& HSP70 extracelular modula o estado de ativacao inflamatoria
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A atividade extracelular da proteina de choque
térmico 70 (HSP70) foi recentemente descrita em
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expressao de TNF-a e outras citocinas . S RAGE: Silenciamento do RAGE foi realizado

pré-inflamatorias. utilizado a técnica de siRNA. Apds 48h as
I amostras foram coletadas e o conteudo de
N &

L
1

RALGE-Actin
jarbilrary units
=

RAGEGAPDH mANA

RAGE foi mensurado utilizando (A) RTgPCR
para expressao de mRNA e (B)

.. -ﬁiﬂéfﬁﬁa wessmasow iMunodeteccdo por western blot (ANOVA
@ ObJeUVO sl T e seguido de Tukey: ** p<0.01, *** p<0.001).
O objetivo deste trabalho foi avaliar se a o *A e ) S - (C) Analise da morfologia apos 48h de
eHSP70 é capaz de levar a ativacio da via w _ E*J = O ;i lE transfec¢ao. Celulas transfectadas foram
ERK1/2 através de RAGE. i | ' %f& = ! ”‘.u _ tratadas. cotn eHSP70 (1pg/uL) por 30min e
" ol = " - a fosforilacao de (D) ERK1/ERK2, (E) p38 e
" il (F) JNK foi avaliada (ANOVA seguida de
vorwwa o DL memew L e - Bonferroni: * p<0.01, ** p<0.001, #
') Metodologia e 2 o= el == p<0.0004  comparado a  células
transfectadas com scramble tratadas com
Foram utilizadas células da linhagem A549 de cancer eHSP70)
de pulm3do humano. Estas células expressam > eHSP70 induz transcricao de citocinas
constitutivamente RAGE. Para avaliar a importancia pro-inflamatorias dependente de RAGE: Celulas > Através do RAGE, eHSP70 leva a um
do RAGE na resposta celular ao tratamento com silenciadas para RAGE foram incubadas por 12h aumento da ativacdo de NF-kB: O ensaio do
eHSP70 utilizamos a técnica de silenciamento por com eH5P70. RNA foi extraldo para determinas sene repérter da luciferase foi relizado em
transfeccdo com siRNA para atenuar a expressdo os niveis de TNF-q, IL-16 ,IL-6 , 1L-13 € TGF-B células silenciadas com siRNA ou tratadas
deste receptor e também utilizamos o inibidor atraves fje* RTOIPCR-** ANOVA  seguida de com inibidores farmacolégicos para RAGE
farmacolégico do RAGE (FPS-ZM1). A ativagdo das vias Bonferroni (* p<0.05 e ** p<0.001 compara(,jo ao oreviamente ao tratamento com eHSP70 (12
de sinalizacao foi avaliada por meio de controle; # p<0.01 comparado as celulas horas). Atividade da luciferase foi medida
imunodetec¢do por western blot, ensaio do gene silenciadas para RAGE tratadas com eHSP70) (ANOVA seguida de Tukey: *** p<0.0001).
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@ Conclusao

Observamos que o tratamento com eHSP70 levou a um aumento da ativacao das vias de sinalizacao ERK1/2
e consequente transativacao de NF-kB enquanto nas células onde o RAGE foi silenciado houve uma

atenuacao desta ativacao. A expressao de citocinas pro-inflamatodrias nas células tratadas com eHSP70 e
silenciadas para RAGE foi reduzida. Baseado nestes resultados concluimos que os efeitos pro-inflamatorios

d 0'* SALAO DE INICIACAO CIENTIFICA da eHSP70 nas células A549 sao mediados pela ativacao extracelular do RAGE. Estes dados indicam que a
mmo?*’g XXVIII SIC via eHSP70-RAGE pode exercer um importante papel regulatério do estado imunologico em células de
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