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RESUMO: A hipercolesterolemia é um fator de risco classico para o desenvolvimento
de doencas cardiovasculares. Além disso, a exposi¢do ao poluente atmosférico Material
Particulado Fino (MPo1 - 25 um) também tem emergido como um perigo para O
desenvolvimento da aterosclerose. Uma vez inalado, o MP. s pode atingir a circulagédo
sanguinea e causar efeitos sistémicos, que incluem o comprometimento da vasodilatacdo
dependente de 6xido nitrico (NO), por induzir estresse oxidativo. No limen vascular, as
particulas de MP 5 séo englobadas por mondcitos, que podem reagir via polarizagéo do
seu fendtipo para um majoritariamente pro-inflamatorio em condigdes estressoras. Com
isso, as celulas do endotélio vascular ficam sob o efeito do poluente, e de mediadores
paracrinos. Tendo isso em consideragdo, visamos analisar os efeitos do MP2s sobre o
desenvolvimento de lesdo endotelial vascular, com foco nos macréfagos e nas células
endoteliais como mediadores desse processo. Dada a coexisténcia dos fatores de risco,
também buscamos avaliar se 0 MP2s pode desempenhar efeitos agravantes sobre a
hipercolesterolemia. Para tal, procedemos com a extracdo parcial do MP2 s dos filtros
coletados na Gavea, RJ, Brasil, em tampdo salina. Essa suspensdo foi submetida a
ultrassonicacdo e centrifugacdo, para obtencdo do sobrenadante denominado solugéo
concentrada (SC). Entdo, a SC foi analisada quimicamente por Espectrometria de Massa
por Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-MS) e diluida nas concentracdes de interesse.
A exposicdo camundongos CF-1 ao poluente mostrou intenso papel do MP2s em
comprometer o metabolismo do NO, principalmente via estresse oxidativo e inflamacéo.
Em concordéncia, a exposicdo direta de células endoteliais da linhagem EOMA ao
poluente, resultou em reducdo da disponibilidade de NO apesar da expresséo e ativagao
da éxido nitrico sintase endotelial (eNOS). Encontramos efeito pro-inflamatério do
poluente sobre o modelo animal, sobre o qual constatamos contribui¢do dos macréfagos
como produtores de fatores oxidantes e inflamatorios. Ao expormos macrofagos da
linhagem RAW264.7 ao MP-5, encontramos caracteristicas morfoldgicas, fagociticas,
oxidativas e inflamatorias, condizentes com a adocdo de um fenétipo reativo, que
favoreceu o acimulo de triglicerideos e a formacédo de células espumosas. Além disso, 0
secretoma dos macrofagos foi suficiente para comprometer a integridade da lamina
endotelial, via reducédo da viabilidade da linhagem EOMA, apesar dos mecanismos contra
regulatérios ativados pelas células, como o aumento na disponibilidade de NO,
possivelmente devido ao estimulo a defesa antioxidante. Por fim, ao associarmos a
exposicao ao MP2 s a hipercolesterolemia em modelo animal, constatamos sinergia entre
ambos os fatores de risco. A dieta hipercolesterolémica alterou o metabolismo lipidico e
hepéatico independentemente do poluente, enquanto o segundo fator de risco agiu
majoritariamente sobre pardmetros oxidativos e inflamatérios. Assim, a combinacéo de
ambos resulta no cenario perfeito para desenvolvimento e agravo de lesdes
aterosclerdticas. Com isso, nossos resultados corroboram a hipdtese de que 0 MP2 s tem
potencial aterogénico por agir sobre células endoteliais e macréfagos, e que pode
exacerbar condigdes de risco pre-existentes.

Palavras-chave:  estresse  oxidativo;  oxido  nitrico;  inflamacdo;  dieta
hipercolesterolémica.



ABSTRACT: Hypercholesterolemia is a classic risk factor for the development of
cardiovascular disease. In addition, exposure to the air pollutant Fine Particulate Matter
(PMo.1-25.m) has also emerged as a hazard for the development of atherosclerosis. Once
inhaled, PM2 5 can reach the bloodstream and cause systemic effects, including impaired
nitric oxide (NO)-dependent vasodilation by inducing oxidative stress. In the vascular
lumen, PM_s particles are engulfed by monocytes, which can react by polarizing their
phenotype to a mostly pro-inflammatory, under stressful conditions. As a result, the cells
of the vascular endothelium are under the effect of the pollutant and paracrine mediators.
Taking this into account, we aimed to analyze the effects of PM2s on the development of
vascular endothelial injury, focusing on macrophages and endothelial cells as mediators
of this process. Given the coexistence of the risk factors, we also intended to evaluate
whether PM.s can aggravate the effects of hypercholesterolemia. To this end, we
proceeded with the partial extraction of PM2s from the filters collected in Gavea, RJ,
Brazil, in saline buffer. This suspension was submitted to ultrasonication and
centrifugation to obtain the supernatant called concentrated solution (CS). Then, the CS
was chemically analyzed by Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry (ICP-MS)
and diluted to the concentrations of interest. Exposure of CF-1 mice to the pollutant
showed an intense role of PM2s in compromising NO metabolism, mainly via oxidative
stress and inflammation. Accordingly, direct exposure of endothelial cells from the
EOMA lineage strain to the pollutant resulted in reduced NO availability despite the
expression and activation of endothelial nitric oxide sintase (eNOS). We found a pro-
inflammatory role of the pollutant in the animal model, in which we found the
contribution of macrophages as producers of oxidizing and inflammatory factors. When
we exposed macrophages of the RAW264.7 lineage to PM.s, we found morphological,
phagocytic, oxidative, and inflammatory characteristics, consistent with the adoption of
a reactive phenotype, which favored the accumulation of triglycerides and the formation
of foam cells. In addition, the macrophage’s secretome was sufficient to compromise the
integrity of the endothelial lamina, via a reduction in the viability of EOMA, despite the
counter-regulatory mechanisms activated by the cells, such as the increase in the
availability of NO, possibly due to the stimulation of antioxidant defense. Finally, when
the exposure to PM.s was associated to hypercholesterolemia in an animal model, we
found synergy between both risk factors. The hypercholesterolemic diet changed the lipid
and hepatic metabolism independent of the pollutant, while the second risk factor acted
mainly on oxidative and inflammatory parameters. Thus, the combination of both results
in the perfect scenario for the development and aggravation of atherosclerotic lesions.
Thus, our results corroborate the hypothesis that PM2.s has atherogenic potential because
it acts on endothelial cells and macrophages, and that it can exacerbate pre-existing risk
conditions.

Keywords: oxidative stress; nitric oxide; inflammation; hypercholesterolemic diet.
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1. INTRODUCAO

Doencas cardiovasculares sdo as principais causas de morte a nivel mundial,
especialmente em paises em desenvolvimento. Desde 1988, os niveis de colesterol acima
de 190 mg/dL (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2017), vém sendo relacionados com
desfechos cardiovasculares (Castelli et al., 1992; Wilson et al., 1988), se consolidando

como um fator de risco classico.

Desde entdo, outras condi¢des vém emergindo como perigos para a homeostasia
vascular, como a poluicdo atmosférica (Brook et al., 2004). Dentre os poluentes
atmosféricos, o Material Particulado Fino (MP.s) se destaca devido aos metais de
transicdo presentes na sua composicdo (Ghio, Silbajoris, et al., 2002), e ao tamanho
diminuto das suas particulas (0,1 a 2,5 um), que permite maior inalacdo e alcance no trato
respiratorio, atingindo os alvéolos pulmonares e a circulacao sistémica (Furuyama et al.,

2009).

Uma vez na circulacdo sanguinea, 0 MP2s pode exercer efeitos sistémicos que
envolvem o agravo de lesbes cardiovasculares pré-existentes (J. Liu et al., 2019b;
Marchini et al., 2016). Essas doencas apresentam uma longa fase pré-clinica e
assintomatica, conhecida como disfuncédo endotelial, principalmente verificada a partir da
disponibilidade de 6xido nitrico (NO). O NO é um importante vasodilatador derivado do
endotélio, cujos niveis podem devido a modificacbes na sua sintese via 6xido nitrico
sintase (NOS) ou a sua oxidacao a peroxinitrito (ONOO-) (Pacher et al., 2007a). Uma vez
disfuncional, o endotélio se torna mais permeavel a passagem de lipoproteinas e
leucocitos para a camada subintima, favorecendo o desenvolvimento de lesdes
ateroscleroticas. Nesse caso, 0 estresse oxidativo deflagrado pela exposicéo a poluigédo

atmosférica pode ser um grande risco (Haberzettl et al., 2018; Haberzettl, McCracken, et



al., 2016; Haberzettl, O’Toole, et al., 2016; Hill et al., 2021; Kurlawala et al., 2023;

Magnani et al., 2013; Marchini, 2023; Marchini et al., 2014).

Os mondcitos sdo 0s primeiros a reconhecerem as particulas invasoras. Na
presenca de estimulos lesivos, eles podem modular o seu fenotipo secretério, de um
neutro (M@) para um majoritariamente pro-inflamatério (M1-like) e com isso determinar
0 progresso ou resolugédo da leséo (Jung et al., 2019; S. Liu et al., 2020). Nesse ponto, a
ativacao do fator nuclear Kappa B (NFkB) ¢ a principal via que marca a ativagdo de
macréfagos na exposicdo ao MP2s (Tang et al., 2019), e esta associada a expressao das
proteinas de choque térmico (HSP70), liberacdo de interleucinas (IL)-6, IL-1p e fator de
necrose tumoral (TNF-a) (Tang et al., 2019), que podem contribuir para a propagacao da
lesdo. Nessa perspectiva, estudos prévios ja mostraram a interacdo deletéria entre
macrofagos e células vasculares no contexto da exposi¢do a SiO2 (X. Liu et al., 2012), e
a nicotina (J. Zhu et al., 2019). Contudo, sua relagdo com a disfuncdo endotelial induzida

pelo MP2 5 ainda é desconhecida.

Com isso, visamos analisar os efeitos do MP25 no desenvolvimento de lesédo
endotelial vascular, com foco nos macrofagos e nas células do endotélio vascular como
possiveis mediadores desse processo. Além disso, dada a coexisténcia dos dois fatores de
risco para as doencas cardiovasculares, visamos analisar se esse MP2 5 pode desempenhar

efeitos agravantes sobre a hipercolesterolemia.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1.Material Particulado Fino (MP2,5)

Estima-se que 9 a cada 10 pessoas vivam em contato com um ar em qualidade
inferior ao preconizado pela Organizagdo Mundial de Satde (OMS) (World Health
Organization, 2023a). Esse fato se tornou especialmente alarmante durante a pandemia
por Sars-COV2, quando o decreto por knockdown resultou em melhoria significativa nos
niveis de poluentes a nivel mundial, indiretamente responsabilizando o fluxo

automobilistico pelas emissdes (Costa-Beber & Goettems-Fiorin, 2023).

Apesar disso, se sabe que a poluicdo atmosférica pode ser derivada de varias
fontes, entre antrdpicas e naturais. Entre as causas naturais, podemos citar as queimadas
e erupgdes vulcanicas. Dentre as derivadas de a¢cdes humanas, destacamos: combustéo
parcial de combustiveis fosseis pela indUstria automobilistica e industrial, queima de
biomassa em pequena escala (Eriksson et al., 2022; Rylance et al., 2015; Walker et al.,
2021) ou desmatamento, criacdo de animais (Tang et al., 2019), tabagismo, entre outros.
Entre estas, salientamos que a poluicdo derivada de atividades antr6picas requer maior

atencdo e preocupacéo, devido a dimensao e maior toxicidade (Park et al., 2018).

A poluicdo atmosférica é composta de gases e sélidos. Os principais poluentes
gasosos sdo didxido de enxofre (SO.), 6xidos de nitrogénio (NOx), mondxido de carbono
(CO), ozbnio (0s), hidrocarbonetos poliaromaticos (PAHS) e compostos organicos
volateis (Niemann et al., 2017). A fracdo sélida, por outro lado, € chamada Material
Particulado (MP), cujas particulas estdo suspensas no ar, como poeira, fumaga do cigarro,
fuligem, e outros pequenos fragmentos. O MP pode ser classificado conforme o diametro

de suas particulas. O Material Particulado Grosso (MP10), corresponde as particulas com



diametro entre 2,5 e 10 um, o Fino (MP25), entre 0,1 e 2,5 um, e o Ultrafino (MPg 1),

menores de 0,1 um (Figura 1).
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Figura 1: Representacdo grafica dos tipos de poluentes atmosféricos, incluindo a
fracdo gasosa e particulada. Figura retirada de Niemann et al. (2017). HCN: Cianeto de
hidrogénio; PAH: Hidrocarbonetos poliarométicos; SVOCs: Compostos organicos
semivolateis.

O MP2s5 apresenta uma complexa composicdo, incluindo metais, sulfatos,
silicatos, compostos carbonicos e nitrogenados (Galvéo et al., 2022; Ghio, Silbajoris, et
al., 2002). Um estudo recente analisou a composicdo elementar e mineraldgica de
poluentes coletados no sudeste brasileiro, e apontou a presenca de 6xidos ferrosos no
MP2 s, principalmente representados pelo 6xido de potassio e ferro (K2Fe203) (Galvéo et
al., 2022). Além disso, nitratos (NaNO3), silicatos [Al>SiOs, KAISi3Og, K4Ca(SiOs)3], e
principalmente sulfatos [CaSOs-2H20, (NH4)2Ca(SOs)2, € (NHa)sFe(SO4)s] foram

encontrados (Galvao et al., 2022).
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A composicdo metalica, em especial, varia bastante de acordo com a fonte e
localizagio, podendo atingir niveis entre 1 ng/m? e 100 pg/m?. Elementos como Fe, V e
Ni sdo encontrados em maior quantidade, enquanto Co, Hg e Sb estdo presentes em niveis
tracos (Schroeder et al., 1987). Nos nossos trabalhos com MP25, S, Fe, Sb, Mn, Br e As
tém se apresentado em maior abundancia (Costa Beber et al., 2020; Goettems-Fiorin et
al., 2016; Kostrycki et al., 2019; Mai et al., 2017), ressaltando a influéncia dos metais de

transicdo na composicéo e nos efeitos bioldgicos do MP2 s (Figura 2).

Primary aerosols: metals and elements

® ® © QOO0 -~ v n«

Potassium Sodium Calcium  Aluminium, selenium, Iron, zinc, copper, lead and others
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Aluminium, silicon Vanadium, nickel, Elemental carbon Potassium,
and calcium manganese and iron  and organic carbon zinc and lead
(soil and road dust) (oil burning) (biomass, diesel (refuse incineration)

and petrol)

Figura 2: Representacdo grafica da composi¢cdo do MP2s. Figura adaptada de Al-Kindi
et al. (2020).

Embora os estudos elencando os metais de transicdo presentes nas particulas do
MP25 sejam relativamente abundantes, a caracterizacdo elementar é mais comumente
realizada sobre o material seco, antes de ser suspenso em solucdo salina para
administragdo nos modelos (in vitro, in vivo e ex vivo). No entanto, para fins de analise
quimica, 0 MP25 pode ser fracionado em quatro partes: F1: componentes soluveis; F2:
fracéo de reducdo e dxidos carbonicos; F3: fracdo oxidavel e sulfidrica, matéria organica;
F4: fracdo residual (Sah et al., 2019). Dessas fragdes, 0s metais sao conhecidos por serem
mais disponiveis na fracdo residual da solugéo (Sah et al., 2019), ndo deixando de serem
abundantes na fracdo hidrossoluvel (de Paula Ribeiro et al., 2019, 2020; Ribeiro et al.,

2016).
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Estudos recentes utilizando o extrato polar do poluente apresentaram uma
composicao rica em Li, B, Si, Ti, Fe, Co, Cu, Zn, Ga, Ge, Rb, Sr, Zr, Cd, Cs, Ba, Ce, Nd,
Eu, Bi, Be, Mg, Al, K, Mn, Hg e Tl (de Paula Ribeiro et al., 2020; Ribeiro et al., 2016).
Destes elementos, As, Zn e Fe ja foram detectados no extrato aquoso do MP2 s obtido em
algumas cidades europeias (Cavanagh et al., 2009). Na Asia, Fe, Al, Cd, Ni, Co, Cr, V,
Mn e As também foram detectados no extrato aquoso do poluente, com Al e Fe

contribuindo com as maiores concentracdes de metais tracos (Othman et al., 2021).

Interessantemente, quando avaliados os efeitos das fragcdes extraidas do MP2s,
aquelas de maior poder pré-inflamatério apresentaram os niveis mais elevados de Cu,
Mo, Sn e Ba, sugerindo que esses metais possam contribuir para os efeitos lesivos
observados (Othman et al., 2021). Mais importante, quando comparado as suas fragdes,
0 MP,s total deflagrou uma resposta bioldgica mais danosa e intensa (Othman et al.,
2021), sugerindo que embora trabalhar com material seco resulte em melhor acuracia na
concentracdo de poluente, 0 extrato aquoso somado as particulas apresenta uma

composi¢do mais complexa, que melhor representa a exposi¢ao ‘real’.
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2.2. Consequéncias biologicas da exposi¢cdo ao MP2s

2.2.1. MP25 e macrofagos

A exposicao a poluicdo atmosférica tem se consolidado como um fator de risco
para doencas cardiovasculares (Khraishah et al., 2022; Y. Ruan et al., 2024). Embora
poluentes gasosos ja tenham sido associados a efeitos deletérios a saude (Faustini et al.,
2014; Jerrett et al., 2009), evidéncias epidemiologicas substanciais apontam para 0 MP2 s

como o mais danoso componente do ar impuro (Al-Kindi et al., 2020; Brook et al., 2010).

O seu tamanho diminuto possibilita um maior alcance nas vias aéreas inferiores,
chegando aos alvéolos pulmonares (Figura 3), e desempenhando efeitos sistémicos. Os
macrofagos representam a primeira defesa imune contra as particulas inaladas. Eles
captam o poluente via micropinocitose, no caso das particulas maiores, ou endocitose-
mediada por cavéola ou clatrina, no caso das particulas menores (X. Cui et al., 2023).
Nesse sentido, ja foi demonstrado que o0 MPo,1 pode ultrapassar a barreira alvéolo-capilar
via transcitose (Furuyama et al., 2009; Nemmar et al., 2002), enquanto 0 MP25 requer
fagocitose pelos macréfagos alveolares (X. Cui et al., 2023; Furuyama et al., 2009), os
quais podem contribuir para o transporte e alcance sistémico desse poluente (X. Cui et
al., 2023; Furuyama et al., 2009). Mais tarde, com a descoberta de que a exposi¢do ao
MP, 5 aumenta a permeabilidade dos vasos (Dai et al., 2017; Olesiejuk & Chatubinski,
2023), se subentendeu que nessas circunstancias, as particulas finas também podem

atingir a circulagdo sanguinea.
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Figura 3: Representacéo gréafica das categorias de Material Particulado, com os seus
respectivos diametros, e alcance pulmonar. Como demonstrado, 0 MP25 tem maior
alcance no organismo, podendo atingir os alvéolos pulmonares, circulacdo sanguinea e,
com isso, desempenhar efeitos sistémicos. Figura retirada de Marchini (2023).

SARS-CoV-2 (0.1 pm)

Em condigOes estressoras, € fisioldgico aos macréfagos responderem via ativacdo
do fator NFkB, que comanda a sintese e transloca¢do de fatores pré-oxidantes e pro-
inflamatorios (Costa-Beber et al., 2022). Em concordancia com isso, é frequente o
aumento nos niveis de citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a e IL-6, e reducdo das
anti-inflamatorias, como IL-10 no plasma de animais ou pacientes expostos ao MP2 s (X.
Du et al.,, 2019; Rylance et al., 2015). Nesse sentido, macr6fagos que sofreram
polarizacdo para um fenétipo pré-inflamatério representam a principal fonte de IL-1p,
TNF-0, IL-6 e IL-8 (Pachulec et al., 2017; Rylance et al., 2015; Y. Zhong et al., 2019),
verificados no plasma de individuos e modelos animais expostos. Além disso, também
potencializam a sua expressao e atividade da iNOS (Rylance et al., 2015; Y. Zhong et al.,
2019), e da NADPH oxidase, gerando uma excessiva producao de espécies reativas de

oxigénio (ERO) e NO (Magnani et al., 2013).

Nos macrofagos, a inflamacédo sistémica causada pela captagdo das particulas de

MP. 5 estd associada a disfuncdo lisossomal e ao comprometimento da sua capacidade
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fagocitica (X. Cui et al., 2023). Estudos apontaram para a proteina cinase regulada por
sinal extracelular (ERK1/2) como indutora da geracdo de ERO, responsaveis pelo
comprometimento da acidificacdo (Y. Li et al., 2020), e disfuncéo lisossomal (X. Cui et
al., 2023). De acordo, a captagéo das particulas de MP s parece comprometer a fagocitose
de células apoptdticas e microrganismos (Y. Li et al., 2020; Rylance et al., 2015). Nesses
casos, a carga de particulas acumuladas pela célula é inversamente proporcional a

capacidade de responder efetivamente contra invasores (Rylance et al., 2015).

Além disso, alteracdes na atividade lisossomal estdo associadas a formacdo de
células espumosas (Marques et al., 2021), caracterizadas pelo acumulo intracelular de
triglicerideos e ésteres de colesterol, que déo inicio a lesdo aterosclerética. Ja foi
demonstrado que a exposicdo ao MP2s também exacerba a formacdo de células
espumosas derivadas de macréfagos, via aumento da oxidacédo de colesterol (J. Liu et al.,
2019; Manzano-Leon et al., 2013; Wan et al., 2019), e captacdo de particulas aterogénicas
via CD36 (Rao et al.,, 2014; Yu et al.,, 2022). Nesse ponto, a existéncia de um
microambiente pro-inflamatério quebra o feedback negativo que regula o metabolismo
do colesterol, culminando na captacdo exacerbada de LDL nativa, acompanhado de
sintese via HMG-CoA redutase, e acumulo intracelular (Ye et al., 2009a, 2014a).
Contudo, a avaliacdo da formacdo de células espumosas devido a exposicao a poluicdo
atmosférica tem se limitado aos testes com LDL modificada (oxidada ou acetilada) (J.
Liu et al., 2019; Lund et al., 2011; Manzano-Leon et al., 2013), mais aterogénicas, e ndo

consideram a inflamacéo cronica de baixo grau decorrente da exposic¢ao ao poluente.

Além de comprometer a atividade fagocitica, lisossomal e o metabolismo de
colesterol, algumas vias pro-inflamatorias podem levar a morte celular. Especificamente,
a apoptose que pode ser deflagrada por duas vias principais, intrinseca e extrinseca. A via

intrinseca tem origem mitocondrial e esta intimamente relacionada com o estresse
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oxidativo. Ja foi demonstrado que exposi¢cdo ao MP2s pode levar os macréfagos a
apoptose dependente de mitocondria, via aumento na razdo Bcl-2/Bax, liberacdo de
citocromo-c e ativacdo das caspases-9 e -3 (J. Liu et al., 2019; Wei et al., 2021). Por outro
lado, a via extrinseca € deflagrada pela presenca de TNF-a, como também ja foi

observado apds exposicdo ao MP2s (Deng et al., 2014).

Apesar dos inimeros mecanismos pelos quais 0 MP2 s pode afetar os macrofagos,
a maioria esmagadora dos estudos foi conduzida com as particulas secas do poluente,
ignorando totalmente os efeitos do extrato aquoso. Além disso, ainda é incerto como eles
podem contribuir no desenvolvimento de lesdes vasculares, tendo em vista 0 seu

comportamento diante da exposicdo ao poluente.
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2.2.2. MP:;s e disfun¢ao endotelial

A exposicdo ao MP2 s esta relacionada ao aumento do risco de desenvolvimento
de doencas cardiovasculares, assim como a piora de doengas ja existentes. Recentemente,
um estudo demonstrou que a exposicdo ao MP2 s esta associada com o desenvolvimento
subclinico de aterosclerose, mesmo em pessoas de baixa idade (12-30 anos) (S.-Y. Chen
etal., 2022).

A etapa subclinica que antecede o diagnostico de aterosclerose é denominada
disfuncdo endotelial. Essa fase de lesdo vascular € majoritariamente identificada pela
reducdo da biodisponibilidade de NO, via comprometimento na sua producéo pela 6xido
nitrico sintase endotelial (eNOS), ou aumento na sua oxidacao a peroxinitrito (ONOQO").
A reducdo da razdo NO/ONOO™ compromete a capacidade vasodilatadora, aumentando a
permeabilidade para lipoproteinas e leucocitos, além de aumentar a expressdo de
moléculas de adesdo (Pacher et al., 2007a). Nesse sentido, qualquer condicdo que altere
cronicamente o equilibrio redox do vaso, como a exposi¢do a poluicdo atmosférica, pode
levar a disfuncéo endotelial.

A exposicdo ao MP2s estd intimamente relacionada ao aumento na produgdo de
ERO, e consequente estresse oxidativo (Baldissera et al., 2018; Marchini et al., 2014).
Um estudo avaliando pacientes entre 22 e 65 anos, encontrou associacdo direta entre as
concentragdes de MP2 s as quais foram submetidos e niveis de F-2 isoprostano e moléculas
de adesdo celular no plasma (aumento de 28,4% e 24,6%, respectivamente, para cada
10 pg/m?® de MP25) (Riggs et al., 2020). Tais mudangas sinalizam uma associagao positiva
entre a exposicdo ao poluente, estresse oxidativo e disfungdo endotelial (Riggs et al.,
2020).

Em conformidade com esses resultados, experimentos ex vivo mostram que anéis

da aorta incubados com MP2 s apresentam comprometimento na vasodilatacdo mediada
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pelo endotelio, cenario passivel de ser prevenido pelo pré-tratamento com superoxido
dismutase (SOD) (Labranche et al., 2012). Além disso, a exposi¢do de animais a0 MP2s
aumenta a resposta contratil das aortas a fenilefrina, o que reflete dificuldade em
orquestrar uma resposta contraria (via NO) ao agente vasoconstritor e, consequentemente,
menor capacidade vasodilatadora mediada pelo endotélio (Haberzettl, O’Toole, et al.,
2016). Juntos, esses dados sugerem um papel do poluente em promover um
microambiente oxidante, que reduz a disponibilidade de NO e, com isso, compromete a
capacidade do endotélio de modular o ténus vascular.

Outros estudos também suportam o papel do estresse oxidativo como indutor do
processo inflamatorio e de adesdo leucocitaria diante da exposicédo a esse poluente (Rui
et al., 2016). Um possivel mediador do efeito oxidante do MP25 é a super-ativacdo da
NADPH oxidase, que resulta no aumento na producao de Oz (Fang et al., 2022; X. Zhu
et al., 2019). Nesse sentido, a inibicdo dessa enzima melhora marcadores de disfungédo
endotelial, proporcionando aumento na producdo eNOS-dependente de NO, reducdo da
ativacdo do inflamassomo NLRP3 (IL-1p, IL-10 e IL-18) e da expresséo de moléculas de
adesdo (ICAM-1, VCAM-1, e P-selectina) (Zou et al., 2022).

Além disso, a disfuncdo mitocondrial também surge como um importante alvo
terapéutico para a disfuncdo endotelial. Estudos reportam que a exposicdo ao MP
derivado do cigarro promove reducdo do potencial de membrana mitocondrial e aumento
na producdo de ERO (S. Chen et al., 2019). Em concordancia com isso, outros
pesquisadores ja relacionaram a exposi¢do ao MP2 s com disfungdo mitocondrial (R. Li et
al., 2015; Miao et al., 2019) e apoptose por via intrinseca (Yang et al., 2018). Desse modo,
a neutralizagéo do estresse oxidativo via antioxidantes parece ser suficiente na prevencgéo

desses efeitos lesivos (S. Chen et al., 2019).
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Além do estresse oxidativo, mudancas na expressao e ativacdo da eNOS também
comprometem a vasodilatacdo dependente de endotélio exposto a poluicdo atmosférica.
Estudos demonstram que a exposicdo a niveis moderados de MP2 s pode comprometer a
expressdo de mRNA e proteica de eNOS, bem como a sua atividade em arteriolas
penianas (X. Wang et al., 2017). Tal efeito também pode ser observado no cordado
umbilical da prole de ratas expostas ao MPzs, e foi responsabilizado pela restrigdo de
crescimento intrauterino evidenciado nessas circunstancias (Ding et al., 2022). Além
disso, os efeitos do poluente sobre a eNOS podem ser pds-traducionais, via aumento na
sua S-glutationilagdo (Y. Du et al., 2013), reducéo da sua fosforilagdo (Zou et al., 2022),
aumento nos niveis de substratos inibitorios, como dimetilarginina assimétrica (ADMA)
(Zou et al., 2022) ou seu desacoplamento (Sherratt et al., 2023). O desacoplamento da
eNOS favorece a sua acdo como NADPH oxidase, com produgédo de O, e exacerba o

estresse oxidativo e disfungéo endotelial (Figura 4).

Figura 4: Representacdo esquematica do metabolismo de NO dependente de eNOS
em condicdes patoldgicas. As setas tracejadas indicam vias que podem culminar na
reducdo dos niveis de NO. a. Reducdo no substrato de eNOS (L-arginina) ou do seu
cofator (BH4). b. Neutralizagdo do NO via oxidagdo a ONOO-, reduzindo a
biodisponibilidade de NO. c. Redugéo na producdo de NO, devido a redugéo da atividade
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ou desacoplamento da eNOS (mudancas pos-traducionais), devido a auséncia de seus
cofatores. d. Redugdo na sintese de NO, devido a reducdo da expressdo de eNOS. e.
Comprometimento da atividade da eNOS devido ao aumento na presenca de inibidores
competitivos, como o ADMA. Figura retirada de Shaito et al. (2022).

A perigosa combinagdo de estresse oxidativo e inflamagdo medeia os efeitos
cardiovasculares causados pelo MP2 s (Costa-Beber et al., 2023; Costa-Beber, Goettems-
Fiorin, Borges, et al., 2021; Costa-Beber, Goettems-Fiorin, dos Santos, et al., 2021). O
acumulo de ERO e de ferro devido a polui¢do atmosfeérica, estdo associados a morte de
células endoteliais microvasculares da retina por ferroptose (Gu et al., 2022). Além disso,
essa condicdo pro-oxidante aumenta a expressdo de moléculas de adesdao em células
endoteliais, através da ativagdo da via inflamatoria ERK/Akt/NFkB (Rui et al., 2016; X.
Wang et al., 2017), e inflamassomo NLRP3 (Gu et al., 2022). Consequentemente, a
exposicao ao MP2 s induz o aumento da producdo de citocinas inflamatérias, como o0 TNF-
a, IL-6 (Marchini et al., 2014, 2016) e IL-1B (Gu et al., 2022), e pode aumentar a area de
leséo na aorta ascendente de modelo animal para aterosclerose (Wan et al., 2014, 2019).

Outros estudos também suportam essa causalidade. Foi demonstrado que a
auséncia de receptores Toll-like-3 (TLR-3) atenua 0 aumento da pressao sanguinea pela
exposicao subcronica ao MP2;s, via melhoria na capacidade vasoconstritora da aorta, da
expressdo de ICAM-1 e NADPH oxidase nas células endoteliais (J. Zhang et al., 2022).
Em concordancia, outros pesquisadores comprovaram que a super-ativagdo da via
hipotalamica IxkB cinase (IKK)/NFxB medeia a disfuncdo endotelial causada pela
exposicdo ao MP2s (Ying et al., 2014), uma vez que a sua inibicdo seletiva foi capaz de
prevenir os efeitos deletérios atribuidos ao poluente (M. Chen et al., 2018). Esses
resultados ficaram ainda mais esclarecedores a medida que se verificou a eficiéncia de
farmacos anti-TNF-a e anti-IL-6 sobre a ativacéo e infiltracdo de células imunes no

miocardio, induzidas pelo ROFA (Marchini et al., 2016).
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A par dessas informacoes, é possivel afirmar que o endotélio esta sujeito a acbes
diretas das particulas de poluentes, e indiretas, uma vez que ele se encontra a mercé de
fatores pro-oxidantes e pro-inflamatorios parécrinos liberados na corrente sanguinea
(Figura 5). Contudo, quais os fatores e as suas fontes determinantes nesse processo de

lesdo vascular deflagrado pelo MP2 s permanece incerto.

Macrophage
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Alveolar
epithelium
Vascular
Alternative  endothelium
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pathway /
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Adhesion molecules Inﬂamma?cfme
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Cell death pathways

Figura 5: Representagdo esquematica dos efeitos diretos e indiretos do MP2s sobre
o0 endotélio vascular. Figura adaptada de Arias-Pérez et al. (2020).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar o papel da poluicdo atmosférica sobre o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, com foco nas células do endotélio vascular e nos macr6fagos como

mediadores desse processo.

3.2. Objetivos especificos

e Avaliar o papel aterogénico e inflamatério do MP» s sobre macrofagos;

e Analisar os efeitos diretos e indiretos do MP2s sobre a disfuncao endotelial
vascular;

e Investigar o papel dos macréfagos como possiveis mediadores da injuria
endotelial causada pela exposi¢ao ao MP» 5.

e Averiguar possiveis efeitos agravantes do MP» s sobre a injuria endotelial induzida

pela hipercolesterolemia.
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PARTE Il

Nesta secdo, a metodologia e os resultados serdo apresentados em formato de

artigos, subdivididos em capitulos precedidos por um breve prefécio.
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Capitulo 1. The macrophage senescence hypothesis: the role of poor heat shock
response in pulmonary inflammation and endothelial dysfunction following chronic

exposure to air pollution.

No capitulo I, apresentamos o artigo de revisdo de literatura feito no inicio da
pesquisa, e publicado na revista Inflammation Research (Doi: 10.1007/s00011-022-
01647-2). Nele, reunimos evidéncias experimentais suportando a hipotese de que 0 MP2s
poderia desencadear a senescéncia celular de macréfagos via deplecéo da sua resposta ao
choque térmico, e com isso propagar a inflamacao crénica e levar a disfuncéo endotelial.
Quando expostos ao MP2 s, 0s macrofagos aumentam a producgdo de espécies reativas de
oxigénio, que ativam o NFkB. O NF«B é naturalmente um fator pré-infamatério que
impulsiona a sintese de prostaglandina E2 (PGE2) e causa febre. PGE2 pode ser
convertido em prostaglandina A2, um poderoso indutor de HSR. Portanto, quando ativado
transitoriamente, o NFxB pode desencadear a resposta anti-inflamatéria por meio de
feedback negativo, induzindo a expressdo de HSP70. No entanto, quando ativado
cronicamente, 0 NF«kB lidera um conjunto de vias envolvidas na disfungdo mitocondrial,
estresse do reticulo endoplasmatico, resposta a proteinas desdobradas (do inglés,
Unfolded Protein Response), ativacdo do inflamassoma e apoptose. Durante a exposi¢ao
cronica ao MP2s, as células ndo conseguem expressar adequadamente a sirtuina-1 ou
ativar o HSF-1, o que atrasa a fase de resolucdo da inflamacdo. Como os macro6fagos
alveolares séo a primeira defesa imune contra MP25, supde-se que o poluente prejudique
a HSR e, consequentemente, induza a senescéncia celular. Assim, os macrofagos
senescentes mudam seu fenotipo secretor para um fenotipo mais inflamatério, conhecido
como fenotipo secretdrio associado a senescéncia (SASP). Finalmente, o SASP dos
macrofagos propagaria a inflamagdo sistémica, levando a disfungéo endotelial e

aterosclerose.
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Abstract

Introduction Cardiovascular diseases (CVD) have been associated with high exposure to fine particulate air pollutants
(PM, 5). Alveolar macrophages are the first defense against inhaled particles. As soon as they phagocytize the particles, they
reach an inflammatory phenotype, which affects the surrounding cells and associates with CVD. Not coincidentally, CVD
are marked by a depleted heat shock response (HSR), defined by a deficit in inducing 70-kDa heat shock protein (HSP70)
expression during stressful conditions. HSP70 is a powerful anti-inflammatory chaperone, whose reduced levels trigger a
pro-inflammatory milieu, cellular senescence, and a senescence-associated secretory phenotype (SASP). However, whether
macrophage senescence is the main mechanism by which PM, s propagates low-grade inflammation remains unclear.
Objective and design In this article, we review evidence supporting that chronic exposure to PM, s depletes HSR and deter-
mines the ability to solve the initial stress.

Results and Discussion When exposed to PM, 5, macrophages increase the production of reactive oxygen species, which
activate nuclear factor-kappa B (NF-kB). NF-kB is naturally a pro-inflammatory factor that drives prostaglandin E2 (PGE2)
synthesis and causes fever. PGE2 can be converted into prostaglandin A2, a powerful inducer of HSR. Therefore, when
transiently activated, NF-xB can trigger the anti-inflammatory response through negative feedback, by inducing HSP70
expression. However, when chronically activated, NF-xB heads a set of pathways involved in mitochondrial dysfunction,
endoplasmic reticulum stress, unfolded protein response, inflammasome activation, and apoptosis. During chronic exposure
to PM, 5, cells cannot properly express sirtuin-1 or activate heat shock factor-1 (HSF-1), which delays the resolution phase of
inflammation. Since alveolar macrophages are the first immune defense against PM, s, we suppose that the pollutant impairs
HSR and, consequently, induces cellular senescence. Accordingly, senescent macrophages change its secretory phenotype
to a more inflammatory one, known as SASP. Finally, macrophages’ SASP would propagate the systemic inflammation,
leading to endothelial dysfunction and atherosclerosis.

Keywords Atmospheric pollution - Reactive species - Cellular senescence - Autophagy - Heat shock proteins
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TP, s Size-fractionated tire particles

UPR Unfolded protein response

VCAM-1 Vascular cell adhesion protein

VDAC-1 Voltage-dependent anion-selective channel
protein-1

Introduction

Air pollution is responsible for about 6.5 million deaths
annually [1], primarily by increasing the risk of cardiovas-
cular diseases. Among particulate pollutants, fine particulate
matter (PM, 5) has an important responsibility in this con-
text due to its reduced diameter, which allows it to be more
deeply inhaled by organisms [2, 3]. Recently, the interest in
its effects on the endothelium have grown due to the evident
increase in the PM, s-induced mortality related to cardio-
vascular diseases [4].

The first immune defense associated with PM, s exposure
is activation of alveolar macrophages. Alveolar macrophages
exposed to PM, 5 present an inflammatory phenotype, char-
acterized by nuclear factor kappa B (NF-kB) activation
and the increased release of interleukin-6 (IL-6) and tumor
necrosis factor-a (TNF-a) [5]. PM, 5 enhances the release
of macrophage-derived extracellular vesicles [6], thus caus-
ing the local inflammation to become a systemic condition
[7-9]. Macrophage-derived IL-6 enhances the alveolar
epithelial [10] and vascular endothelial permeability [11],
thereby facilitating the translocation of inflammatory and
oxidative factors from lung to vessels [12].

PM, 5 is an independent risk factor for cardiovascular
diseases. It decreases the bioavailability of nitric oxide
(NO), a powerful vasodilator, by reducing endothelial
nitric oxide synthase (eNOS) phosphorylation and induc-
ing NO oxidation into peroxynitrite (ONOO™). The reduc-
tion of NO bioavailability increases endothelial perme-
ability, thus allowing the passage of lipoproteins (mainly
low-density lipoproteins (LDL)) and causing leukocyte
adhesions and diapedesis. The oxidative and inflamma-
tory milieu triggered by PM, 5 exposure also makes LDL
more prone to being oxidized [13] and phagocytized by
macrophages through oxidized LDL receptor (LOX-1) and
toll-like receptor (TLR) signaling [14]. The increase in
intracellular lipid deposition in macrophages leads to foam
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cell formation. Foam cells produce a series of factors that
stimulate the immune cells migration, which deposits in
the vascular wall, contributing to the thrombus develop-
ment and lumen narrowing, a hallmark of atherosclerosis
[15, 16].

In such conditions, inflammatory pathways, such as mito-
gen activated protein kinases (MAPK) and NF-kB signal-
ing cascades, can extensively damage the endothelium
and contribute to atherosclerosis development [17]. Such
oxidative and inflammatory stress affects the structure and
functionality of all macromolecules. The integrity of pro-
teins depends on a system of quality control and repair that
involves protein synthesis, translocation, folding, assembly,
and degradation to avoid protein damage [18]. Thus, it is
plausible to consider that such inflammatory stress can be
sensed and marked by a whole class of proteins involved in
proteostasis: the chaperones. Such well-preserved proteins
remained stable during the evolution as have been associated
with a wide range of internal and environmental challenges
[19-22]. The 70-kDa heat shock proteins (HSP70s) are criti-
cal chaperones, antioxidants, and anti-inflammatory pro-
teins [23, 24]. The HSP72, the inducible isoform, is widely
expressed under stressful conditions and has a fundamental
role in protecting the endothelium against disturbing fac-
tors [23]. Briefly, the adequate supply of HSP70 can prevent
NF-kB activation, reduce the generation of NADPH oxidase
(NOX)-related reactive oxygen species (ROS), and inhibit
the release of inflammatory and fibrotic factors [25-33].

During an inflammatory stimulus, sirtuins (primar-
ily SIRT-1) and heat shock proteins (mainly HSP70) are
cardioprotective and determine the final cellular outcome
(survival, apoptosis, or senescence) [23, 29, 34]. Studies
have revealed that while chronic stress may be harmful and
induce cell death, transient stress may enhance the cellular
tolerance to stress [35-38]. Numerous studies have shown
that transient exposure to elevated temperatures (also known
as heat shock or heat therapy) induces stress tolerance and
cytoprotection by enhancing HSP70 expression [30, 31, 39,
40]. However, HSP70 levels appear to be differently affected
under polluted conditions, depending on the intensity and
duration of the PM, s exposure [41], and its different expres-
sion may be determinant in inflammation resolution.

When the cellular response through HSP70 expression is
not enough to prevent NF-«B activation during an inflamma-
tory stimulus, it can cause cell senescence [29]. Senescent
cells are resistant to apoptosis, present a cell cycle arrest,
and do not replicate, but they remain metabolically active,
releasing inflammatory cytokines [42]. Currently, there is
a mechanistic hypothesis for inflammatory propagation in
metabolic and cardiovascular conditions: the senescence-
associated secretory phenotype (SASP) hypothesis [26-29,
43-47].

Considering the role of macrophages in initiating and
propagating inflammation when exposed to PM, s [6-11],
we hypothesize that PM, 5 can lead macrophages into SASP,
which propagates inflammation and leads to pulmonary
inflammation and endothelial dysfunction.

PM, ; leads to alveolar macrophage
dysfunction: oxidative stress,
mitochondrial dysfunction, autophagy,
and mitochondrial-mediated apoptosis

Due to its small diameter (0.1-2.5 um), PM, 5 can go deep
into the respiratory system and cause effects that transcend
the pulmonary tissue. The lungs are the first to be in con-
tact with and affected by the pollutant. Histological analyses
have revealed that, in mice exposed to PM, s, about 35%
of their lungs are damaged, while in animals exposed to
ultrafine particles (PM, ) for three months, it can reach 50%
[48].

The first immune defense against PM, 5 are neutrophils,
followed by monocytes, which infiltrate the alveolus after
a single bout of pollutant exposure [49] and are directly
involved in the PM, 5 clearance [50]. Indeed, alveolar mac-
rophages present aggregates of particles in the cytoplasm
following the in vivo exposure to PM, s or PM,, [48].
PM, s leads to an influx of immune cells to the alveolus and
bronchoalveolar fluid as quickly as three hours after expo-
sure [49, 51, 52]. During this phase of the lesion, vascular
cell adhesion protein (VCAM-1), an inflammatory marker,
increases leukocyte infiltration induced by PM, s, followed
by pulmonary morphological changes, such as alveolar wall
thickening, cystic lesions, and edema [12, 48, 53]. The infil-
tration of immune cells may be due to migration from blood
[8] or recruitment from bone marrow [54, 55].

Leukocytes enhance their production of O, after 24
and 48 h in response to in vivo exposure to pollution [51]
which remains elevated after a sub-chronic exposure [56].
In parallel, neutrophils also seem to play an important role
in the pollutant-induced increase in reactive oxygen species
(ROS) production and lipoperoxidation in already suscepti-
ble populations [57]. Due to the increased ROS production,
pulmonary epithelial cells (pneumocytes) also activate the
E2-related factor-2 (NRF-2)/ antioxidant response element
(ARE) pathway [58, 59] and enhance heme oxygenase (HO-
1; also referred to as HSP32) expression [60]. NRF-2 and
HSF-1 act together in triggering HO-1 expression [59, 61],
which can aid in reversing the initial stimulus. However, the
increase in NRF-2/ARE signaling is not enough to prevent
the impairment of the antioxidant activity relative to ROS
production. The reduction of paraoxanase [57], superoxide
dismutase, glutathione peroxidase, and catalase activity
may explain the increase in the lipoperoxidation observed
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in lungs [56, 62]. Thus, it is reasonable to consider that over-
expressing antioxidant enzymes may attenuate lung injury
[63].

Mitochondria is the main source of ROS, and
PM, s-induced oxidative stress can be a cause and a con-
sequence of mitochondrial dysfunction. Residual Oil Fly
Ash (ROFA) exposure increases mitochondrial production
of O, and is detrimental to ATP production [64]. This
is consistent with a decrease in oxidative respiration and
increase in anaerobic glycolysis (mitochondrial independ-
ent) in smokers’ alveolar macrophages [65]. The progression
of such oxidative stress can damage mitochondrial DNA,
which is more vulnerable than nuclear DNA to the oxida-
tive damage induced by PM, s and presents an insufficient
capacity of repair.

Indeed, PM, s-associated ROS impairs mitochondrial
dynamics and function in pulmonary cells. PM, s exposure
compromised mitochondrial morphology in a primary cul-
ture of murine alveolar macrophages, which was marked by
the presence of vacuoles and almost the absence of cristae
[62]. PM, 5 also impaired the expression of specific mito-
chondrial fission/fusion markers (OPA-1, Mfn-1, Mfn-2,
Fis-1, and Drp-1) in rat lung [66], including in alveolar mac-
rophages [62, 67]. PM, s also inhibited Na*K* ATPase and
Ca”* ATPase activities in rat lungs [66] and jeopardized the
mitochondrial membrane potential in alveolar macrophages
[5, 68]. Such changes in mitochondrial structure and dynam-
ics directly mark its dysfunction.

Mitochondrial dysfunction can lead to its autophagic
degradation (mitophagy), which clears damaged and toxic
cellular constituents and favors cell survival [69]. Autophagy
is upregulated during energy depletion by the activation of
AMP-activated protein kinase (AMPK) and inhibition of
the mammalian target of rapamycin (mTOR) pathway [69].
AMPK is switched on during energetic privation [70], pre-
vents cell growth, induces autophagy, and controls metabo-
lism [71], whilst mTOR is activated by nutrient availabil-
ity and plays the opposite roles [70]. Its ability to control
autophagy makes AMPK a powerful therapeutic target in
the treatment of cardiovascular diseases [72, 73]. Indeed,
the temporary reduction in the energetic availability follow-
ing PM, 5 exposure allows the pollutant to enhance AMPK
phosphorylation and its activity [74]. This partially explains
why AMPK deficiency causes more severe cardiac and pul-
monary fibrosis, oxidative stress, and inflammation under
polluted conditions [75, 76].

PM, 5 leads macrophages and vascular endothelial cells
to autophagy via oxidative stress-mediated Pi3K/Akt acti-
vation, inhibition of mTOR [77, 78], and activation of the
chaperone-dependent HSP70-LC-3 pathway [79, 80].
Interestingly, the effect of PM, 5 on autophagy may be
related to the intensity (concentration and period) of expo-
sure, and a decrease in the autophagic flux can be one of
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the mechanisms by which PM, 5 exacerbates atherosclero-
sis [81]. PM, 5 blocks the fusion of autophagosomes with
lysosomes, through an ERK1/2-related increase in ROS
production, changing lysosomal pH and altering proteo-
lytic activity [82]. Finally, the PM, s-induced autophagy
may be insufficient to prevent cellular damage, as was
reported in human bronchial epithelial cells [83] and alve-
olar macrophages [65] exposed to cigarette smoke extract
(CSE). The CSE-mediated activation of autophagy is tran-
sient and insufficient, which accounts for an increase in the
percentage of senescence in bronchial epithelial cells [83].

The ability to phagocytize external particles and engage
in autophagy directly correlate with cell survival. A defi-
ciency in autophagosome formation results in the accu-
mulation of damaged/dysfunctional cellular components,
exacerbates the inflammatory milieu [84], enhances NOX-
derived ROS generation [85], inhibits cholesterol efflux
from macrophage-derived foam cells [86], and induces
cell senescence [65, 83]. Accordingly, the pharmacologi-
cal or genetic inhibition of autophagy in primary bronchial
epithelial cells from patients with chronic obstructive pul-
monary disease (COPD) exposed to CSE increases senes-
cence and SASP [83, 87]. Conversely, pharmacological
stimulation of autophagy prevented such outcomes [83]
and stabilized atherosclerotic plaques [87].

A certain level of autophagy may also be protective
against apoptosis following carbon black nanoparticle
exposure. While such exposure decrease autophagy, it
enhances the apoptosis rate [68]. Therefore, autophagy is
a potential target for interventions designed to decrease
infection rates in individuals highly exposed to particulate
pollutants [65]. Whilst insufficient autophagy may impair
cell survival, excessive organelle damage can induce path-
ological levels of autophagy and, thereby, apoptosis [69].
Thus, autophagy is essential in the maintenance of homeo-
stasis, with too much or too little imposing negative car-
diovascular outcomes [88]. Furthermore, autophagic cell
death can induce an immunogenic response and the release
of inflammatory factors [89]. In this context, mTOR
inhibition can alleviate the main outcomes, by reducing
inflammation and foam cells formation in macrophages
and promoting autophagy [81].

Following an excessive injury, apoptosis represents a
cellular attempt to prevent inflammatory dissemination.
Accordingly, in vitro studies have shown that PM, 5 induces
apoptosis via mitochondrial pathways, increasing the Bax
to Bcl-2 ratio, enhancing the release of cytochrome-c (Cyt-
¢), and promoting the cleavage of pro-caspases-9 and -3 in
macrophage lineages [5]. Such effect is also evident in mac-
rophages [16, 68] and pneumocytes exposed to lower levels
of PM, 5 [90]. Finally, mitochondrial damage may be the key
facilitator of oxidative stress propagation. Not surprisingly,
a pilot clinical trial showed that B-vitamin supplementation
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attenuates DNA methylation of genes involved in mitochon-
drial oxidative energy metabolism in CD4 + T-helper cells,
the first highly increased by PM, 5 exposure [91].

Mitochondria are in close contact with the endoplasmic
reticulum (ER). They are physically connected by structural
domains known as mitochondria-associated endoplasmic
reticulum membranes (MAMs) [92]. These membranes par-
ticipate in fundamental biological processes, allow crosstalk
between the mitochondria and the ER, and present an impor-
tant role in metabolism, mitochondrial dynamics, autophagy,
ER stress, inflammation, and apoptosis [92]. Therefore, as
PM, 5 causes mitochondrial dysfunction in alveolar mac-
rophages, it also affects ER homeostasis.

PM, ; induces ER stress and unfolded protein
response (UPR) in pulmonary and immune
cell

The ER plays crucial roles in protein biosynthesis, protein
folding, and post-translational secretory and membrane pro-
tein alterations. During low-grade cellular stress, the chronic
increase in protein synthesis results in the accumulation of
unfolded and misfolded proteins in the ER, leading to ER
stress [92, 93]. The oxidative stress related to exposure to
PM, s is one trigger of ER stress [94, 95].

The interface between the ER and mitochondria allows
the effective transfer of calcium (Ca*?) between both orga-
nelles. In the ER domain, the main protein responsible for
Ca*? release is Inositol-1,4,5- C triphosphate receptor type 1
(IP3R1) [92]. In the outer mitochondrial membrane, the volt-
age-dependent anion-selective channel protein-1 (VDAC-1)
acts as a Ca™? uptake channel [92]. These two channels are
connected by 75-kDa glucose-regulated protein (GRP75),
the mitochondrial form of HSP70, forming the VDAC-1/
GRP75/1P3R1 channel complex [92].

PM, 5 exposure increased the levels of the ER chaperones
GRP78, GRP94 and bound immunoglobulin protein (BiP)
in the lungs of mice, suggesting the induction of ER stress
in this tissue [95]. Pulmonary ER stress also occurs after
shorter exposure to higher doses of PM, 5 and is considered
to be one of the main mechanisms by which exposure to such
pollutants exacerbate pulmonary alveolitis and fibrosis [96].
In vitro exposure of primary fetal type Il pneumocytes to
PM, 5 derived from cooking oil fumes (COF-PM, 5) induced
ER stress and enhanced ER stress-related apoptotic markers,
such as caspase-12 [94].

The impact of PM, 5 on ER stress in pulmonary cells
is relatively well established. However, the production of
ROS and inflammatory cytokines, both related to ER stress,
is higher in immune cells (e.g., alveolar macrophages and
blood monocytes) due to their inherent nature. The intense
production and release of cytokines demands the trafficking

of large amounts of protein-cargo through the ER of immune
cells, thus making them more susceptible to disturbances
in ER homeostasis [89]. Indeed, the ER stress in alveolar
macrophages may be one of the triggers of pulmonary neu-
trophilic infiltration induced by diesel exhaust particulates
(DEP), the main component of PM, 5 [93]. The exposure
to DEP resulted in an increase in the immune content of
ER stress markers in the lungs, such as BiP and CCAAT/
enhancer binding protein-homologous protein (CHOP) [93].
Furthermore, the same authors also performed an in vitro
study showing that the same pathways are involved in DEP-
induced ER stress in alveolar macrophages and mediate the
release of C—X-C Motif Chemokine Ligand-1 (CXCL-1/
KC) release [93]. Since CXCL-1 is an important cytokine in
neutrophil recruitment, the induction of its release is critical
for understanding the immune infiltration in pulmonary tis-
sues induced by PM, s.

ER stress is marked by an accumulation of unfolded/
misfolded proteins and obvious ER oxidative damage [92].
Therefore, the unfolded protein response (UPR) represents
a cellular attempt to restore proteostasis but can lead to
apoptosis if chronically activated. UPR is characterized
by four main reactions: protein degradation, inhibition of
translation, production of chaperones, and cell death. These
responses occur through activation of IRE, PERK, and acti-
vating transcription factor (ATF-6) transmembrane protein-
mediated signaling pathways [92, 93]. These proteins recog-
nize ER stress and activate the UPR process by, for example,
increasing in the expression of BiP, a prominent ER-resident
chaperone, and CHOP, an apoptotic transcriptional factor.
As an important regulator of lipid metabolism, PERK over-
expression enhances lipogenesis by increasing sterol regu-
latory element-binding protein (SREBP) Golgi processing
[97]. Accordingly, UPR is found activated in atherosclerotic
plaques, mainly in macrophage- and smooth muscle cells-
derived foam cells [89].

In contrast to acute exposure, repeated exposure to low
levels of PM, 5 (10 days) has been shown to cause sustained
low-grade ROS accumulation, in addition to decreased lev-
els of DNA damage, ER stress, and UPR [98]. PM, 5 elic-
ited significant increases in UPR- related post-translational
modifications, such as S6 ribosomal protein, HSP27, and
protein kinase-related protein phosphorylation and cleav-
age of ATF-6 [99]. PM exposure also resulted in significant
increases in the UPR-associated proteins ATF-4, HSP70, and
HSP90 in human lung cells [99].

During ER stress, there is an increase in ROS production
by NOX4, and a consequent damage to proteins involved in
the active transport of Ca*?, which disrupts calcium homeo-
stasis [97]. By the time ER becomes dysfunctional, Ca*"is
released into the cytoplasm and acts as a second messenger.
It also moves into the mitochondrial matrix, which leads
to mitochondrial calcium overload and organelle damage
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[97]. The proximity of the ER and mitochondria allows this
to exacerbate mitochondrial damage and the mitochondrial
production of ROS [97].

The consequent cells’ stress is sensed by a class of
nucleotide-binding oligomerization domain-like receptors
that form multiprotein complexes called inflammasomes.
Under normal cellular conditions, the NOD-, LRR- and
pyrin domain-containing protein 3 (NLRP3) inflam-
masome is known to localize within the cytoplasm and
ER [92]. Once stimulated, the NLRP3 inflammasome is
recruited to MAM sites, suggesting a strategy to sense
mitochondrial and ER damage [92]. Accordingly, mito-
chondrial or ER-derived high amounts of ROS can acti-
vate the NLRP3 inflammasome directly [97, 100, 101],
or indirectly, by activating NF-kB [102]. Under polluted
conditions, toll-like receptors-4 (TLR-4)/ myeloid dif-
ferentiation primary response-88 (MyD88) binding and
NF-xB activation are preludes to the NLRP3 inflamma-
some pathway [103, 104], which initiate the cleavage of
interleukin-1p (IL-1f) and interleukin-18 (IL-18) in their
actives isoforms [103, 105]. Thus, the NLRP3 inflamma-
some triggers an inflammatory loop, dependent on NF-kB
activation, which can culminate in a type of inflammatory
cell death called pyroptosis via cleavage of procaspase-1
[92, 95, 102].

The NLRP3 inflammasome was found to be acti-
vated in cardiovascular diseases, especially in smokers
[106]. Once induced by PM, s, it plays an important role
in atherosclerosis development, acting as an important
link between lipid metabolism and inflammation [106,
107]. Consistent with this finding, NLRP3 inflammas-
omes were found in the cytoplasm of foam cells and mac-
rophages [107]. On the other hand, the genetic inhibition
of NLRP3 signaling inhibits pro-inflammatory cytokines
in animal models of atherosclerosis [106].

There is an increasing amount of evidence showing
that inflammation may be cause and consequence of ER
stress and NLRP3 inflammasome activation. Accord-
ingly, anti-inflammatory approaches are having success
in rescuing ER homeostasis [102]. Molecular or chemical
agents/chaperones can rescue ER stress and prevent the
main outcomes [89, 108]. Furthermore, there was a 30%
reduction in the size of atherosclerotic plaques in animal
models lacking IL-18 [109, 110], which highlights the
atherogenic role of the inflammasome-derived cytokines.

Once a certain inflammatory threshold is reached, cells
present an abrogation in the ability to deal with the harm-
ful stimulus. When chronically exposed, the surviving
cells present abnormal adaptive responses, such as inhibi-
tion of mitochondria biogenesis and epigenetic deregula-
tion, in addition to cellular senescence, as indicated by
the S-phase arrest [98, 111]. In this sense, MAPK and
NF-kB-dependent inflammation play an important role
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in disseminating inflammation and in abrogating its
resolution.

PM, ; induces NFkB-dependent

and -independent pathways: the role
of macrophages in disseminating local
and systemic inflammation

Both mitochondrial dysfunction and inflammatory
responses can impair cell survival. PM, 5 increases the
IL-1p released by alveolar macrophages, which is asso-
ciated with pro-inflammatory TLR-4/NFkB pathway
activation [104]. The TLRs/NF-xB axis acts as the key
signaling pathway in macrophages during PM, 5 exposure
[67]. In addition, the activation of NF-kB is crucial for ER
stress-induced chronic inflammatory diseases [112], which
amplifies such stress response mechanisms.

Indeed, lungs from animals exposed to PM, have
increased expression of the NF-kB p50 subunit and casp-8
[113]. Supporting our argument, TLR-4 is over-expressed
by alveolar macrophages from animals intranasally
exposed to ROFA [8], is involved in the monocyte egress
from bone marrow to blood, and exacerbates the oxidative
milieu through NOX expression [56].

Following PM, 5 exposure, there is an overproduction of
O, by TLR-4-dependent NOX [56, 64, 114, 115]. These
data highlight an important mechanism by which inflam-
mation dependent on TLR-4 binding can exacerbate the
already existent oxidative stress. Accordingly, the neu-
tralization of p47phox (a NOX subunit) and its ROS pro-
duction is effective in reducing inflammation (i.e., TNF-a
levels) [114] and in preventing vascular endothelial dys-
function [56]. Furthermore, the TLR-4/NF-kB pathway
also causes inducible nitric oxide synthase (iNOS) to be
highly active in endothelial and immune cells. iNOS is
not a constitutive isoform but is induced under inflam-
matory conditions and triggers a high increase in NO and
ONOO™ generation [116]. Indeed, PM, 5 enhances iNOS-
derived ONOO™ production by macrophages and leads to
pulmonary lipoperoxidation [49, 115].

Numerous findings support the importance of TLR-4/
NF-kB activation in oxidative stress and inflammation.
First, animals lacking TLR-4 present an attenuation in the
PM, s-induced increase in TNF-a and MCP-1 in plasma
and lung tissue [56]. Second, absence of TLR-4 reduces
IL-6 production by alveolar macrophages [117]. Third,
iNOS inhibition reduces lung mechanical alterations and
remodeling induced by PM, 5 [49]. Finally, neural IKK2
deficiency prevents the PM, s-induced tissue-specific
increase of TNF-a, IL-6, and IL-1 expression [118].

While NF-xB activation can be correlated with the
expression and release of inflammatory cytokines, some
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studies have elucidated the importance of the integration
of multiple signaling processes under polluted conditions
[119]. PM, 5 activates alternative inflammatory pathways,
such as MAPK [103]. MAPK include three major families:
ERK, JNK and p38 MAP kinases. MAPK activation can
act upstream of NF-«xB translocation to the nucleus or lead
to the activation of activator protein (AP-1). Under pol-
luted conditions, it was demonstrated that metallic nickel
nanoparticles enhance both AP-1 and NF-xB activation
[120]. Moreover, MAPK (ERK, JNK, or p38 MAPK path-
ways) are essential to NF-kB-dependent inflammation trig-
gered by PM, 5 in bronchial epithelial cells [121]. In agree-
ment with these findings, AP-1 and NF-«xB inhibition are
the main mechanisms by which green tea catechin [122]
and Bletilla striata (a traditional Chinese medicine) protect
against the negative effects of PM, 5 [123]. Taken together,
this evidence strongly suggests that PM, s-induced inflam-
mation requires the cooperation of NF-kB and AP-1 acti-
vation, which can be triggered by MAPK signaling.

Once NF-kB and AP-1 are activated and inflammation
proceeds, macrophages present an inflammatory phenotype,
marked by higher IL-6, TNF-a, iNOS and IL-12 expres-
sion, as evidenced in vivo in APoE™~ mice subchronically
exposed to PM, s [124]. TNF-a and NO act in decreas-
ing the mitochondrial membrane potential and damaging
this organelle [125]. Thus, it is reasonable to consider that
NF-kB-related inflammation can exacerbate mitochondrial
dysfunction, increase ROS production, and act in a positive
feedback loop in propagating inflammation.

PM, 5 induces an inflammatory phenotype in mac-
rophages through a sequence of dysfunctions. In human
alveolar macrophages and bronchial epithelial cells exposed
to PM, 5 for 18 h [117], and in a monocyte cell line exposed
for 6-48 h [105], there is an increase in Cox-2 and IL-6
mRNA [105, 117]. PM, 5 triggers an NF-kB-dependent
inflammatory phenotype, marked by intense IL-6 and TNF-a
release [5]. Such release is also perceptible in alveolar mac-
rophages exposed to PM, 5 for shorter periods [126] and in
animal models as early as one hour following ROFA expo-
sure [9].

In such conditions, macrophage-derived IL-6 and TNF-o
may be responsible for transforming local inflammation into
systemic inflammation [7-9], through an increased release of
macrophage-derived extracellular vesicles induced by PM, 5
[6]. Macrophages present a dose-dependent increase in IL-6,
IL-8, IL-1pB, and TNF-a mRNA expression in response to
pollutant [6]. PM, s induces IL-6 translocation from the lung
into systemic circulation [7], which enhances the alveolar
epithelial [10] and vascular endothelial permeability [11],
and thereby facilitates the translocation of inflammatory and
oxidative factors from lung to vessels [12]. Macrophage-
derived extracellular vesicles stimulate pneumocytes to
overproduce IL-6 and TNF-« [6]. IL-6 and TNF-a have

been shown to decrease endothelium-dependent vasodila-
tion [127] and aggravate experimental myocardial infarc-
tions induced by PM, 5 [8]. It is noteworthy that the vascu-
lar endothelium suffers indirect (systemic ROS, metals, and
cytokines) and direct effects of PM, 5. Exposure to PM, s
causes vascular insulin resistance by inducing pulmonary
oxidative stress [128]. This relationship is evident since leu-
cocyte infiltration into the lungs is positively associated with
atherosclerotic plaques [129].

The physiological resolution (or not)
of inflammation: the role of the heat shock
response (HSR)

Heat shock factor (HSF-1) has an anti-inflammatory role.
Oxidative and inflammatory stimuli can lead HSF-1 to trans-
locate from the cytoplasm to the nucleus and bind to heat
shock elements (HSE) in the promoter regions of heat shock
genes [27, 29, 33, 130]. The promoter region of the TNF-a
gene contains an HSF-1 binding site that represses TNF-«
transcription [131]. Furthermore, HSF-1 suppresses the
gene transcription of IL-1 and IL-6 following an exposure
to lipopolysaccharides [23, 132].

An acute inflammatory stimulus activates NF-xB and
cyclooxygenase (COX-2), driving prostaglandin E2 (PGE2)
synthesis and causing fevers [29]. As the inflammatory
response continues (24—48 h), PGE2 and other prostanoids
are converted into cyclopentenone prostaglandins, such
as prostaglandin A2 (PGA2). PGA2 increase and fever
are powerful inducers of HSR [29]. The PGA1-dependent
HSF-1 activation is responsible for inhibiting the degrada-
tion of the NF-kB inhibitor IkB-a [133].

SIRT-1 acts as an energetic sensor by modulating AMPK
activity [34, 134], whereas AMPK regulates NAD" metabo-
lism and SIRT-1 activity [34, 135]. SIRT-1 prolongs HSF-1
binding to the promoters of heat shock genes by maintain-
ing HSF-1 in a deacetylated, DNA-binding-competent state
[29, 136]. SIRT-1 also actively downregulates NF-xB and
represses PPARY [137], negatively regulating inflammation
and promoting oxidative metabolism [34]. Finally, the acute
phase of inflammation may induce NFxB, whilst the SIRT-1/
HSF-1/HSP70 pathway may mark the phase of resolution.

In the intracellular medium, HSP70 (iHSP70) associates
with the NF-kB-IkB complex, inhibits IxB kinase (IKK)
activity, and prevents its translocation to the nucleus [23,
138, 139]. Thus, a weak stimulus can induce its own resolu-
tion by inducing HSP70 expression and NF-kB inhibition.
On the other hand, during chronic inflammation, TNF-
a, a cytokine present in high levels, and phosphorylated
JNK suppress HSF-1 [140] by phosphorylating its regula-
tory domain and inhibiting its ability to transcribe [141].
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Therefore, a chronic stimulus can reduce the cell’s ability to
deal with it, by inhibiting the HSP70 expression.

The over-activation of the NF-xB pathway leads to SASP,
which reduces the expression of the mRNA-binding protein
Human antigen R (HuR). Simultaneously, NLRP3 inflam-
masome activation can also contribute to caspase-mediated
cleavage of HuR binding protein. HuR is essential to the
stability of SIRT-1 mRNA and protein, as well as for HSP70
signaling [29, 142]. Once degraded, HuR is unable to pro-
mote SIRT-1-HSP70 signaling [29, 142]. Hence, the lack of
proper HSR trigger SASP and perpetuate the low-grade and
chronic inflammation, a mark of chronic diseases [27, 29].

The abrogation of resolution
of PM, ;-related inflammation: the hidden
role of HSP70

In metabolic and cardiovascular conditions, there is a time-
dependent decrease in HSP70 expression that blocks the res-
olution of the inflammatory stimulus [27, 29]. We propose
that, during PM, 5 exposure, there is a similar failure in the
HSR, which may be involved in the abrogation of resolution
of PM, s-related inflammation.

The expression of HSP70 following an exposure to pol-
lutants depends on its duration and concentration, which
can regulate the entire course of inflammation. We propose
that acute exposure to PM, 5 enhances ROS production and
immediately activates NF-kB. The intense production of
inflammatory mediators triggers ER stress and UPR, recruits
chaperone machinery, including HSP70, and may eventually
evolve to cell death (necrosis or apoptosis). Indeed, there
are several reports of increased HSP70 levels after an acute
exposure, both in vivo [50, 143, 144] and in vitro [41, 60,
79, 80, 99, 145, 146] (see Table 1 for details). In such cases,
HSP70 was related to ER stress and to other well-known
markers, such as HO-1, HSP90 and ATF-1 [99]. If the expo-
sure ends, the chaperones may be enough to inhibit NFkB,
preventing the creation of the NLRP3 inflammasome, and
haulting inflammatory propagation. These findings reinforce
the idea that PM, 5 exposure may have a dose- (or time-)
dependent effect on NF-kB activation, resulting in suppres-
sion at lower doses (acute exposure) and activation at higher
doses (chronic exposure) [147].

Similar to the immune response to acute episodes, a
chronic exposure also activates NF-kB and causes ER stress
and UPR. However, sub-chronic and chronic exposures dif-
fer from acute by reducing SIRT-1 [148-150] and HSP70
levels [151-154]. SIRT-1 downregulation may be central to
PM, s-induced damage [155], as it is in the development of
atherosclerosis [30]. Since SIRT-1 is an upstream element
that modulates HSF-1 binding to the HSP70 promoter and
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regulates the HSF-1/HSP70 pathway [29], its downregula-
tion may suggest an important role of pollutants in depleting
HSR. In agreement with such hypothesis, the exposure to
CSE enhances the HSP70 expression in pneumocytes with
a peak after 6 h of exposure, but decreases until 48 h [41]
(Fig. 1).

Unfortunately, there is not a standardized threshold
of duration and concentration among all pollutants that
marks the limit at which HSR will be compromised [22].
It is relative to each pollutant and tissue. For example, the
acute exposure of ApoE-/- mice to PM, 5 was not enough
to induce the increase of alveolar HSP70, whilst the sub-
chronic (seven-week) exposure did [7]. We hypothesize that
genetic and metabolic backgrounds can delay the response
to stress (see Table 1 for details).

Hence, any factor that disrupts SIRT-1/HSF-1/HSP70
expression may easily trigger a loop of oxidative stress,
inflammation, tissue damage, and metabolic impairment
[26, 34]. A weak HSR limits autophagy as an alternative to
correcting the cellular damage [156]. Considering that the
inhibition of autophagy could accelerate senescence [157],
inadequate HSR could force cells to adopt an alternative to
apoptosis: redox-sensitive senescence. Consistently, senes-
cent cells present higher levels of HSP90, which is induced
in the opposite manner than HSP70 [158], and higher LDL
receptor (LDLr) levels [159]. Since HSP70 is a powerful
anti-inflammatory protein, and inflammation induces lipid
intracellular accumulation through LDLr by breaking the
cholesterol negative feedback [160—163], a deficit in HSP70
expression can enhance foam cell formation [30, 158, 164].
Indeed, PM, s enhances macrophage foam cell formation due
to the increase in lipid accumulation, mitochondrial damage
[16], and immune-inflammatory impairment [15], which can
chronically trigger SASP and perpetuate monocyte recruit-
ment [165].

The environmental stress-induced premature senescence
can be a consequent of mitochondrial dysfunction [157,
166], before any critical telomere shortening [157], and
precedes replicative senescence [167—-169]. In fact, both
peripheral-blood monocytes and macrophages suffer oxida-
tive senescence, due to chronic exposure to PM, 5 [170].
Senescent cells can propagate the inflammatory condition
and affect how other cells respond to stress. This has been
shown to occur among individuals persistently exposed to
organic pollutants [171]. Furthermore, PM, 5 leads pneu-
mocytes [94, 170, 172], peripheral-blood monocytes, mac-
rophages [170], vascular endothelial cells [46, 173], and
smooth muscle vascular cells to senescence [173].

Senescent pneumocytes can develop SASP and affect the
function of surrounding pulmonary cells [174]. We propose
that immune senescence may precede that of pneumocytes,
since macrophage secretory products are primarily respon-
sible for lung and cardiac injury under PM, 5 exposure [6,
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Table 1 In vitro and in vivo studies evaluating the impact of the exposure to PM, 5 in the HSP70 levels

Model Protein of interest ~ Result  Reference
In vivo studies
Acute exposures
Wistar rats Plasma eHSP70 1 [139]
Acute exposure (3 days) to 750 pg/100 pL of ROFA
Male BALB/c Pulmonar iHSP70 1 [46]
Acute exposure (every three days, three times) to 100 pg of PM, s Cardiac iHSP70 1
Male BALB/c Alveolar iHSP70 1 [140]
Acute exposure (once) to 100 ug of TP, 5
Male ApoE" ~ mice Alveolar iHSP70 = [7]
Acute exposure (three days) to 200 or 400 pug/m? of PM, 5, 6 h/day
Chronic exposures
Male ApoE™'~ mice Alveolar iHSP70 1 (7]
Sub-chronic exposure (seven weeks) to 200 or 400 pg/m?® of PM, s, 6 h/day eHSP72
Male B6.129SF2/J mice Pancreas iHSP70 ! [147]
24 weeks of HFD consumption for obesity development, followed by the sub-chronic exposure to
5 ug of PM, 5 in the last 12 weeks (7 x/week)
Male B6.129SF2/J mice Plasma eHSP70 | [148]
Sub-chronic exposure (12 weeks) to HFD consumption and 5 pg of PM, 5 (7 x/week)
Male B6.129SF2/J mice Plasma eHSP70 l [149]
Sub-chronic exposure (12 weeks) to 5 pg of PM, 5 (7 x/week) and intense aerobic training (5x/week)
Wistar rats Plasma eHSP70 | [150]
Sub-chronic exposure (30 days) to 10 mg/ m? of coal dust (3 h/day)
In vitro studies
Acute exposures
Culture of RAW 264.7—monocytes iHSP70 1 [141]
Nanoparticles and coal dust particles
1 mg/mL for 24 h
Co-culture of A549—human alveolar basal epithelial cells and THP-1—human monocytic cells HSP70 1 [76]
Nanoparticles for 24 h
Culture of BEAS-2B—bronchial epithelial cells HO-1 1 [56]
Black carbon
50 pg/mL for 20 h
Culture of BEAS-2B—bronchial epithelial cells iHSP27 1 [96]
PM, s for 24 h iHSP70
iHSP90
Primary culture of NHBE—normal human airway epithelial cells iHSP70 1 [142]
PM, 5 for 24 h
Culture of A549—human alveolar basal epithelial cells HSP70 1 [75]
Cigarette smoke for 2 h
Culture of A549—human alveolar basal epithelial cells HSP70 1 [37]
Cigarette smoke for 6 to 48 h HO-1
HSP27

Other possible interventions in the in vivo and in vitro studies are also described in the table

eHSP70 extracellular 70-kDa heat shock protein, HFD high fat diet, HO-I heme-oxigenase-1 (also known as HSP32), iHSP70 intracellular
70-kDa heat shock protein, PM, 5 fine particulate matter, ROFA residual oil fly ash, TP, 5 size-fractionated tire particles

8]. Indeed, the long-term, persistent exposure to organic pol-
lutants leads to telomere dysfunction in blood leukocytes
and SASP, as marked by higher levels of IL-6 and TNF-a
[171]. Thereby, cellular senescence is closely related to car-
diovascular diseases [155, 173] and may be an important
link between air pollution, systemic inflammation, and car-
diovascular diseases. Moreover, vascular endothelial cell

senescence may also affect eNOS-derived NO production,
which are partially regulated by HSP70 expression, with an
increased generation of ROS and a reduction in telomerase
activity [175].

Therefore, the stimulation of the SIRT-1/HSF-1/HSP70
pathway by heat therapy in a susceptible animal model
(LDLr-/- mice) significantly improved atherosclerotic

@ Springer



L. C. Costa-Beber, F.T. C. R. Guma
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plaques and survival rates [30]. In addition, an increase in
HSP70 levels induced by a cyclopentenone prostaglandin-
based liposome targeting endothelium and foam cells com-
pletely reversed atherosclerotic lesions [164]. Although still
not tested in PM, s-related atherosclerosis, such therapeutic
alternatives seem promising. Consistently, the use of seno-
lytic compounds (i.e., quercetin) was reported to be effective
against PM, s-related oxidative damage and mitochondrial
dysfunction through its antioxidant activity and by enhanc-
ing SIRT-1 expression [176]. Taken together, these findings
allow us to hypothesize that HSP70-stimulating therapies
could be useful against PM, s-induced metabolic and car-
diovascular diseases.

Thus, we propose that, being the first defense against pol-
lutant particles, alveolar macrophages may suffer senescence
due to a weakened ability to express HSP70, propagate an
inflammatory phenotype to neighboring cells via paracrine
signaling, and exacerbate cardiovascular injuries (Fig. 2).
Indeed, pulmonary inflammation, macrophage infiltration,
and vascular endothelium permeability could be attenuated
by HSF-1 by directly suppressing the transcription of mono-
cyte chemoattractant protein-1 (MCP-1)/C—C-chemokine
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Resolution (or not)

receptor type 2 (CCR2), which in turn reduce macrophage
infiltration [177].

Final considerations

Exposure to PM, 5 leads to the readjustment of the cel-
lular machinery of pulmonary cells (primarily, alveolar
macrophages). As the main source of ROS, mitochondria
are the first target of PM, 5, becoming dysfunctional and
exacerbating oxidative stress. The inter-organelle crosstalk
allows dysfunctional mitochondria to aggravate oxidative
stress and inflammation, which triggers the ER to inter-
rupt protein synthesis and activate UPR. Therefore, the
induction of HSP70 expression and other chaperones is a
vital cellular mechanism to neutralize the initial harmful
stimulus.

We hypothesize that the ability to deal with inflamma-
tion depends on the HSR, relative to the context of pollutant
exposure (duration and intensity). During chronic exposures,
cells cannot properly express SIRT-1 or activate HSF-1,
which delays and blocks the resolution phase of inflam-
mation. Since alveolar macrophages are the first to contact
and phagocytize inhaled particles, as well as the main vehi-
cle for propagating PM, s-induced pulmonary and cardiac
injury, it seems clear that weak HSR due to chronic pollutant
exposure is involved in redox-sensitive macrophage senes-
cence and SASP, which propagates pulmonary and systemic
inflammation and leads to endothelial dysfunction.
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Fig.2 The macrophages senescence hypothesis. As soon as PM, s
reach the alveoli, alveolar macrophages phagocytize the particles
and develop a pro-oxidant and pro-inflammatory phenotype, marked
by NF-kB activation. After an acute exposure to low-moderate levels
of pollution, the inflammatory stimulus can resolve itself by stimu-
lating HSP70 expression. However, following a chronic exposure,
the ability to deal with the stressful situation becomes impaired, and
macrophages no longer properly express HSP70, which abrogates
the phase of resolution. A weak heat shock response, measured by
HSP70 levels, can cause cellular senescence and the senescence-
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Capitulo 1l. Agqueous PMzs exacerbates lipid accumulation associated to
macrophages activation: insights of oxidative, inflammatory, and heat shock

response parameters

No capitulo I1, apresentamos os nossos achados em forma de artigo submetido a
revista Environmental Research. Nele, propomos avaliar se o extrato aquoso de MP2s
poderia desempenhar efeitos pro-aterogénicos por meio da polarizacdo de macrofagos
para um fenotipo pro-oxidante e pro-inflamatério e potencializacdo da formacdo de
células espumosas. O MP25 retido em filtros foi parcialmente extraido em PBS e
centrifugado a 1000 x g. Essa solucdo (1 g de filtro/ 125 mL de PBS) foi diluida em
DMEM 10% SFB, cem (MP100x) ou dez vezes (MP10x). Entdo, expusemos macrofagos
da linhagem RAW264.7 a0 MP,s por 48 h e usamos o PBS10x como Controle.
Primeiramente, 0 MP.5 aquoso induziu apoptose e reduziu o nimero de células
proliferativas. Nas sobreviventes, notamos caracteristicas morfoldgicas, fagociticas,
oxidantes e inflamatdrias (iNOS, Integrin-1p, IL-6) indicativas de ativacédo classica. Além
disso, detectamos um aumento nos niveis de HSP70 total e de superficie celular, possivel
marco da ativacdo macrofagica. Na sequéncia, 0 MP25 aquoso exacerbou o acimulo
lipidico em macrdfagos expostos ao LDL ndo modificado. Considerando a natureza néo-
oxidada da lipoproteina utilizada (LDL), e os numerosos estudos refor¢cando o papel da
inflamacdo em comprometer o feedback negativo do colesterol, nés supomos que 0
fenotipo inflamatdrio induzido aos macréfagos pela exposicdo ao MP2s pode aumentar a
sua susceptibilidade a transformacdo em células espumosas. Finalmente, 0S Nnossos
resultados comprovaram que a exposicdo ao MP2s aquoso promove a ativacao
macrofagica, marcada pelo estimulo a expressdo de HSP70, que estd envolvida na

aterosclerose.
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Capitulo 111. PM2s-exposed macrophages secretome promotes endothelial

injury, despite of counter-regulatory mechanisms

No capitulo Ill, apresentamos 0s nossos achados em forma de artigo a ser
submetido a revista The Science of the Total Environment. Nele, nos apresentamos uma
abordagem mista, com experimentos in vitro e in vivo, e propomos caracterizar oS
mecanismos pelos quais esse poluente promove a ativacdo e disfuncdo vascular através
do comprometimento do metabolismo do NO, e avaliar se 0os macréfagos poderiam agir
como mediadores nesse processo. Para tal, camundongos CF-1 foram expostos a MP2s
(30 ng/10 pL) ou a0 mesmo volume de solugéo salina por instilagdo intranasal uma vez
ao dia, 5 dias/semana, por duas semanas. A exposi¢do ao MP2 s induziu a lipoperoxidagéo
plasmatica e prejudicou a defesa antioxidante, enquanto promoveu um desequilibrio na
liberacdo de IL-6 e IL-10. Identificamos os macréfagos (linhagem RAW264.7) como uma
fonte de citocinas pré-inflamatorias apds exposicdo direta ao MP25s. A incubagdo com
plasma dos animais expostos a MP2s (1% v/v) foi suficiente para levar a disfuncdo
endotelial in vitro, assim como o meio condicionado dos macréfagos (10% v/v). Este
meio comprometeu a sobrevivéncia das células endoteliais (linhagem EOMA), embora
tenha induzido mecanismos protetores via aumento na fosforilacdo de eNOS, producgéo
de NO, e reducéo na geragdo de ROS, sugerindo ativacdo de fatores antioxidantes. Em
conjunto, n6s demonstramos uma nova ligagdo entre a exposi¢cdo a0 MP25 e as vias
inflamatdrias, destacando a importancia dos macréfagos como possivel agravantes nas

doencas cardiovasculares.
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Capitulo 1V. Exposure to fine particulate matter exacerbates

hypercholesterolemia-induced vascular injury

No capitulo 1V, apresentamos os nossos achados em forma de artigo a ser
submetido a revista Free Radical Biology and Medicine. Nele, buscamos avaliar se a
exposicao subaguda a esse poluente poderia exacerbar a injuria vascular induzida pela
hipercolesterolémica adquirida, por comprometer o metabolismo do NO, via alterac6es
na sua sintese e neutralizacdo. Para tal, camundongos CF-1 machos foram divididos em
Ctrl e DHC. O grupo DHC recebeu dieta rica em colesterol (45% de &cidos graxos, 2,5%
de colesterol, 0,5% de &cido colico), enquanto o grupo Ctrl recebeu dieta padrdo por
quatro semanas. Ao final da segunda semana, os animais foram subdivididos em quatro
grupos experimentais: dieta padrdo + soro fisiolégico (Ctrl), dieta padrdo + poluente
(MP2s), dieta rica em colesterol + solugédo salina (DHC) e dieta rica em colesterol +
poluente (DHC + MP25s). Os grupos MP2se DHC + MP2 s receberam instilagéo intranasal
de MP25 (30 pug/10 uL), enquanto o Ctrl e DHC receberam solugdo salina (NaCl 0,9%)
por duas semanas, uma vez por dia, 5 dias por semana, totalizando quatro semanas de
planejamento experimental. Ao final do experimento, detectou-se um enorme impacto da
dieta na alteracdo morfoldgica e do metabolismo lipidico, independentemente dos efeitos
da poluicdo. Por outro lado, tanto a dieta quanto o MP2s prejudicaram a fosforilacdo da
eNOS e os parametros oxidativos plasmaticos, com efeitos interativos significativos sobre
a parede vascular da aorta. As intervencdes também comprometeram o equilibrio anti-
/pro-inflamatdrio. Finalmente, concluimos que o MP2 s pode atuar sinergicamente a dieta
rica em colesterol para desencadear disfungdo endotelial, via estresse oxidativo e
inflamacéo. Nossos dados suportam a hipotese de que o MP2 s pode potencializar o risco

cardiovascular entre individuos hipercolesterolémicos.
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1. DISCUSSAO

Nesse estudo, visamos analisar os efeitos cardiovasculares da exposi¢cdo ao MP2 5
sobre o desenvolvimento de doengas cardiovasculares. Sua complexa composicao aliada
ao tamanho das particulas permitiu profunda inalagdo pelo organismo, e consequéncias
adversas que incluiram a polarizacdo de macrdfagos para um fendtipo pré-oxidante e pro-
inflamatorio, e efeitos diretos e indiretos sobre a disfungcdo endotelial. Além disso,
também mostramos que 0 MP2s pode ter sinergia sobre fatores de risco pré-existentes,
como a hipercolesterolemia, e que eles podem estar associados aos metais presentes na
sua composicdo. Desse modo, 0s nossos resultados suportam a hip6tese de que 0 MP2s

desempenha suas a¢des aterogénicas via acao sobre macréfagos e células endoteliais.

Devido ao seu tamanho diminuto, o MP2s pode atingir a circulagao sanguinea por
intermédio de macréfagos (X. Cui et al., 2023; Furuyama et al., 2009). Com isso, a
exposicdo cronica a esse poluente tem sido elencada como fator de risco para a
aterosclerose (Auchincloss et al., 2008). A ele se somam varias outras condi¢des
debilitantes, como a hipercolesterolemia (Castelli et al., 1992; Wilson et al., 1988). Como
a lesdo vascular inicia muitos anos antes do diagndstico, n6s investigamos o papel do

MP2 5 sobre a disfuncdo endotelial, especialmente em relagdo ao metabolismo do NO.

No nosso estudo, 0 MP2s aumentou a fosforilagdo de eNOS na aorta, que foi
atenuada na interagdo entre dieta e poluente. Foi um resultado bastante intrigante,
considerando que estudos ja demonstraram prejuizo na vasodilatacdo dependente de
endotélio em resposta ao estimulo com acetilcolina em individuos expostos a poluicéo
(Proctor et al., 2006; Wauters et al., 2013). No nosso estudo, apesar da modulacdo da
fosforilagdo da eNOS, os niveis de NO ndo foram alterados, sugerindo a influéncia de um
meio pré-oxidante (Pacher et al., 2007a). Em concordancia com essa hip6tese, as analises

plasmaticas indicaram aumento no dano lipidico e comprometimento da defesa
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antioxidante. Logo, supomos que o aumento da fosforilacdo da eNOS em resposta as
intervencdes isoladas se devam a uma medida contra regulatéria, como encontrado na
associacdo de LDL e fumaca de cigarro (Steffen et al., 2012), com o intuito de prevenir
danos maiores a parede vascular. Com isso, nos reforcamos que 0 MP2 s é capaz de agir
sinergicamente com a hipercolesterolemia em promover um microambiente favoravel a
lesdo vascular. Além disso, mostramos que mesmo exposi¢cdes subagudas a baixas
concentracgdes sdo suficientes para promover disfungédo endotelial, independentemente de

qualquer outra condigdo pré-existente.

Além de ser o principal vasodilatador derivado do endotélio, 0 NO também
apresenta potente acdo vasoprotetora, e de regulacdo da permeabilidade endotelial
(Pacher et al., 2007a). Como a exposicdo a0 MP.s e a dieta hipercolesterolémica
influenciaram no metabolismo do NO, avaliamos se essas alteragdes poderiam se refletir
no aumento da permeabilidade. Um método de avaliacdo é a quantificacdo do edema
pulmonar (Huang et al., 2023), que também indica inflamacéo local, comum em modelos
de exposicdo a poluicdo atmosférica (Y. Wang et al., 2021). Embora a Anova de duas
vias ndo tenha mostrado efeito dos fatores (MP-;5, dieta hipercolesterolémica e interacéo),
0 Teste-T indicou edema pulmonar nos animais expostos ao MP» s, sugerindo aumento na
permeabilidade vascular e inflamacdo pulmonar, que favorece a passagem de particulas
de poluente para a circulacdo sanguinea (Calderén-Garciduefas et al., 2014; Gu et al.,

2022; Y. Wang et al., 2021).

Por ser a camada celular mais interna da parede vascular, o endotélio esta em
contato direto com particulas que chegam a corrente sanguinea (Furuyama et al., 2009) e
com fatores paracrinos (Marchini et al., 2016). Assim, nos avaliamos os efeitos diretos
do MP2;5 sobre as células endoteliais. Foi evidente que o poluente per se foi capaz de

desencadear disfuncdo endotelial, via reducao dos niveis de NO, apesar do aumento dos
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niveis de eNOS fosforilada. Nés hipotetizamos que esse resultado se devesse a oxidagédo
de NO a ONOO" (Pacher et al., 2007a), em concordancia com o que foi encontrado in
vivo. Contudo, a exposicdo direta ao MP2 s ndo alterou parametros oxidativos, sugerindo
a existéncia de outro mecanismo. Entdo, nos detectamos reducdo na geracdo de NO
dependente de iNOS, possivelmente atrelada ao aumento nos niveis de HSP70 (Uchiyama
etal., 2007), a qual reconhecidamente contribui para a expressdo de eNOS em detrimento
da iINOS. Com isso, nés concluimos que as proprias particulas de MPs sdo suficientes
para levar a disfuncdo endotelial, e que esse processo esta associado ao comprometimento

do metabolismo do NO e processo inflamatério.

No organismo, a inflamacgdo causada pela exposicdo a0 MP2s pode aumentar a
permeabilidade vascular e favorecer os seus efeitos sistémicos (Calderon-Garciduefas et
al., 2014; Gu et al., 2022; Y. Wang et al., 2021). De fato, encontramos efeito sinérgico
entre a dieta hipercolesterolémica e MP25 em alterar os niveis de IL-6, e somente da
poluicdo em reduzir os niveis circulantes de IL-10, com grande contribui¢do dos
macréfagos nesse processo. Quando diretamente expostos ao MPas, esses leucdcitos
adotaram uma morfologia ramificada (Vogel et al., 2014), intensa maquinaria fagocitica,
e sofreram polarizagdo para um fenétipo oxidativo e inflamatoério, com alta produgéo de
NO dependente de iNOS (Prado et al., 2019), expresséao de Integrina-1p, e de HSP70 na
superficie celular. Além disso, demonstramos que a presenca de HSP70 na superficie
celular foi proporcional ao estado de ativagéo nessas células, em concordancia com o
encontrado em outras condicdes (Rubio-Infante et al., 2018). Portanto, confirmamos o
potencial lesivo do poluente sobre os macrofagos, e reforcamos a contribuigdo dessas
celulas em promover um meio oxi-inflamatdrio em contato com o MP2s (X. Cui et al.,

2023; Marchini et al., 2016), possivelmente lesivo para a ldamina endotelial.
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No microambiente vascular, a IL-10 tem importante funcdo regulatéria e anti-
inflamatdria, com possiveis aplicacdes terapéuticas (Bu et al., 2021; Gao et al., 2020)
Com isso, nos passamos a investigar se 0 meio inflamatorio verificado in vivo seria
suficiente para comprometer a homeostasia das células endoteliais. De fato, a
suplementacdo in vitro com o plasma condicionado dos animais expostos a0 MP2s
aumentou os niveis de NO, independentemente de qualquer alteracdo na expressao e
ativacdo da eNOS. A eNOS pode ter a sua atividade modulada de acordo com os niveis
de IL-6, que desempenha acGes inibitdrias sobre essa enzima, com graves consequéncias
para o endotélio (Orshal & Khalil, 2004). No nosso estudo, a IL-6 plasmaética ndo foi
responsiva a exposicdo ao poluente, possivel razdo pela qual a p-eNOS nédo foi
influenciada. Em conjunto, esses resultados confirmaram a presenca de fatores paracrinos

que poderiam modular a funcdo endotelial, na presenca de MP2s.

Tendo em vista a polarizacdo pré-inflamatoéria dos macrofagos apds exposicdo
direta ao poluente, nés investigamos se eles poderiam ser mediadores da disfuncdo
endotelial. Para tal, ndés expusemos células endoteliais a0 meio condicionado de
macrdfagos. De fato, o secretoma dos macrofagos reduziu a viabilidade das células
endoteliais. Nas células sobreviventes, promoveu mecanismos compensatérios via
aumento na producdo de NO, e reducdo na geracdo de ERO. Tais efeitos devem estar
atrelados a uma potente defesa antioxidante, como evidenciado ap6s exposicGes agudas
(Guan et al., 2019; Klein et al., 2017; Shang et al., 2017; Xu et al., 2017; Zhou et al.,
2017), passiveis de prevenir a apoptose (Peng et al., 2022). Com isso, nos concluimos que
0 meio pro-inflamatorio derivado dos macrdfagos é suficiente para a inducgéo da injdria

endotelial.

A injaria e disfungéo endotelial antecedem o surgimento de sintomas visiveis na

clinica. Dados o0s nossos resultados suportando os efeitos diretos e indiretos do MP2s
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sobre a ldmina endotelial, e seus efeitos sinérgicos sobre a hipercolesterolemia, avaliamos
a histologia das aortas dos animais. A coloracdo H&E mostrou espessamento da parede
aortica devido a exposicdo ao poluente e a dieta hipercolesterolémica. NoOs inferimos a
auséncia de infiltracdo via contagem de nucleos nos cortes. Além disso, como 0 nosso
modelo animal ndo era geneticamente modificado, ndo esperdvamos formacao de placa
pelo consumo tdo curto de dieta hipercolesterolémica. Logo, supomos que o
espessamento vascular nesse periodo experimental se devesse a hipertrofia das CMLV
(Wan et al., 2018). Contudo, o0 nosso modelo in vitro de macréfagos expostos ao MP2s e
ao LDL mostrou acumulo intracelular de triglicerideos, um indicativo de formacdo de
células espumosas, que € uma etapa chave no desenvolvimento da aterosclerose. Portanto,
embora o nosso modelo animal tenha sido de curta duracdo para essa validacdo, nés
atestamos in vitro que o MP>s apresenta potencial de promover a disfungdo endotelial,
formacdo de células espumosas e de aumentar a susceptibilidade ao agravamento de

lesGes ateroscleroticas in vivo (Moore & Tabas, 2011).
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2. CONCLUSOES

Concluimos que a 0 MP 5 apresenta um grande potencial indutor e agravante de
lesbes vasculares, via acOes sobre macréfagos e células endoteliais. A exposicdo ao
poluente é capaz de promover a formacg&o de células espumosas por macréfagos, além de
reatividade e citotoxicidade nessas células. Nessas circunstancias, o secretoma dessas
células é suficiente para mediar a injuria endotelial, via comprometimento da ativacdo da
eNOS, embora haja mecanismos compensatorios em acao. Além disso, 0 proprio MP2s
compromete o metabolismo do NO, via estresse oxidativo e inflamagéo. Assim, o
tamanho aerodindmico diminuto das particulas associada a sua composi¢do rica em
metais de transicdo, permite que o poluente aja direta e indiretamente sobre a lesdo
vascular. Finalmente, 0s nossos resultados suportam as nossas hipoteses, e reforcam o
perigo da poluicdo atmosférica para a saude cardiovascular, e a urgéncia por legislacéo e

fiscalizagdo vigentes visando a melhoria da qualidade do ar.
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3. PERSPECTIVAS FUTURAS

Pretendemos ainda refazer as anélises de Western Blotting de aorta, e revelar as
membranas para CD68, Integrin-1 e HSP70. Além disso, faremos a marcagao e analise

histoldgica das aortas com AdipoRed O, e imuno-histoquimica para p-eNOS e CD68.

Em um momento futuro, daremos prosseguimento a analise protedmica do meio
condicionado dos macrdfagos, para identificacdo das citocinas envolvidas na injuria
endotelial. Para isso, também visamos ampliar o nosso modelo de estudo para a utilizagdo

de inibidores farmacologicos de 1L-6, TNF-a e IL-1.

Também armazenamos as estruturas cerebrais (cértex e hipocampo) desses
animais, e visamos avaliar a saude vascular do sistema nervoso central. J& fizemos os
cortes e técnicas de marcacao com GFAP, Iba-1 e lectina de tomate, que vao nos permitir
uma ideia de astrogliose, microgliose e abundéancia capilar. Além disso, pretendemos
homogeneizar os tecidos para realizacdo de Western Blotting para parametros de

integridade, funcdo e permeabilidade endotelial, assim que as condi¢des nos permitirem.
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31/08/2020 - Reuniao via webconferéncia - Sistema UFRGS - Mconf, em seus aspectos éticos
e metodolégicos, para a utilizagdo de 92 camundongos CF-1 provenientes do
CREAL-UFRGS, e 120 camundongos da linhagem LDLr e 20 camundongos da linhagem
C57BL/6 provenientes do Biotério do Departamento de Bioquimica - UFRGS, de acordo com
os preceitos das Diretrizes e Normas Nacionais e Internacionais, especialmente a Lei 11.794
de 08 de novembro de 2008, o Decreto 6899 de 15 de julho de 2009, e as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagao Animal (CONCEA), que disciplinam
a produgao, manuteng¢ao e/ou utilizagao de animais do filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto o homem) em atividade de ensino ou pesquisa.

Porto Alegre, Segunda-Feira, 14 de Setembro de 202 /}
o 7 7“7

f/
/
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ALEXANDRE TAVARES DUARTE DE OLIVEIRA
Coordenador da comisséo de ética
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: ESTUDO IN VITRO DOS EFEITOS DA HIPERCOLESTEROLEMIA EM CELULAS DA
GLIA
Pesquisador: JADE DE OLIVEIRA
Area Tematica:
Verséo: 1
CAAE: 68013323.8.3001.5530

Instituicdo Proponente: HOSPITAL NOSSA SENHORA DA CONCEICAO SA
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 6.725.590

Apresentacdo do Projeto:

As informagbes elencadas nos campos "Apresentagdo do Projeto”, "Objetivos da Pesquisa” e "Avaliagdo dos
Riscos e Beneficios" foram retiradas do documento Informag6es Bésicas da Pesquisa ESTUDO IN VITRO
DOS EFEITOS DA HIPERCOLESTEROLEMIA EM CELULAS DA GLIA, datado em 01/02/2024 e do Projeto
Detalhado ESTUDO IN VITRO DOS EFEITOS DA HIPERCOLESTEROLEMIA EM CELULAS DA GLIA.

Introdugao:

O colesterol & um alcool insaturado, que pertence a familia dos compostos esterdides, essencial para toda a
vida animal. Participa da composigao das membranas celulares e da bainha de mielina dos neurénios, além
de ser precursor nos processos de sintese de acidos biliares, de horménios esterdides e vitamina D
(GOEDEKE; FERNANDEZ-HERNANDQ, 2012; TABAS, 2002). Em mamiferos, a sua sintese ocorre
principalmente no figado, e o seu transporte para os tecidos periféricos ocorre por meio da lipoproteina de
baixa densidade (LDL), sendo essa a principal reguladora da homeostase do colesterol (BENITO-VICENTE
et al., 2018; ZHOU et al., 2020).

Desequilibrios no metabolismo do colesterol tém efeitos prejudiciais e estdo relacionados com o
desenvolvimento de doengas cardiovasculares e neurodegenerativas (SUGIYAMA et al., 2015). A
hipercolesterolemia, caracterizada por niveis de colesterol superiores a 190 mg/dL,
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pode ser causada por alteragdes genéticas, sendo denominada hipercolesterolemia familiar (HF), ou por um
estilo de vida inadequado. O estudo de

Framingham foi o primeiro robusto a indicar altos niveis de colesterol total e baixos niveis de HDL como
fatores de risco para eventos cardiacos em humanos (CASTELLI et al., 1992; WILSON; ABBOTT;
CASTELLI, 1988). Em tais casos, o clearance de LDL plasmatica & ineficaz e, portanto, ela se mantém
circulante por mais tempo que o almejado. A LDL em contato com um meio rico em espécies reativas sofre
oxidagao, e passa a ser reconhecida pelos receptores Lox-1 e scavenger dos macréfagos. Como tal
captagao nao € mais regulada por feedback negativo, os macrofagos acumulam lipideos e se transformam
em células espumosas, chave no desenvolvimento da aterosclerose (CATAR et al., 2022).

Apesar de ter sido a primeira relagéo patoldgica evidenciada, os efeitos da hipercolesterolemia vao muito
além do desenvolvimento de doencas cardiovasculares e ja foram associados com a ocorréncia de declinio
cognitivo e doencas neurodegenerativas. Sparks e colaboradores (1990) foram os pioneiros a relatar a
associagao entre hipercolesterolemia e doencga de Alzheimer (DA). Eles encontraram um aumento das
placas amiloides, em cérebros de pacientes com doenga cardiovascular, e em modelo animal de dieta
hipercolesterolémica (SPARKS et al., 1994). Corroborando com esses resultados, foi demonstrado que uma
dieta hipercolesterol&émica resulta em um actimulo exacerbado de peptideo -amildide (A) no sistema nervoso
central (SNC) (REFOLO et al., 2000) e causa prejuizos de aprendizado e memédria, associados com

alteragdes bioguimicas (MOREIRA et al., 2014).

Uma caracteristica comum entre as doengas neurodegenerativas € a neuroinflamagéo (GUZMAN-
MARTINEZ et al., 2019). O nosso grupo de pesquisa, utilizando modelos experimentais de
hipercolesterolemia, observou que a neuroinflamagao, em especial a ativagao das células gliais, parece
preceder as disfungbes cerebrais caracteristicas de doencas neurodegenerativas (DE OLIVEIRA et al.,
2014; 2020; RODRIGUES et al, 2021). Por exemplo, camundongos nocautes para o receptor de LDL (LDLr-/
-) exibem disfung¢do hipocampal associada a astrogliose (de OLIVEIRA et al., 2014), enquanto ratos
alimentados com uma dieta hipercolesterolémica apresentam imunorreatividade microglial no cértex cerebral
(ULLRICH et al., 2010). Assim, a hipercolesterolemia parece exercer um efeito significativo sobre a atividade
microglial, em um processo independente da deposigao de peptideo A (XUE, SPARKS, STREIT, 2007).

As células gliais sé@o os tipos celulares mais abundantes do SNC, e desempenham fungdes imunolégicas
basais de manutencao, refinamento e homeostase metabdlica, essenciais ao
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funcionamento neuronal (DISABATO; QUAN; GODBOUT, 2016; RANSOHOFF, 2016). Além disso, os
astrécitos e microglia s@o chave no desenvolvimento de uma resposta inflamatoria controlada (DISABATO;
QUAN; GODBOUT, 2016; RANSOHOFF, 2016). No entanto, na neuroinflamacgao crénica, essas células se
tornam reativas e perdem as suas assinaturas moleculares homeostéaticas. Nesse contexto, desenvolvem
um fendtipo majoritariamente pré-inflamatério, com alta produgéo de sinalizadores de dano (IL-1, IL-6, IL-18,
ROS, NOS e TNF-), em detrimento dos anti-inflamatérios (IL-10, IL-4, IL-13), além de apresentar depdsitos
lisossomais e alteragbes do metabolismo glicémico e lipidico (COLONNA; BUTOVSKY, 2017).

Ademais, a ativagao glial (astrécitos e microglia) coexiste com a disfungéo da barreira hematoencefalica
(BHE) e & um importante marcador da fase subclinica do desenvolvimento de doengas neurodegenerativas
(RODRIGUES et al, 2021). Naturalmente, o SNC apresenta um metabolismo de colesterol completamente
independente da periferia, com os astrécitos desempenhando um papel importante em prover essa
macromolécula para uso neuronal (FERRIS et al., 2017; WANG et al., 2021). No entanto, condi¢des
inflamatérias como as verificadas nas doencas neurodegenerativas acometem a BHE, elevando a sua
permeabilidade a fatores nocivos ao SNC (SPARKS et al., 2000; DE OLIVEIRA et al., 2020). A nossa
principal hipétese é de que tal injuria possa facilitar na passagem de colesterol via LDL, e favorecer um
efeito citotdxico direto dessa lipoproteina sobre as células gliais, em paralelo aos efeitos periféricos sobre os

macroéfagos circulantes.

Nesse cenario, parece ser relevante o estudo de estratégias anti-inflamatodrias para o manejo das alteragoes
cerebrais induzidas pela hipercolesterolemia (RODRIGUES et al, 2021). Uma molécula promissora na
atenuagdo da neuroinflamagao € a minociclina(CHOI et al. 2007; DU et al., 2001; FERRETTI et al., 2012;
GARCEZ et al., 2017). Trata-se de uma tetraciclina semi sintética de segunda geragédo empregada como
antibidtico (GARRIDO-MESA et al., 2013), que vem tendo seus efeitos neuroprotetores avaliados em
modelos experimentais de doengas neurodegenerativas, principalmente no que concerne a inibigao da
reatividade microglial (CHOI et al. 2007;

DU et al., 2001; FERRETTI et al., 2012; GARCEZ et al., 2017; GARRIDO-MESA et al., 2013; SCHOLZ et al.,
2015; WU et al, 2002). Dessa forma, acreditamos que a minociclina pode apresentar efeitos terapéuticos
nas alteracdes cerebrais induzidas pela hipercolesterolemia, em especial na reatividade microglial e sua

conexao com 0s prejuizos cognitivos.

Hipotese:

Enderego: Av. Francisco Trein, 586 - Prédio do Ambulatério - 3° andar

Bairro: CRISTO REDENTOR CEP: 91.350-200
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3357-2714 E-mail: cep-ghc@ghc.com.br

Pagina 03 de 09

209



HOSPITAL NOSSA SENHORA
DA CONCEIGAO - GRUPO 'Wﬂlﬂ
HOSPITALAR CONCEIGAO

Continuagdo do Parecer: 6.725.590

A nossa principal hipdtese é que as alteragbes cerebrais induzidas por hipercolesterolemia estao
relacionadas a processos de reatividade microglial e astrocitaria, derivada da citotoxicidade direta da LDL
sobre essas células via quebra da BHE. Também acreditamos que tais efeitos sobre o SNC ocorrem
paralelamente aos observados periféricamente sobre macréfagos sanguineos. Além disso, acreditamos que
ainibicdo da ativagao das micréglias &€ uma estratégia terapéutica interessante para prevenir e/ou atenuar o
impacto da hipercolesterolemia no cérebro, e o desenvolvimento de doengas neurodegenerativas.

Objetivo Primario:

Investigar se a exposigao direta a LDL isolada do plasma de doadores adultos quebra a homeostasia de
macréfagos periféricos, microglia e astrocitos, por levar a um fenétipo reativo, pro-oxidante e pré-inflamatorio
in vitro. Além disso, buscamos avaliar possiveis estratégias farmacolégicas de protegdo neurolégica sobre
os efeitos nocivos da LDL nas células microgliais. Objetivo Secundario:

Avaliar a toxicidade da LDL isolada de plasma de doadores adultos em macréfagos, micréglia e astrécitos,
sobre parametros de viabilidade, densidade, reatividade, proliferagdo e morte celular;

Analisar os efeitos da LDL isolada de plasma de doadores adultos sobre parametros inflamatérios de
macréfagos, microglia e astrocitos; Analisar o papel da micréglia exposta a LDL isolada de plasma de
doadores adultos como mediadora de danos sobre os neurénios, pelo uso de meio condicionado;
Avaliar alternativas terapéuticas, pela administracao de minociclina (eficiente na inibicdo da reatividade
microglial), atorvastatina e metformina.

Metodologia Proposta:

Candidatos a participantes da pesquisa presentes no departamento de Bioquimica da UFRGS serao
convidados para participar da pesquisa entre os meses de marco de 2023 até dezembro de 2027. Apods
aceitarem participar e assinar o TCLE, os participantes irdo fazer a doagao de sangue no Banco de Sangue
do Grupo Hospitalar Conceigao. Em seguida, o plasma sera separado, para ser utilizado na pesquisa,
enquanto as demais fragdes ficardo sob responsabilidade do Banco de Sangue. A bolsa de plasma sera
transportada até o Departamento de Bioquimica da UFRGS, seguindo as normas necessarias. Ao chegar no
departamento, o plasma sera utilizado para isolar a fragao de LDL. Essa fragdo de LDL isolada
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sera armazenada sob refrigeragdo (-20 °C) até sua utilizagéo nas linhagens celulares.

As linhagens de macréfagos sanguineos (RAW264.7), microglia (BV2), astrocitos (C6) e neurdnios
hipocampais (HT-22) serao expostas a concentragoes crescentes de LDL. As alternativas terapéuticas
(minociclina, atorvastatina e metformina) serao testadas conforme julgado pertinente, considerando os
resultados encontrados ao longo do estudo. A fim de avaliar os efeitos dos mediadores, produzidos pela
ativacao da micréglia, nos neurdnios, células HT-22 serdo expostas ao meio condicionado das células BV2
previamente incubadas com LDL efou minociclina.

Todas as linhagens serao expostas a LDL e/ou ao tratamento, por 24 horas ou 48 horas e em seguida serao
realizados o teste de viabilidade celular por MTT, ensaio de proliferagao celular por Sulforrodamina B,
formagao de espécies reativas de oxigénio por DCF, ensaios de citometria de fluxo, imunofluorescéncia e
RT-PCR.

Coleta de sangue e obtengédo do plasma: A coleta de sangue do participante sera realizada no Banco de
Sangue do Grupo Hospitalar Conceigao, por um profissional treinado e capacitado para essa fungao. O
profissional fard cuidadosa assepsia no brago do participante no local a ser puncionado. Ele colhera cerca
de 450 ml do sangue por meio de agulha acoplada a um conjunto de bolsas plasticas, todos estéreis e de
uso tnico. A durac@o da coleta em geral € de 8 a 12 minutos e o participante sera assistido durante todo o
procedimento. O procedimento podera ser realizado em qualquer momento do dia (manha/tarde), ndo sendo
necessario estar em jejum. Dessa bolsa de sangue sera separado o plasma, para utilizagao na pesquisa,

enquanto as demais fragdes ficardo sob responsabilidade do Banco de Sangue.

Isolamento e oxidagao de LDL: A fragao de LDL sera isolada a partir do plasma humano de candidatos
participantes presentes no departamento de Bioquimica da UFRGS. O processo de isolamento da LDL sera
realizado por meio de ultracentrifugagcao em gradiente descontinuo de densidade, conforme descrito por De
Bem et al. (2008). Sera adicionado EDTA 1 mg/mL e sacarose 0,5% ao plasma, a fim de evitar a agregacao
de LDL. O plasma-EDTA sera ajustado a densidade de 1,22 g/mL utilizando KBr 0,326 g/mL, e em seguida
serd acionado NaCl 1,006 g/mL. Na sequéncia serd executada a ultracentrifugagado a 191000 x G por 2
horas, a 4 °C em ultracentrifuga Hitachi Himac CP80WX, rotor 40ST. Ao final desse processo, a camada
contendo LDL (porgéo superior) sera coletada e dialisada durante 16 horas a 4 °C em PBS 148 mM
(Na2HPO4 8 mM, KH2PO4 1,4 mM, KCI 2,6 mM, NaCl 136 mM, pH 7,4). O teor de proteina da LDL isolada
sera determinado pelo método de Lowry (1951).

Critério de Inclusao:
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Os candidatos a participante que devidamente assinarem o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), forem maiores de 18 anos, aptos a doacédo de sangue, e que sua ultima doag¢ado sanguinea tenha
sido a mais de 60 dias (homens) ou 90 dias (mulheres). Os participantes ndo devem apresentar quadro de
hipercolesterolemia, fazer uso de algum tipo de hipercolesterolemiantes, como estatinas, ou apresentar
idade superior a 69 anos.

Critério de Exclusao:

Nao existe um critério de exclusdo, uma vez que o participante atenda todos os critérios de incluséo, nada o
torna inapto para a doacao de sangue, exceto que ele mesmo retire sua autorizagdo para particpagao da
pesquisa e desista de sua participagado no projeto. Riscos:

Dentre os riscos desse projeto tém-se o risco de quebra de sigilo dos participantes. Dessa forma, os
pesquisadores garantem o sigilo e que farao tudo ao seu alcance para manté-lo, bem como garantir a ndo
violagdo e a integridade dos documentos (danos fisicos, cépias, rasuras). Além disso, os resultados da
pesquisa serdo divulgados de forma agrupada, impossibilitando a identificagdo do participante, e somente a
equipe de pesquisa tera acesso ao material e aos dados coletados.

O trabalho também pode apresentar riscos de crigem fisica, uma vez que serd realizada a coleta de sangue
do participante e isso pode gerar algum desconforto local, acresce que ha risco de leve dor pés-coleta e
risco de formacao de hematoma ao redor do local da pungao. Assim, os pesquisadores garantem que a
coleta sera realizada por profissionais habilitados para o procedimento, e tais riscos serao resolvidos com a
observacao de procedimentos que garantam cuidados e respeito de acordo com a manifestacdo do
participante,

como: realizacdo de uma palpag¢ao cuidadosa e aplicagdo adequada da agulha, certificando-se da sua
penetragao completa na parede da veia. Além disso, ao perceber a formagao de hematoma, a agulha e o
garrote serao retirados e sera aplicada pressao no local por um periodo minimo de 3 minutos.

Objetivo da Pesquisa:

Hipétese:

A nossa principal hipétese & que as alteragdes cerebrais induzidas por hipercolesterolemia estao
relacionadas a processos de reatividade microglial e astrocitaria, derivada da citotoxicidade direta da LDL
sobre essas células via quebra da BHE. Também acreditamos que tais efeitos sobre o SNC ocorrem
paralelamente aos observados periféricamente sobre macréfagos sanguineos. Além disso, acreditamos que
a inibicdo da ativacéo das micréglias € uma estratégia terapéutica interessante para prevenir efou atenuar o
impacto da
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hipercolesterolemia no cérebro, e o desenvolvimento de doengas neurodegenerativas.

Objetivo Primario:

Investigar se a exposicao direta a LDL isolada do plasma de doadores adultos quebra a homeostasia de
macréfagos periféricos, microglia e astrécitos, por levar a um fenétipo reativo, pré-oxidante e pré-inflamatério
in vitro. Além disso, buscamos avaliar possiveis estratégias farmacoldgicas de prote¢do neurolégica sobre
os efeitos nocivos da LDL nas células microgliais.

Objetivo Secundario:

Avaliar a toxicidade da LDL isolada de plasma de doadores adultos em macréfagos, micréglia e astrécitos,
sobre parametros de viabilidade, densidade, reatividade, proliferagao e morte celular;

Analisar os efeitos da LDL isolada de plasma de doadores adultos sobre parametros inflamatérios de
macrofagos, micréglia e astrocitos; Analisar o papel da micréglia exposta a LDL isolada de plasma de
doadores adultos como mediadora de danos sobre os neurdnios, pelo uso de meio condicionado;
Avaliar alternativas terapéuticas, pela administragdo de minociclina (eficiente na inibigdo da reatividade
microglial), atorvastatina e metformina.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Dentre os riscos desse projeto tém-se o risco de quebra de sigilo dos participantes. Dessa forma, os
pesquisadores garantem o sigilo e que fardo tudo ao seu alcance para manté-lo, bem como garantir a ndo
violagdo e a integridade dos documentos (danos fisicos, copias, rasuras). Além disso, os resultados da
pesquisa serdo divulgados de forma agrupada, impossibilitando a identificagéo do participante, e somente a
equipe de pesquisa tera acesso ao material e aos dados coletados.

O trabalho também pode apresentar riscos de origem fisica, uma vez que sera realizada a coleta de sangue
do participante e isso pode gerar algum desconforto local, acresce que ha risco de leve dor pos-coleta e
risco de formagao de hematoma ao redor do local da pungao. Assim, os pesquisadores garantem que a
coleta sera realizada por profissionais habilitados para o procedimento, e tais riscos serdo resolvidos com a
observacao de procedimentos que garantam cuidados e respeito de acordo com a manifestacdo do
participante,

como: realizagdo de uma palpacéo cuidadosa e aplicagdo adequada da agulha, certificando-se da sua
penetragdo completa na parede da veia. Além disso, ao perceber a formagao de
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hematoma, a agulha e o garrote serdo retirados e sera aplicada pressao no local por um periodo minime de
3 minutos.

Beneficios:

Os participantes serao beneficiados de forma indireta, assim como a comunidade, com os resultados da
pesquisa, pois dentre os objetivos desse projeto tem-se a avaliagdo dos mecanismos da toxicidade da LDL,
a qual esta presente em concentragdes elevadas em pacientes hipercolesterolémicos, em astrécitos e
microglias, que pode estar relacionado com o desenvolvimento de doengas neurodegenerativas, e a
avaliagao do tratamento com minociclina para atenuar/reverter o processo de ativagao microglial. Além
disso, os resultados da pesquisa serdo disponibilizados em plataformas digitais.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Pesquisa adequadamente apresentada.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Todos documentos adequadamente apresentados.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa do Grupo Hospitalar Conceigcdo manifesta-se pela
aprovagao do projeto de pesquisa. O pesquisador assume o compromisso de seguir, a Resolugdo n° 466 de
2012 do Conselho Nacional de Saude que trata das diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas
envolvendo seres humanos, e, as normativas éticas complementares vigentes.

Consideragodes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa do Grupo Hospitalar Conceigdo manifesta-se pela
aprovacgao do projeto de pesquisa. O pesquisador assume o compromisso de seguir, a Resolugao n°® 466 de
2012 do Conselho Nacional de Salude que trata das diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas
envolvendo seres humanos, e, as normativas éticas complementares vigentes.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 01/02/2024 Aceito
do Projeto ROJETO 2113986.pdf 16:47:11
Outros Termo_Confidencialidade_Sigilo_ass 01/02/2024 |JADE DE OLIVEIRA | Aceito
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HOSPITAL NOSSA SENHORA
DA CONCEICAO - GRUPO W "e
HOSPITALAR CONCEICAO

Continuagdo do Parecer: 6.725.590

Qutros inado.pdf 16:45:21 |JADE DE OLIVEIRA | Aceito

Informactes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 31/01/2024 Aceito

do Projeto ROJETO 2113986.pdf 16:37:40

Outros PARECER_GHC.pdf 31/01/2024 |JADE DE OLIVEIRA | Aceito
16:37:11

Qutros Curriculos_completo.pdf 31/01/2024 |JADE DE OLIVEIRA | Aceito
16:36:40

Orgcamento Orcamento_PB.pdf 31/01/2024 |JADE DE OLIVEIRA | Aceito
16:36:04

Projeto Detalhado / | Projeto_atualizado_plataforma_brasil.pdff 31/01/2024 |JADE DE OLIVEIRA | Aceito

Brochura 16:32:47

Investigador

Projeto Detalhado / | Projeto_Plataforma_Brasil.pdf 15/03/2023 |JADE DE OLIVEIRA | Aceito

Brochura 23:24:36

Investigador _ _ -

Declaracao do Declaraca_infraestrutura.pdf 25/01/2023 |JADE DE OLIVEIRA | Aceito

Patrocinador 16:16:22

Declaracao do Declaracao_compromisso_relatorios.pdf| 20/01/2023 |JADE DE OLIVEIRA | Aceito

Patrocinador 11:06:19

TCLE/ Termos de | TCLE.pdf 20/01/2023 | JADE DE OLIVEIRA | Aceito

Assentimento / 10:57:42

Justificativa de

Auséncia

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

PORTO ALEGRE, 26 de Margo de 2024

Assinado por:

Natalia Miranda Jung
(Coordenador(a))
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