duas hipoteses
poderiam explicar esse resultado. Primeiramente, o sequestro de colesterol poderia
estar mostrando um efeito positivo na capacidade de reparo das células ou ele estaria
tornando-as mais propensas a injdria, de modo que, quanto maior a injuria, maior a

ocorréncia de endocitose compensatéria. Como foi observado um bloqueio na
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ocorréncia de eventos endociticos pela acdo de MBCD, néo seria possivel justificar o
aumento na endocitose compensatoria pés-injlria como uma melhora na capacidade
de reparo de membrana destas células. Todavia, nossos dados sugerem que 0
aumento na endocitose compensatoria apos injaria mecéanica em células tratadas com
MBCD pode estar relacionado a uma maior propensdo dessas células a injuria
mecanica durante o seu pico de rigidez. E possivel que o aumento da rigidez torne as
células mais sensiveis a esse tipo de injdria e que esta seja capaz de romper a barreira
do citoesqueleto, permitindo a exocitose lisossomal seguida da endocitose
compensatoria.

Kowalsky e cols. (2008) sugeriram que o aumento da rigidez celular e da tensao
do citoesqueleto decorrente de alteragfes no conteddo de colesterol da membrana
plasmética de células endoteliais resultam em um aumento da sensibilidade destas
células a estimulos mecéanicos, como o0s gerados pelo fluxo sanguineo. Os
pesquisadores mostraram que em ambientes de fluxo ativo, as células mais rigidas
sofrem alteracdes em sua morfologia e sdo capazes de se realinharem em direcéo ao
fluxo como um mecanismo de manutengao da integridade endotelial.

Para confirmar a hipétese de que as células endoteliais em cultura se tornam
mais propensas a sofrerem injdria mecanica, foi analisado o nivel de injuria sofrido por
essas células durante o processo de raspagem. Como esperado, as células
endoteliais apresentaram um maior nivel de injaria durante o seu pico de rigidez em
relacdo as células controle ndo tratadas ou tratadas com HyCD. Estes resultados
sugerem que a modulacdo mecanica induzida pela deplecéo de colesterol, decorrente
da reorganizacédo do citoesqueleto e que leva ao aumento do tempo de relaxacédo da
membrana, interfere com a exocitose de lisossomos e a endocitose constitutiva e torna
as células mais propensas a sofrerem uma injuria mecéanica quando comparadas as

células controle.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A célula endotelial esta sob constante estresse mecéanico devido ao ambiente
hemodinamico ao qual esta inserida. Por isso, o estudo dos mecanismos de reparo
de membrana apds injuria € essencial para a manutencédo da viabilidade celular. O
reparo de membrana envolve uma sequéncia de mecanismos dependentes de calcio
extracelular, incluindo a exocitose de lisossomos e subsequente eventos de
endocitose compensatoria.

Este trabalho foi realizado com o intuito de entender o efeito da modulagéo
mecanica induzida pela deplecao de colesterol através do tratamento com MBCD nos
mecanismos de reparo de membrana apds injuria mecanica. Observamos que 0
tratamento induziu a reorganizacdo do citoesqueleto e polimerizagdo de novo,
associado a um aumento de rigidez celular.

Apls as andlises das alteragcbes biomecanicas, avaliamos o efeito do
tratamento nos mecanismos de reparo de membrana. Observamos que o tratamento
induziu um aumento na exocitose de lisossomos nos primeiros 10 minutos de
tratamento e ndo compromete a viabilidade celular. Além disso, o tratamento com a
ciclodextrina induz um evento de endocitose nos primeiros 10 a 20 minutos de
exposicao, provavelmente como um mecanismo compensatdrio para a exocitose
observada no mesmo periodo. Contudo, os eventos endociticos subsequentes,
originérios de possiveis endocitoses constitutivas realizadas por células endoteliais,
sdo comprometidos. Enquanto a célula controle apresenta um aumento continuo de
eventos endociticos ao longo do tempo de avaliacdo da célula, células tratadas com
a ciclodextrina apresentam apenas um pico Unico de endocitose, provavelmente
vinculado a secrecao lisossomal. Estes dados sugerem que a reorganizacdo do
citoesqueleto, induzida pela deplecdo de colesterol, esteja possivelmente formando
uma barreira para novos trafegos de vesiculas.

Paralelamente, apdés uma injaria mecanica, foi observado um aumento no
mecanismo de endocitose compensatdria e um aumento no nivel de injuria sofrido por
células endoteliais tratadas com MBCD a medida que a rigidez celular aumenta. Estes
dados indicam que o aumento da rigidez torna as células mais sensiveis a esse tipo

de injuria, a qual seria capaz de romper a barreira do citoesqueleto permitindo que a
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exocitose lisossomal e a endocitose compensatodria acontegam.

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que a modulagcdo mecanica
induzida pela deplecao de colesterol, além de comprometer a exocitose de lisossomos
e a endocitose compensatoria, ainda torna as células mais propensas a sofrerem uma
injuria mecéanica quando comparadas as células controle.

Devido as semelhancas entre as alteragcbes biomecanicas decorrentes da
deplecédo de colesterol e do tratamento de células endoteliais com oxLDL é possivel
que a exposicdo de células endoteliais a este ultimo, também possa ocasionar 0s
mesmos resultados. Uma vez que o aumento da exposicdo de células endoteliais a
oxLDL é importante para o desenvolvimento da aterosclerose, € importante que sejam
realizados novos estudos na tentativa de correlacionar os efeitos da modulagéo
mecanica nos mecanismos de reparo de membrana e, assim, compreender os efeitos
dessas alteracfes biomecéanicas em células endoteliais no processo de formacéo da
placa aterosclerética.
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