GABARITO

1. Células da imunidade inata reconhecem sinais do meio extracelular por meio de
receptores em sua superficie. Uma classe importante de receptores nessas células sao
os receptores de reconhecimento de padrdo (PRR), que reconhecem padrdes
moleculares associados a patdgenos (PAMPs) ou padrdes moleculares associados ao
dano tecidual (DAMPs). A ligacdo dos PAMPs ou DAMPs aos PRRs ativa a porg¢do
citoplasmatica dos receptores, com transducdo de sinal até o nucleo da célula, gerando
modificacdes na transcricdio de genes especificos. Sobre este proceso bioldgico,
responda:

a) Quais os tipos de RNA explorados no artigo de Allen e colaboradores, e qual o papel
deles na expressao génica (10 pts)?

No artigo de Allen sdo abordados os pequenos RNAs microbianos (msRNA), RNA
mensageiros (MRNA), RNA ribossomal (rRNA), RNA transportador (tRNA) e pequenos
RNA de interferéncia RNAs (siRNA). Os msRNA sdo estruturais/ribossomais. Nos
hospedeiros, Allen e colaboradores mostraram que os msRNA ativam os receptores do
tipo toll 8 (TLR8) promovendo a translocacdo do fator de transcricio NF-kB para o
nucleo da célula e aumento da transcricdo génica e, consequentemente, aumento de
MRNA de genes alvos. O mRNA é uma coépia de um segmento do DNA e leva a
informagdo genética para a tradugdo de proteinas nos ribossomos. Os ribossomos sao
compostos de rRNA e proteinas ribossémicas. Os rRNA sdo importantes no processo de
traducdo de proteinas, com fungdo catalitica, de reconhecimento do cédon de iniciacdo
e alinhamento do mRNA, relevantes na decodificacdo do mRNA e na producdo de
proteinas. Neste processo o tRNA conecta o codigo genético do mRNA aos aminoacidos
correspondentes, no qual cada tRNA carrega um aminodcido especifico. Os siRNA
regulam a transcricdo génica através do silenciamento da expressdo de genes
especificos, através da degradacao do mRNA alvo ou inibi¢do da sua traducgao.

b) A figura 1G mostra que o tratamento com nLDL induz a expressdo de mRNA para
IL1B e IL6 em macréfagos com fendtipo proé-inflamatério (derivados de mondcitos
estimulados com GM-CSF e IFNgama), enquanto o tratamento com nLDL ndo altera a
expressdao de mRNA de IL1B e IL6 em macréfagos alternativamente ativados (derivados
de mondcitos estimulados com M-CSF, IL4 e IL-13). Quais possiveis diferencas de
controle da expressdo dos genes para IL1B e IL6 nos subtipos de macréfagos que
poderiam explicar estes resultados (10 pts)?

Abordar possiveis controles diferenciais na expressao génica. Ex: Presencga e atividade
aumentada de fatores de transcricdo especificos, ex: NFkB, nos macréfagos
pro-inflamatérios. Marcas epigenéticas diferenciais nas regides promotoras génicas.
Por exemplo, a auséncia de metilacdo de citosinas e presenca de acetilacdo de caudas
de histonas nas regides promotoras dos genes de ILB e IL6 dos macréfagos
pro-inflamatdrios, o que leva ao menor empacotamento da cromatina e maior
expressdo destas citocinas nas células com fendtipo pré-inflamatério. Foi considerada
nota integral, as respostas contendo pelo menos 2 possiveis controles, e parcial quem
considerou apenas um.



2. Nos artigos publicados em revistas cientificas de elevada relevancia e alcance é
muito comum a utilizacdo de multiplas metodologias para validar ou confirmar um
mesmo resultado, por exemplo, técnicas que avaliam tanto a expressao génica quanto
a presenca do produto do gene.

a) A Figura 1 demonstra que o tratamento com nLDL induz inflamagdo em macrdéfagos
pela via do fator de transcricdo NF-KB. Aborde quais metodologias foram utilizadas e
como elas explicam a questdo central — inflamagao induzida pela LDL (10 pts).

As metodologias utilizadas na figura 1 sdo:

a. Sequenciamento de RNA dos macrdfagos THP-1 diferenciados por PMA tratados
com 0,5 mg.ml-1 nLDL por 24 horas, comparado com controle nao tratado e analises de
bioinformatica dos dados gerados. Com isso foram observados 365 genes regulados
positivamente e 141 regulados negativamente (fig 1A). Com a andlise de
enriquecimento para fatores de transcri¢ao, os autores observaram que varios destes
genes estavam relacionados a NF-kB e C/EBPB (reguladores de inflamacdo e
arteriosclerose) (1B). Em 1C eles apresentam ainda um heatmap dos transcritos da
figura 1A dentro do cluster ReLA (NF-kB p63)

b. PCR quantitativa (qPCR) por transcriptase reversa (RT-qPCR) para avaliar a
expressdo relativa de IL1B, IL6, TNF, CXCL2, PLIN2 e IL10 em células THP-1 em trés
diferentes tempos pds exposicao ao nLDL para a validacdo da resposta observada no
sequenciamento de RNA, uma vez que a resposta ao nLDL envolve a produc¢do ou
inibicdo de citocinas relacionadas a NF-kB e C/EBPB (Fig 1D); PCR quantitativa para
verificar a expressao de IL1B, IL6 e TNF em PBMC (CD14+) recém isoladas ou
diferenciadas por GM-CSF e IFN ou, alternativamente por M-CSF, IL-4 e IL13, tratadas
ou ndao com nLDL para verificar se o nLDL também induz um padrao inflamatério nas
células humanas provenientes de cultivo primario e em qual tipo de macréfagos (Fig
1G) e PCR quantitativa (QPCR) por transcriptase reversa (RT-gPCR) para avaliar a
expressao relativa com relagao ao tempo (Fig. 1H) ou dose (Fig. 1J) resposta de IL1B,
IL6, TNF, CXCL2, PLIN2 em PBMC humanos tratados com GM-CSF e IFN.

c. ELISA para dosagem de citocinas. Foi testada a producgdo de IL1, IL-6, TNF, VEGF-A,
IL-12 p70 IFN em células THP1 tratadas ou ndo com nLDL em diferentes tempos de
exposicao (Fig 1E). Também foi dosada a producao de IL6 em PBMC para a verificagdo
do tempo (Fig. 11) ou dose (Fig. 1K) resposta em PBMC tratadas com GM-CSF e IFN.



d. Western blotting (imunoblotting) para verificar a producdao de APOB100, PLIN2, IkBa,
IKKB e IL1 em células THP-1 apds exposicao a diferentes doses de nLDL (verificagdo de
efeito dose-resposta)

Em resumo, os autores comegaram os testes demonstrando que o tratamento
de macréfagos THP-1 (linhagem de células humanas) com nLDL poderia induzir a via do
NF-kB e C/EBPB, por uma metodologia de alto rendimento (sequenciamento de RNA) e
depois validaram o modelo deles mostrando que genes relacionados a esta via estavam
diferencialmente expressos em células THP1, em diferentes tempos (RT-qPCR).
Também utilizaram ELISA, que é uma metodologia quantitativa para demonstrar a
producdo de citocinas [ou seja, que o produto do gene esta de fato sendo expresso, ja
gue mecanismos pos-transcricionais podem afetar a producdo das proteinas (ou
citocinas, neste caso), afetando a obtencdo do produto final do gene, que neste caso
sdo as citocinas avaliadas]. Eles também validaram o modelo em cultivo primario de
PBMC de humanos (CD14+) e verificaram que as PBMC diferenciadas com GM-CSF e
IFN (perfil inflamatdrio), mas nao as diferenciadas alternativamente com M-CSF, IL4 e
IL13 apresentavam um perfil de resposta ao nLDL semelhante as células THP1 em
funcdo do tempo ou dose. Isso foi observado tanto em relacdo a expressao de genes
relacionados ao NF-kB e C/EBPB (RT-gPCR), quanto a producdo de IL-6, mensurada por
ELISA. Finalmente, a producdo de algumas proteinas de forma dose-resposta ao
tratamento com nLDL também foi avaliada por imunoblotting, que é uma técnica que
também mensura o produto final do gene (proteinas) de forma semi-quantitativa. Com
este conjunto de resultados eles demonstraram que nLD produz efeitos tempo e dose
resposta tanto em macréfagos de linhagem quanto em células primarias e que estes
efeitos estdo relacionados a via do NF-kB e C/EBPB. Além disso, o tratamento com nLDL
resulta no acumulo de APOB, uma proteina essencial do LDL e na formagdo de droplets
em macroéfagos, ja que resulta no acumulo de PLIN2. Este conjunto de experimentos
demonstrou o papel do nLDL na ativagdo de macrofagos via NF-kB e C/EBPB.

Tépicos avaliados quanto 8 menc3do/discussdo, durante a correcdo da questio:

Sequenciamento de RNA e andlises de bioinformatica
Importancia do NF-kB e C/EBPB

RT-gPCR

ELISA

Imunoblotting

Uso de diferentes tipos celulares (células de linhagem — THP1 e de cultivo
primario — CD14+ derivadas de PBMC)

Tempo e dose-resposta



b) Os autores também utilizaram diferentes abordagens experimentais para identificar
os receptores responsaveis pelo reconhecimento do RNA microbiano nas LDL. Dentre
os diversos receptores considerados, qual receptor foi identificado como essencial para
a ativacdo dos macréfagos? Como a participacdo desses receptores foi comprovada ou
descartada experimentalmente? Cite as abordagens experimentais utilizadas (10 pts).

Como os proprios autores mencionam, TLR8 é necessario e suficiente para a ativagao
de NF-kB em macréfagos humanos. Varios experimentos corroboraram esta hipdtese.

Primeiro, embora os autores tivessem demonstrado que as particulas de nLDL isoladas
por eles ndo continham LDL oxidado (oxLDL) (material suplementar) eles fizeram alguns
experimentos para descartar a presenca de oxLDL e o efeito relacionado a estas
particulas. Eles trataram previamente as células CD14+ (diferenciadas por GM-CSF e
IFN) com C29, que é um inibidor de TLR2, e viram que este pré-tratamento nao
blogueou o efeito produzido por nLDL, verificado pela expressdo de IL1B, IL6 e TNF
(Fig. 2A) ou pela producdo de IL-6 (testada por ELISA) (Fig. 2B) induzidas pelo
tratamento com nLDL. Além disso, o tratamento com nLDL ndo induziu a expressao
génica de HMOX1, gene chave cuja producdo é induzida por oxLDL. Com estes
primeiros testes os autores demonstraram que o efeito observado realmente é
dependente de nLDL e ndo das particulas oxidadas (oxLDL), ja que estas estimulam
TLR2.

Em seguida, eles verificaram a secrecdo de TNF em macrdfagos THP1 pré-tratados com
bafilomicina A ou EGTA. Enquanto o EGTA, que é um quelante, aboliu a secrecdo de
TNF em resposta a LPS (ligante de TLR4), ssRNA40 (ligante de TLR8) e nLDL, a
bafilomicina, que é um inibidor da maturagdo do fago-lisossomo, sé aboliu o efeito ao
ssRNA40 e ao nLDL, mostrando que o efeito observado ao tratamento com nLDL se
deve, provavelmente a um receptor endossomal (como, por exemplo, TLR8) (Fig. 2C).

Cada receptor de TLR foi ainda co-expresso em células HEK293T com um gene reporter
de luciferase controlado por um promotor de NF-kB e as células foram tratadas om o
ligante de cada TLR ou com nLDL e foi observado que o tratamento com nLDL sé ativou
o TLR8 (Fig. 2D),

Por immunoblot foi demonstrado que os niveis de TRL nas células HEK transfectadas foi
semelhante aos niveis encontrados nas células THP1 ou nos macréfagos CD14+
isolados primariamente de humanos (Fig. 2E).

Macréfagos THP1 foram silenciados com siRNA anti-TLR8 (e com siRNA “embaralhado”
— siScr - usado como controle) e foi confirmado que siTLR8, mas ndo siScr reduziu a
expressdo de TLR8 (RT-gPCR). Além disso, siTLR8, mas ndo siScr reduziu a expressao
génica de genes relacionados a NFkB (IL1, IL6 e TNF) (RT-qPCR) (Fig 2F) e a producdo de
IL6 e TNF (mensurada por ELISA) (Fig 2G) em células tratadas com nLDL, corroborando
que o efeito de nLDL em THP1 se da por ativagao de TLR8.



Finalmente, células THP1 foram pré-tratadas com CU-CPT9a, que é um inibidor de TLR
8 e foram expostas a ssSRNA40 ou nLDL e, este tratamento com inibidor de TRL-8 afetou
de forma similar a produgcdo de citocinas em resposta ao tratamento tanto com
ssRNA40 quanto com nLDL, mostrando que ambos participam da mesma via (Fig 2H —
expressao génica — RT-gPCR) (Fig. 21 — ELISA).

Complementarmente, eles mostraram que camundongos knockout para TLR7 também
respondem a nLDL via NFkB, embora o uso de CU-CPT9 nao tenha bloqueado o efeito
do nLDL em camundongos.

Tépicos avaliados quanto @ mencdo/discussdo, durante a correcdo da questdo:

Mengao ao TLR8

Exclusdo do efeito causado por LDL oxidado, via TLR2, por meio do uso do
antagonista C29

Exclusdo do efeito causado por LDL oxidado pela auséncia de inducdo da
expressao de HMOX

Demonstracao da participacdo de algum TLR endossomal na resposta ao nLDL
(experimentos com EGTA e Bafl)

Experimento de co-expressdo de cada um dos TLR com um gene repdrter de
luciferase controlado por um promotor de NF-kB em células HEK293T

Mencdo ao blotting, demonstrando que TLR8 estava sendo produzido nas células
HEK293T

Meng¢ado aos experimentos com TLR7

Experimentos de silenciamento com siRNA anti-TLR8, demonstrando o papel
deste receptor no efeito produzido por nLD

Uso do antagonista de TLR8 (CU-CPT), reafirmando o papel deste receptor no
efeito induzido por nLDL



2 c¢) No estudo de Allen e Colaboradores, dois modelos de animais transgénicos foram
utilizados para o estudo da aterosclerose, o camundongo knockout para ApoE (Apoe
-/-) e o camundongo knockout para ApoB100 (Abob100-/-). Tomando por base a
funcdo fisioldgica destas proteinas, explique por que estes sdo bons modelos de
aterosclerose? (10 pts)

A apolipoproteina E (ApoE) tem a funcgdo fisiolégica de transporte reverso do
colesterol, possibilitando a lipoproteina de densidade alta (HDL) recolher o excesso de
colesterol dos tecidos e leva lo ao figado, onde poderd ser transformado em sais
biliares e posteriormente eliminado do organismo. A ApoE também participa do
transporte do colesterol e triglicerideos de origem da dieta, através da associagdao com
a lipoproteina Quilomicron, permitindo a entrada do quilomicron remanescente no
figado. Atua, portanto, na homeostase do colesterol no organismo.

A apolipoproteina B (ApoB) tem fungdo essencial na estrutura de LDL. Atua também no
transporte e metabolismo das lipoproteinas que carregam colesterol e triglicerideos,
especialmente as lipoproteinas de densidade baixa e de densidade muito baixa (LDL e
VLDL, respectivamente). A ApoB é o ligante do receptor de LDL (Ldlr), permitindo a
captagdo de LDL, e portanto colesterol, pelos tecidos.

Com base na funcgdo fisioldgica dessas proteinas, os camundongos apoE ou IdIr
knockout ndo realizam o transporte de colesterol da corrente sanguinea para os
tecidos, e esse se acumula na circulacdo na forma de LDL, possibilitando sua adesdo
nas paredes dos vasos sanguineos durante a formacdo das placas aterosclerdticas.
Dessa forma, esses animais permitem o estudo da interacdo entre lipidios, inflamacao,
e imunidade na aterosclerose.

Foram consideradas satisfatdrias as respostas que citaram as funcdes da ApoE e/ou
ApoB, e correlacionaram com a fisiopatologia da aterosclerose.

3) Na Figura 3, os autores demonstram que as LDL nativas transportam moléculas de
RNA pequenas, de origem do préprio hospedeiro e/ou de microorganismos. No
entanto, apenas mostrar que as LDL contém estas moléculas de RNA nao é suficiente
para determinar sua participacdo na ativacdo de macréfagos. Como os autores
comprovaram que os sRNAs que estavam aumentando o perfil inflamatério dos
macrofagos eram microbianos (10 pts)?

Primeiramente os autores caracterizam as moléculas de sRNAs dos LDL por RNAseq.
Fizeram mapeamento contra o genoma humano (host) e contra bancos de dados de
RNAs estruturais (ex. SILVA - banco de dados de rRNA). Perceberam que os sRNA
microbianos eram 16X mais abundantes que do préprio host. Para comprovar se estes
msRNA estavam aumentando o perfil inflamatério, os sRNAs de tamanhos similares
foram isolados de células humanas e de Escherichia coli e foram transferidos para
macrofagos THP-1. Os sRNAs de E. coli promoveram aumento da expressao de IL1B, IL6



e IL12B quando comparados ao controle positivo (ssRNA ORNO06). Por fim, para
determinar se o conteudo de sRNAs confere a nLDL sua capacidade inflamatéria em
macrofagos, particulas de LDL reconstituida (rLDL) sem sRNAs foram geradas por meio
da remocdo seletiva do nucleo lipidico neutro da nLDL. Apenas a nLDL foi capaz de
aumentar a expressao de genes inflamatdrios e a secrecdo de citocinas nos macréfagos
tratados.

Foram consideradas satisfatérias, de forma comparativa, as respostas que citaram os
trés experimentos acima.

4. Considere as afirmacOes abaixo sobre os diversos modelos e estratégias
experimentais usados no artigo de Allen e Colaboradores LDL delivery of microbial
small RNAs drives atherosclerosis through macrophage TLRS.

(A) Analise global do sRNA do hospedeiro e microbiano em amostras de LDL nativa
isoladas de voluntarios saudaveis.

(B) Analise em larga escala do transcriptoma de células unicas isoladas das placas de
ateroma de camundongos com aterosclerose.

(C) Estimulo de macréfagos com LDL nativas apds a remocgdo de seu nucleo lipidico e
reconstituicdo com colesteril-linoleato marcado.

(D) Investigagao do smRNA em LDL de camundongos de linhagem germfree.

(E) Estabelecimento dos oligonucleotideos nt-LNA como antagonistas seletivos de TLR8
humano e murino.

Responda:

a) Lipoproteinas tem diversas fungdes bioldgicas reconhecidas tanto no metabolismo
lipidico quanto na resposta inflamatdéria. Qual dos modelos e abordagem experimental
acima estabelece que a ativacao de macroéfagos pela nLDL se deve a presenca de RNA
microbiano? Justifique sua respostas e descreva quais experimentos controles foram
necessarios para atestar que as demais funcdes das LDLs ndo foram afetadas pelo
procedimento realizado.

Resposta: Modelo C: Estimulo de macréfagos com LDL nativas apds a remogao de seu
nucleo lipidico e reconstituicdao com colesteril-linoleato marcado.

Ao remover o nucleo lipidico das LDL (que continha os sRNA microbianos) e
reconstitui-las com colesteril-linoleato, as LDL perderam a funcdo de ativacdo
inflamatéria dos macroéfagos. As respostas que indicaram apenas o Modelo A nao
foram consideradas corretas, uma vez que demonstrar a presenca de sRNA microbiano
nas nLDL n3o necessariamente indica que estes sSRNA sdo responsaveis pela ativacao



dos macroéfagos. Apenas ao remover os SRNA observar a perda de funcdo, pode-se
estabelecer relagdo de causa e consequéncia entre esses eventos (presenca de sRNA
microbiano e ativa¢do inflamatdria do macréfago).

Para controlar que o modelo funciona e as demais fung¢des das LDL ndo haviam sido
afetadas pela reconstituicdo os autores realizaram diversos experimentos a fim de
demonstrar:

1) Auséncia de sRNA nas LDLs reconstuidas;

2) Quantificagdo de proteinas, colesterol, triacilgliceréis, fosfolipideos e
apolipoproteinas nas LDL nativas e reconstituidas, demonstrando semelhanga
entre elas;

3) Avaliacdo da capacidade das LDLs reconstituidas de entregar lipideos aos
macrufagos, avaliada a partir da marcacao de lipideos neutros com oil red O em
macroéfagos incubados com as LDL reconstituidas em comparagdo a LDL nativa.

b) Qual dos modelos e abordagem experimental acima estabelece uma ferramenta
biotecnoldgica com potencial terapéutico. Justifique sua resposta e explique por que os
experimentos, tanto in vitro quanto in vivo, suportam uma sensibilidade conservada ao
nLDL apesar das diferengas estruturais entre os TLR8 de humanos e camundongos.

Resposta: Modelo E: Estabelecimento dos oligonucleotideos nt-LNA como
antagonistas seletivos de TLR8 humano e murino.

O modelo acima estabeleceu uma ferramenta com potencial terapéutico, pois o
tratamento com mt-LNA demonstrou efeito significativo na protecdo contra o avanco, e
até na regressao, da patologia em animais com aterosclerose. Em modelos in vitro, foi
demonstrada acdo seletiva do oligonucleotideo como antagonista do receptor TLR-8
tanto em células primarias humanas, células primarias murinas e modelos de
transfecgdo com o TLR8 humano e murino. A funcionalidade do TLR8 em camundongos
é controversa, pois os ligantes até entdo conhecidos para o TLR8 humano (incluindo os
ssRNA virais ou sintéticos) sdao reconhecidos pelo TLR7 em camundongos. Ou seja, O
TLR7 murino reconhece os agonistas de TLR7 e 8 humanos, ndo sendo até entdo
conhecido um ligante para o TLR8 murino. Além disso, o TLR8 murino falta uma
sequéncia de 5 aminoacidos, em relacdo ao humano. Os autores identificaram a nLDL
como um ligante ndo sé para o TLR8 humano, mas também murino, levando a ativagao
de NF-kB apesar da falta de resposta aos agonistas sintéticos. Portanto, a nLDL é um
agonista com sensibilidade conservada entre as duas espécies. Os autores também
demonstraram que, diferente dos demais agonistas do TLR8 humano, a nLDL nao é
reconhecida pelo TLR7 em camundongos, uma vez que macréfagos derivados da
medula de camundongos knockout para o TLR7 ainda eram responsivos a nLDL,
demonstrando que este receptor ndo é necessdrio para o reconhecimento da nLDL por



macréfagos em camundongos. Tais resultados demonstram a sensibilidade conservada
do TLR8 humano e murino a LDL nativa.

4c) Os autores demonstraram que as LDL transportam RNA majoritariamente de
microorganismos.

Qual(is) os modelos e abordagem experimental acima busca demonstrar que o sSRNA
microbiano carregado pelas LDL deriva da microbiota?

Resposta: (D) Investigacdo do smRNA em LDL de camundongos de linhagem germfree.
Os autores conseguiram validar completamente essa hipétese?

Resposta: Ndo validaram completamente

Justifique com base nos resultados observados

Resposta: A presenca de msRNA em LDL humanas e de camundongos foi
demonstrada, e a hipdtese inicial sugeria que esses msRNA seriam provenientes da
microbiota. Contudo, o estudo com camundongos germfree mostrou que, mesmo na
auséncia da microbiota, ainda foram detectados niveis similares de msRNA nas
lipoproteinas, incluindo LDL e HDL. Assim, os autores concluiram que a origem desses
msRNAs pode ser mais complexa, envolvendo tanto fontes enddgenas quanto
ambientais (exposicdo ambiental, dieta, manipulacdo experimental), e ndo puderam
afirmar de forma definitiva que esses RNAs derivam exclusivamente da microbiota
residente.

5 - Qual o mecanismo/delineamento molecular proposto para a ativacdo da resposta
inflamatoéria por msRNA transportado pelas LDL (10 pts)?

Resposta FIGURA 7 E

(1) As nLDL com msRNA associado como carga sdo internalizadas e catabolizadas na
rede endossomal;

(2) o msRNA liberado durante o catabolismo é reconhecido pelo TLR8 endossomal, o
que pode ser inibido por oligonucleotideos quimicamente modificados (por exemplo,
nt-LNA);

(3) a ativagdo do TLR8 promove a translocagdo do NF-kB para o nucleo e a indugdo da
expressao de genes-alvo (por exemplo, TNF, IL6 e IL1B);

(4) ocorre a liberacao de citocinas que iniciam uma resposta imune inata;

(5) a inflamacdo sustentada mediada por LDL-msRNA promove a progressao da placa
aterosclerética e dificulta sua resolucao.



