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RESUMO
O 4cido lipoteicdico (LTA) € o componente majoritirio da parede celular de bactérias
gram-positivas, e a ligacdo destas moléculas a receptores existentes nas células do
sistema imune inato inicia as respostas imunoldgicas as infec¢des bacterianas, como
producdo de 6xido nitrico (NO), espécies reativas de oxigénio (ROS) e citocinas.
Aterosclerose € um processo inflamatdrio cronico, e sabe-se que a captagio excessiva
de LDL modificada, por macréfagos, causa a transformacdo destas células em células
"espumosas", as quais participam na formacao das placas ateroscleréticas. Em diversos
estudos, ¢é relatado a importincia da adenosina como um potente agente
imunomodulatério e € descrito que a ativacdo de A2aR promove um mecanismo de
defesa contra a aterosclerose, inibindo a formagdo de células espumosas. Nosso
laboratério demonstrou que em macréfagos RAW 264.7 pré-tratados com LDL a
resposta ao LTA € reduzida, com diminui¢do da secrecio de NO, TNF-o0 e MMP-9.
Além disso, quando pré-tratados com um agonista ndo seletivo de receptores de
adenosina, NECA, a producdo de NO e ROS e MMP-9 ¢ diminuida. Este trabalho teve
como objetivo fazer um estudo comparativo da resposta ao LTA da linhagem de
macrdéfagos RAW 264.7 com a da linhagem monocitica WEHI-3, investigando o efeito
de LDL e NECA sobre a acdo do LTA na producdo de NO e ROS. Nossos resultados
mostraram que as células WEHI-3 sdo menos sensiveis ao LTA que as RAW 264.7
considerando o estimulo na produ¢do de NO, ademais ndo causa nenhum efeito na
producdao de ROS. Diferentemente do que ocorre nas células RAW 264.7, LDL
potencializou o efeito de LTA na producdo de NO nas células WEHI-3, sem modificar a
producgdo de ROS. O agonista NECA néo causou nenhum efeito na producido de NO,
ROS, nem sobre o estimulo causado por LDL na a¢do do LTA. Isso sugere que LTA,

LDL e adenosina podem utilizar outras vias de sinalizag¢do na linhagem WEHI-3.



ABSTRACT

Lipoteichoic acid (LTA) is the major component of gram-positive bacteria cell wall,
and the binding of these molecules to receptors on the innate immune system cells initiates
immune responses to bacterial infections, such as nitric oxide (NO), reactive oxygen
species (ROS) and cytokines production. Atherosclerosis is a chronic inflammatory
process, and it is known that uptake of modified LDL by macrophages, causes foam cells
formation, which participate in the atherosclerotic plaques formation. In several studies is
reported the importance of adenosine as a potent immunomodulatory agent and is
described that activation of A2aR promotes a defense mechanism against atherosclerosis
by inhibiting the foam cells formation. Our laboratory found that in macrophages RAW
264.7 pretreated with LDL, the inflammatory response is reduced, with lower levels of
NO, TNF- a and MMP-9 production. Moreover, when the cells were pre-treated with a
nonselective agonist of adenosine receptors, NECA, the NO, ROS and MMP-9 production
is decreased. This study aimed to do a comparative study of the immune response of the
macrophage cell line RAW 264.7 with a monocytic cell line WEHI-3, investigating the
effect of LDL and NECA on the action of LTA in NO and ROS production. Our results
showed that WEHI-3 cells are less sensitive to LTA than RAW 264.7 on the stimulation of
NO production, and there is no effect on ROS production. Contrary to what occurs in
RAW 264.7, LDL enhanced the effect of LTA in NO production in WEHI-3 without alter
ROS production. NECA also caused no effect on NO and ROS production, neither on the
stimulus caused by LDL in the action of LTA. This suggests that LTA, LDL and adenosine

can follow another signaling pathway in WEHI-3 cell line.
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1 INTRODUCAO

1.1 Macrofagos: papel no sistema imunoldgico.

Macréfagos sao células do sistema imune que desempenham um importante papel na
defesa do hospedeiro contra substancias nocivas e estdo envolvidos em uma variedade de
processos de doengas, incluindo doengas auto-imunes, infec¢des e perturbacdes
inflamatérias (BAI et al., 2005).

A principal funcdo dos macréfagos é a fagocitose e o combate a microorganismos
invasores. (LANGERMANS et al, 1994) As células derivadas da linhagem de
mondcitos/macréfagos sdo, juntamente com os granuldcitos, os tipos de leucdcitos que
mais rapidamente chegam aos tecidos invadidos por patégenos. Uma vez localizados no
sitio de infeccdo, os macrdéfagos fagocitam os organismos infecciosos, atuando como
células apresentadoras de antigenos, e secretando um grande numero de produtos
imunoregulatérios (VERDRENGH e TARKOWSKI, 2000).

A ativagc@o dos macrofagos pode ocorrer por componentes de paredes bacterianas,
sendo estes descritos como os principais antigenos responsaveis pela ativagio da resposta
imunolégica. (VAN AMERSFOORT et al., 2003). Nas bactérias gram-negativas, o
lipopolissacarideo (LPS), componente majoritirio da parede externa, é o principal
antigeno, enquanto que nas bactérias gram-positivas, os principais antigenos sdo o dcido
lipoteicdico (LTA) e peptideoglicanos (PEG). A ligacdo destas moléculas a receptores de
reconhecimento de padrdes (Pattern Recognition Receptors, PRRs) existentes nas células
do sistema imune inato inicia as respostas imunoldgicas as infeccdes bacterianas
(TAKEUCHI e AKIRA, 2001; MEDZHITOV, 2007). Receptores na membrana das

células, chamados Toll-like receptors (TLRs), sdo os principais receptores participantes
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dessa resposta imune, sendo que no caso das bactérias gram-negativas, TLR4 € o principal
receptor, € no caso das gram-positivas, € o TLR2 (SEO et al, 2008).

Sabe-se que LPS induz uma variedade de respostas a infec¢des severas, como
inflamacdo local e choque séptico. Macréfagos respondem a LPS desempenhando um
importante papel na defesa do organismo, mas quando estas defesas estdo exacerbadas os
macrdfagos liberam quantidades elevadas de mediadores pré - inflamatérios como as
interleucinas, TNF-o, superéxidos e 6xido nitrico, perturbando a fungdo celular normal.
(ZHOU et al, 2006).

O choque séptico €, atualmente, a causa mais comum de morte nas unidades de
cuidados intensivos, estando associado com inflamagdo sistémica, falha circulatdria e
sindrome de disfun¢do miltipla de 6rgdos (PARILLO, 1993; ALTURA, 1983). A sepse
bacteriana e o choque séptico resultam da superproducdo de mediadores inflamatdrios
como conseqiiéncia da interacdo do sistema imune com bactérias e constituintes da parede
bacteriana no corpo. Nas ultimas décadas, a contribuicdo das bactérias gram-positivas na
sepse tem aumentado, sendo que na década de 90, contou com mais de 50% de casos de
septicemia, com S. aureus e S. epidermidis como responsaveis dos casos de sepse com
microorganismos gram-positivos (VAN AMERSFOORT et al, 2003).

O PEG e o LTA sdo descritos como responsaveis pela producdo de 6xido nitrico
(NO), choque séptico e faléncia mudltipla de 6rgios provocados por infecgdes com S.
aureus (DE KIMPE et al., 1995; KENGATHARAN et al., 1998). LTA também € descrito
como o principal responsdvel pela producdo de TNF-a por macréfagos expostos a
bactérias gram-positivas (SEO et al., 2008), além de estimular a produgdo de espécies

reativas de oxigénio (ROS) em mondcitos humanos (LEVY et al., 1990).



14

1.2 Lipoproteina de baixa densidade e aterosclerose

A aterosclerose ¢ uma das maiores causas de morte cardiovascular, e afeta
aproximadamente 16.7 milhdes de pessoas no mundo a cada ano. Essa doenga é um
processo inflamatério cronico caracterizado pela formacgdo de placas na camada intima da
parede arterial, levando progressivamente a diminui¢do do didmetro desses vasos, podendo
chegar até a obstrucdo total dos mesmos. Essas placas estdo formadas por células
“espumosas” e c€lulas imunes, além de células endoteliais vasculares, células musculares
lisas, plaquetas e matriz extracelular, evidenciando o envolvimento do sistema imune inato
e adaptativo na aterosclerose. (ELENA e KLAUS, 2007)

Em relacdo com a aterosclerose, sabe-se que a captacido excessiva de lipoproteinas de
baixa densidade (LDLs) modificadas, por macréfagos, causa a transformacio destas
células em células "espumosas”, as quais participam na formagdo das placas
ateroscleréticas. A modificacdo oxidativa de LDL estd assim implicada na aterogénese, ja
que esta conversdao da LDL permite que seja reconhecida por receptores “scavengers” ou
receptores de LDL oxidado.

O colesterol é captado pelas células a partir de receptores para lipoproteinas,
presentes na superficie celular. O receptor de colesterol mais bem conhecido é o receptor
de LDL (LDL receptor), que reconhece Apo B-100. Outros receptores de enorme
importancia em macréfagos sdo os receptores ‘“scavenger”, como SR-Al e CD36,
responsdveis por ligar varios tipos de moléculas, incluindo particulas de LDL e de LDL
oxidada. (ABRASS, 2004)

Sob condi¢des de estresse oxidativo, os macréfagos podem gerar espécies reativas de
oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNOS), aumentando a producdo e liberacdo de {fons

super6xido, levando assim a uma extensiva oxida¢do da LDL. Este processo de oxidacdo
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pode ocorrer também pela acdo da enzima mieloperoxidase (PODREZ et al. 1999), assim
como por rea¢do com metais como o Cu2+.(HEINECKE, 1997).

A modificagdo oxidativa de LDL pode estar associada com alteracdes na produgio de
oxido nitrico vascular. Estudos mostram que LDL modificada € capaz de reduzir a
producgdo de 6xido nitrico em macrdéfagos, acompanhada pela inibi¢do da expressdo de
iNOS, diminuindo assim a biodisponibilidade de NO e seus efeitos antiterogénicos
(SCHMID et al, 2008).

Esté descrito que em macréfagos, a inducdo da expressdo e secregdo de TNF-o e IL-
6, por LPS, sdo aumentadas enquanto a expressdo e secre¢do de IL-10 é diminuida por pré-
incubacio com LDL oxidada. (GROENEWEG et al, 2006). E descrito também que LDL
minimamente modificada induz a expressao de citocinas pré-inflamatérias, como MIP-2,
MCP-1, TNF-a e IL-6, através da ativacdo de vias de sinalizacdo dependentes e
independentes de TLR 4. (MILLER et al, 2005).

Incubagdes de macréfagos com baixas concentragdes de LDL oxidada protegem as
células de apoptose e induzem a proliferacdo celular. Em contraste, altas concentracdes e
longas incubagdes induzem a morte celular. E descrito que efeitos da LDL oxidada
dependem da intensidade da oxidacdo do LDL e da quantidade de LDL oxidado aplicado
nas células, baixas concentracdes tendem a aumentar a resposta inflamatéria dos
macrdfagos apds ativacdo, enquanto que as concentragdes mais elevadas podem reprimir a
resposta inflamatéria. (GROENEWEG et al, 2006)

Foi verificado em nosso laboratério que na linhagem de macréfagos RAW 264.7, o
pré-tratamento com LDL reduz as respostas inflamatdrias, resultando em menores niveis

de produgdo de NO, secrecdo de TNF-o. e MMP-9 (SAUTER et al. 2008).
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1.3 Adenosina

A adenosina extracelular ¢ um nucleosideo de purina envolvido na regulagdo de
diversos processos celulares. Diversos estudos mostram acdes antiinflamatérias dos
receptores de adenosina em macréfagos e mondcitos, em modelos de infeccdo por
bactérias gram-negativas. A classe de receptores de adenosina pode ser dividida em quatro
subtipos de receptores que sdo encontrados em diferentes tipos de células e tecidos de
mamiferos: Al, A2a, A2b e A3. Os receptores de adenosina fazem parte da familia dos
receptores metabotrpicos associados a proteinas G, sendo que os receptores Al e A3 estdo
associados a proteinas G inibitérias, e os receptores A2a e A2b, a proteinas G
estimulatérias (FREDHOLM et al. 2000).

Em diversos estudos, € relatada a importincia da adenosina como um potente agente
imunomodulatério e neuroprotetor , e agonistas e antagonistas destes receptores t€m sido
explorados como potenciais agentes terapéuticos para isquemia, doenga de Parkinson, e
inflamacdo (RIEGER et.al.2001).

A ativagdo de A2aR promove um mecanismo de defesa contra a aterosclerose,
estimulando a expressdo de proteinas envolvidas no transporte de colesterol modificado
(RCT), um importante mecanismo de prote¢@o contra a sobrecarga de colesterol, e inibindo
a formacdo de células espumosas e a conseqiiente formacdo de placas ateroescleroticas
(REISS et al, 2004)

Em macréfagos, a adenosina suprime a producdo de TNF-o estimulada por LPS,
presumivelmente através da ativacido de A2aR ou de A3R (HASKO et al.,1996). Agonistas
seletivos do receptor A2a também inibem vérias manifestagdes da ativacdo de células
inflamatorias, incluindo gerag¢do de superdxidos, producdo de citocinas e a expressdo de

moléculas de adesao (LAPPAS et al., 2005).
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Em nosso laboratério foi estudada a producdo de NO pela linhagem de macréfagos
RAW 264.7 estimulada por LTA e se encontrou que esté relacionada com a produgdo de
ROS. Além disso, a pré-incubagio com um agonista ndo seletivo de receptores de
adenosina, NECA, reduziu a producio de NO e ROS.(DE SOUZA et al.2009)

A incubag@o dos macrofagos RAW 264.7 com LTA aumenta a secrecdo e a
expressdo da metaloproteinase da matriz extracelular MMP 9. A pré-incubacdo com
antagonistas seletivos dos receptores A2a e A2b aumenta a atividade desta enzima em
condicdes basais, e incrementa o estimulo causado por LTA. Ja a adicio de NECA
diminuiu este estimulo. Estes resultados sugerem que o efeito estimulador do LTA sobre a
MMP-9 € modulado pela acdo dos receptores de adenosina. (DE SOUZA et al, 2009)

A adenosina extracelular aumenta em resposta ao estresse metabdlico e dano celular,
e este aumento ocorrem em condi¢des de isquemia, hipdxia, inflamagdo e trauma. A
adenosina extracelular pode ser gerada pela degradacio de ATP, ADP, e AMP
extracelulares, por uma cascata de ectonucleotidases, incluindo CD39 e CD73, assim como
pela liberacdo de adenosina intracelular através de transportadores de nucleosideos, quando
os niveis intracelulares desta aumentam devido a degradacdo de ATP, em condigdes
isquémicas. A biodisponibilidade de adenosina é limitada pelo seu catabolismo a inosina,
pela enzima adenosina deaminase (HASKO e PACHER, 2008).

Sabe-se que adenosina e o ATP, extracelulares, possuem papéis antagdnicos na
inflamacdo, de modo que o ATP apresenta efeitos pré-inflamatdrios, enquanto a adenosina
apresenta efeitos antiinflamatérios sendo que ambos s@o encontrados em niveis elevados
nos locais de inflamagéo. Deste modo, o metabolismo extracelular das purinas pode atuar

na modulacdo de efeitos pré e antiinflamatérios (BOURS et al., 2006).
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1.4 Espécies reativas de oxigénio

A geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) em células inflamatdrias como
neutréfilos e macréfagos sdo essenciais para a defesa do organismo, porém sua producio
excessiva estd implicada em uma variedade de doencas, como Alzheimer, cancer e
aterosclerose. (TEISSIER et.al, 2004)

ROS atuam como moléculas sinalizadoras intracelulares, regulando fatores de
transcrigdo envolvidos na resposta inflamatéria, como o NF-kB (FORMAN e TORRES,
2002). ROS também induzem alteragdes significativas nos perfis de expressdo génica,
incluindo a estimulagdo da expressdo de genes relacionados com o estresse, sobrevivéncia
e apoptose e a inibicdo de genes que promovem o crescimento e ciclo celular. Assim, em
macrdfagos tratados com H202, muitas vias de sinalizacdo envolvidas no processo de
apoptose e sobrevivéncia sdo ativados, incluindo p53, Akt, NF-kB, ERK e JNK. (ZHANG
et al, 2005)

A ativagdo do receptor P2X7, para ATP, medeia a produc¢do de ROS e conseqiiente
fosforilagdo de JNK (PFEIFFER et al, 2007). A produg¢do de ROS também é aumentada
pela ativacdo do receptor nuclear PPAR-ot e em macréfagos estimulados com LPS, via
complexo NADPH oxidase. (TEISSIER et al, 2004; BAI et al, 2005)

Em macréfagos expostos a LPS, a producdo de ROS participa do controle da
expressdo e secre¢do de citocinas pro-inflamatérias como o TNF-o (KIMURA et al.,
2008), IL- 8 (RYAN et al., 2004) e IL-1pB (HSU e WEN, 2002).

Assim, a produgdo de niveis elevados de ROS, em resposta a infec¢des bacterianas,
contribui para as complicagdes associadas com a resposta inflamatéria, incluindo o choque

séptico e a faléncia maltipla de 6rgaos (ANDRADES et al., 2005; VICTOR et al., 2005)
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1.5 Oxido nitrico

O o6xido nitrico (NO) é um radical de nitrogénio altamente reativo e difusivel,
envolvido na regulagcdo de diversos processos bioldgicos. Ele possui efeitos citotdxicos e
citotasticos, que sdo benéficos na defesa contra organismos patogénicos. (PAUKKERI et
al, 2007)

Os efeitos citotoxicos podem resultar de reagcdes envolvendo NO e superdxido (027,
tais como a peroxidacdo lipidica, através do peroxinitrito (ONOQ"), um intermedidrio na
reacdo de NO com ROS. Muitas células, como macréfagos ativados, produzem NO, que
possui vida meia muito curta, e é convertido a seu metabolito estavel nitrito (NO2"), este
por reagdes com superoxido ou grupo heme de proteinas forma nitrato (NO3") (LEWIS et
al, 1995)

Nos mamiferos, a formacdo de NO ¢é regulada por uma familia de enzimas,
conhecidas como o6xido nitrico sintases (NOS). Assim, o NO € sintetizado a partir da
conversdo da L-arginina a L-citrulina, utilizando NADPH e O, como co-substratos. Duas
maiores classes de NOS tem sido descritas baseadas em sua expressdo e regulacio, as
formas constitutivas presentes em neurénios (nNOS) e em células endoteliais (eNOS) e a
forma induzivel (iNOS), presente em macrofagos e outras células, e que é regulada por
LPS ou por citocinas pré-inflamatérias (KAO et al, 2005).

Nas células do sistema imune, esta enzima € responsdvel pela producdo de NO em
resposta a estimulos pré-inflamatorios, participando de miultiplos processos biolégicos,
incluindo regulacdo do tonus vascular, adesdo de plaquetas e leucdcitos, vasodilatagdo,
além da acglo citotéxica dos macréfagos contra microbios e células tumorais (VAN
AMERSFOORT et al., 2003). Entretanto, a producdo exagerada de NO pela iNOS estd

envolvida no choque hemodindmico presente na sepse, além de participar de efeitos
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deletérios oriundos de uma intensa resposta inflamatéria (VINCENT et al., 2000;
KORHONEN et al., 2005).
1.6 Citocinas

As citocinas que sdo produzidas durante processos inflamatérios, e que neles
participam, s@o estimuladores da produgdo de proteinas presentes na fase aguda da
inflamacdo. As citocinas pré-inflamatoérias incluem IL-6, IL-1B, TNF-a, interferon-y,
TGF-B e, possivelmente, IL-8 . Elas sdo produzidas por uma variedade de tipos de células,
mas as fontes mais importantes sdo os macréfagos e mondcitos nos locais de inflamacao.
(GABAY, 2006)

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) € uma citocina envolvida na regulagdo de
diversos processos fisiologicos e patoldgicos. Esta citocina pode atuar através da ligacdo
em dois receptores distintos, o TNFR 1 (ou p55) e o TNFR 2 (ou p75), os quais atuam
como homotrimeros. A sinaliza¢do dos receptores do TNF-o ocorre através da interacio
com diferentes proteinas adaptadoras citosélicas. Estas, de acordo com o tipo celular, irdo
desencadear distintas cascatas de sinalizacdo, relacionadas com o controle de processos
celulares como ativagdo inflamatoria, proliferacdo e morte (MAC EWAN, 2002).

O TNF-a possui grande importancia durante a fase aguda da resposta inflamatdria a
agentes patogénicos, estimulando alteracdes fisioldgicas que contribuem para: a eliminagdo
dos agentes infecciosos, o controle do dano tecidual e a ativacdo de processos de
reparacdo. No entanto, niveis elevados de TNF-a estdo associados com efeitos deletérios
presentes em infeccdes sist€micas (sepse) e caquexia (HEHLGANS e PFEFFER, 2005).

A interleucina-6 (IL-6) € produzida no local da inflamagao e desempenha um papel
chave na resposta da fase aguda da inflamagdo, definida como uma variedade de
caracteristicas clinicas e bioldgicas. Além disso, IL-6 exerce efeitos estimulatérios sobre as

células T e B, favorecendo a resposta inflamatéria cronica. (GABAY, 2006)
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A citocina antiinflamatéria mais produzida por macréfagos € a IL-10. IL-10 pode ser
considerado um agente importante na resolucdo da inflamacdo. Originalmente chamado
"fator de inibicdo da sintese de citocinas" por sua capacidade de inibir a secrecdo de IFN-y
e IL-2 em células Th2, esta citocina é secretada por mondcitos, macréfagos, mastocitos,
linfécitos T e B e células dendriticas (DCs). IL-10 € conhecido também como um
supressor da producdo de 6xido nitrico. (OGAWA et al, 2008)

E descrito que IL-10 inibe a ativacio de macréfagos através de mecanismos
autécrinos. Alem disso, IL-10 tem se mostrado importante na aterosclerose, onde um
modelo de rato “IL-10 knockout” mostra uma aterosclerose muito aumentada.

(GROENEWEG et al, 2006)
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2. OBJETIVOS

A maior parte dos estudos cientificos tem focado a resposta das células imunes a
infec¢gbes por bactérias gram-negativas ou ao seu principal antigeno, o LPS. Os estudos
sobre a resposta de células imunes a infeccdes por bactérias gram-positivas e seus
respectivos antigenos, LTA e PEG, existem em um nimero muito menor.

Encontramos poucos trabalhos cientificos que utilizam a linhagem monocitica
WEHI-3 em modelos de infec¢do por bactérias gram-negativas, e apenas um que utiliza
esta linhagem para estudo de infeccdo por bactérias gram-positivas.

Considerando que a linhagem de mondcitos WEHI-3 possui um fendtipo nio
diferenciado, o objetivo principal deste trabalho é fazer um estudo comparativo da resposta
imune destas células, utilizando o principal antigeno de bactérias gram-positivas, LTA,
com a da linhagem diferenciada em macréfagos, RAW 264.7, células estas, com as quais ja

trabalhamos hd algum tempo em modelos de infeccdes por bactérias gram-positivas.

Sendo assim, este trabalho tem como objetivos especificos:

1. Estudar a producdo de 6xido nitrico na linhagem célular WEHI-3 estimuladas pelo
antigeno de S. aureus acido lipoteicéico (LTA), em condicdes livres de soro ou
nao.

2. Verificar a possivel alteragdo nos niveis de NO produzidos pela linhagem celular
WEHI-3 pré- incubadas com LDL e estimuladas com LTA.

3. Estudar a produg¢do de ROS em células WEHI-3 estimuladas com LTA e pré-
incubadas com LDL.

4. Verificar o papel dos receptores de adenosina na produgdo de 6xido nitrico e ROS

nas células WEHI-3 estimuladas com LTA
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5. Verificar o papel dos receptores de adenosina na producdo de 6xido nitrico nas

células WEHI-3 pré-incubadas com LDL e estimuladas com LTA.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes

O é4cido lipoteicoico de Staphylococcus aureus foi adquirido de InvivoGen (San
Diego, EUA). RPMI 1640 e fungizone, foram comprados de Gibco™ (Invitrogen,
Carlsbad, EUA). O soro fetal bovino foi comprado de Cultilab (Campinas, Brasil). 5'-N-
ethylcarboxamido adenosina (NECA) foi adquirido da Tocris Bioscience (Ellisville,
E.U.A.) A lipoproteina de baixa densidade foi adquirida de Calbiochem. 7'-diacetato
diclorofluoresceina foi adquirido da Sigma (Saint Louis, E.U.A.). Todos os outros

reagentes foram de pureza pro-analisis.

3.2 Cultura celular

Foi utilizada a linhagem celular WEHI-3, uma linhagem leucé€mica, monocitica de
camundongo. As células foram mantidas em suspensdo em meio RPMI 1640, 10% soro
fetal bovino. Para os experimentos, as células foram plaqueadas com meio RPMI sem SFB
e incubadas com ou sem LTA nos tempos indicados nas figuras. Nas pré-incubagdes com

LDL ou agonista de receptores de adenosina, estes foram adicionados antes de LTA.

3.3 Niimero de amostras
Os experimentos foram realizados em quadruplicatas, com ao menos trés repeticdes

independentes, utilizando subculturas diferentes.
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3.4 Producdo de ROS

Espécies reativas de oxigénio foram analisadas medindo a oxidagdo de 2°,7’-
diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA). A linhagem monocitica WEHI-3 foi plaqueada
em 8x10* células/poco em uma placa de 96 pocos e incubada com DCFH-DA (10uM) por
15 minutos a 37°C. No final da incubagdo, os tratamentos foram adicionados. Nos
experimentos com LDL, houve uma pré-incubacgio com essa lipoproteina por 24 horas. A
taxa de oxidagdo de DCFH-DA foi analisada em um fluorimetro de microplacas, a 37°C,

com longitude de onda de excitacdo de 485nm e emissdo de 535nm.

3.5 Producio de 6xido nitrico

A produgdo do 6xido nitrico (NO) foi determinada pela quantificacio do produto
estavel da oxidacdo de NO — nitrito (NO,"). Resumidamente, as células foram plaqueadas
com 0,5x10° células por poco em placas de 24 pocos. Nos experimentos com LDL, as
células foram incubadas por 36 horas com LDL, sendo que nas tdltimas 24 horas, se
adicionou LTA. Nos experimentos com NECA, as células foram incubadas por 24 horas
com NECA e LTA, sendo que NECA foi adicionado 15 minutos antes de LTA. Depois do
término da incubacdo, o meio foi coletado e incubado na propor¢ao de 1:1 com o reagente
de Griess (1:1 0,1% naftil-etilenediamina e 1% sulfanilamida em 5% de acido fosférico)
por 15 minutos. O conteido de nitrito foi medido em espectrofotdmetro em uma
absorbancia de 540 nm. A concentragdo de nitrito nas amostras foi calculada usando uma

curva padrao de NaNO,.
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3.7 Analise estatistica
Os resultados sdo expressos como média + SEM. As diferencas entre as médias
foram analisadas por ANOVA com o Student-Newman-Keuls para compara¢des muiltiplas.

A significéncia estatistica foi definida como p <0,05.



27

4. RESULTADOS

4.1 Producao de o6xido nitrico em células WEHI-3 estimuladas com LTA.

As células WEHI-3 foram incubadas com diferentes concentragdes de LTA, em meio
livre de soro ou em meio com 1% de SFB. Pudemos observar um aumento significativo na
producdo de Oxido nitrico pelas células em meio livre de soro apenas em altas
concentragdes de LTA, como 20ug/ml, e de maneira dose dependente (fig. 1). Nas células
tratadas em meio com SFB, as células se tornam ainda menos sensiveis, € podemos ver um
pequeno aumento na producgdo de 6xido nitrico apenas quando tratadas com LTA em uma

concentragdo a partir de 50 pg/ml.(fig. 1)

Producéo de nitrito

“#

5 4 4

*
4 # 0 Sem soro

uM NO2-
*

3 # m Com soro

Controle LTA1ug/ml LTA10ug/ml LTA20ug/ml LTA30ug/ml LTA50ug/ml

Figura 1: Producdo de oxido nitrico em células WEHI-3 estimuladas com LTA. As células
foram incubadas em meio livre de soro, ou em meio com 1%SFB com diferentes
concentragdes de LTA, por 24 horas. Os valores sdo expressos como concentracdo de
NO2- (uM) e representam a média + SEM (n=4). *p< 0,05 versus controle, #p<0,05

comparado com a resposta a LTA com soro. ANOVA/S.N.K.
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4.2 Influéncia de LDL na producio de 6xido nitrico em células WEHI-3 estimuladas
com LTA.

As células foram incubadas por 36 horas com LDL em diferentes concentracdes, e
depois estimuladas com LTA nas udltimas 24 horas. Os resultados mostraram que a adi¢do
de LDL, nas concentracdes 10 ou 50 pg/mL, ndo altera a produgdo de 6xido nitrico na
linhagem células WEHI-3. A adicdo de LTA (30pg/mL) estimulou a producdo de NO e
este efeito foi aumentado pela LDL (fig. 2). Assim, as células quando pré-incubadas com
essa lipoproteina, em ambas as concentragcdes, aumentaram a acdo do LTA na produgdo de

NO, sendo este aumento de maneira dose dependente.

Produgao de nitrito
14 -
12 1 d
T
10
C
e 8 T
£ b
% 6 T
a a
4 a <
d
2 4
0 : : ‘ ‘ ‘ ‘
Controle LTA 30ug/ml LDL 10ug/ml  LTA+LDL10ug/ml  LDL50ug/ml  LTA+LDL50ug/ml

Figura 2. Influéncia de LDL na produgcdo de oxido nitrico em células WEHI-3
estimuladas com LTA. As células foram incubadas com LDL (10 ou 50 pg/mL) por 36
horas e estimuladas nas dltimas 24 horas com LTA (30 pg/mL). Os valores s@o expressos
como NO2- (uM) e representam a média + SEM (n=4). Letras diferentes significam

grupos estatisticamente diferentes. ANOVA/S.N.K , p>0,05.
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4.3 Influéncia de LDL na producio de ROS em células WEHI-3 estimuladas com
LTA.

As células foram pré-tratadas com LDL durante 24 horas, seguidos por 15 minutos de
incubacdo com DCFH-DA. Ao final da incubacdo, LTA foi adicionado e a oxidag¢do do
DCFH-DA analisada por 1 hora em um fluorimetro de microplacas a 37°C. Os resultados
mostram que nem LTA (30pg/ml) nem LDL (10 ou 50 pg/ml) modificaram a produgéo de

ROS.(fig. 3)

Produgédo de ROS
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200 ~
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0 10 20 30 40 50 60 70

Minutos

Figura 3. Influéncia de LDL na produgdo de ROS em células WEHI-3 estimuladas
com LTA. As células foram pré-incubadas com LDL por 24 horas. Adicionou-se DCFH-
DA por 15 minutos, e ao final da incubagdo, LTA foi adicionado e a oxidacdo do DCFH-
DA analisada por 1 hora em um fluorimetro de microplacas a 37°C. ANOVA/ SN.K ,

p>0,05.
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4.4 Papel dos receptores de adenosina na producdo de ROS em células WEHI-3
estimuladas com LTA

Assim como a adicdo de LTA néo modificou a produgdo de ROS pelas células WEHI
3, os resultados mostram que a producdo de ROS tampouco foi alterada por NECA, um

agonista ndo seletivo de receptores de adenosina (fig.4).

Producao de ROS
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Figura 4 .Papel dos receptores de adenosina na producdo de ROS em células WEHI-3
estimuladas com LTA. As células foram plaqueadas em meio sem soro por 24 horas.
Incubou-se com DCFH-DA por 15 minutos e ao final da incubagdo, LTA 30pg/ml. e/ou
NECA 10uM, foi adicionado e a oxidagdo do DCFH-DA analisada por 1 hora. ANOVA/

S.N.K, p>0,05
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4.5 .Papel dos receptores de adenosina na producdo de é6xido nitrico em células
WEHI-3 estimuladas com LTA

Na figura 5 mostramos que NECA, um agonista ndo seletivo de receptores de
adenosina, ndo modula a producido de 6xido nitrico nas células WEHI-3, estimuladas ou

nao, com LTA.
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Control LTA 30ug/ml NECA 10uM LTA + NECA NECA 20uM LTA+NECA20uM
10uM

Figura 5. .Papel dos receptores de adenosina na producdo de oxido nitrico em células
WEHI-3 estimuladas ou ndo com LTA. As células foram tratadas com LTA (30 pg/ml) e/
ou NECA 10uM ou 20uM. Quando NECA foi utilizado, adicionou-se 15 minutos antes de
LTA. Apés 24 horas, foi feita a dosagem de nitrito. Os valores sdo expressos como
concentracdo de nitrito (uM) e representam a média * SEM (n=4). *p< 0,05 versus

controle e NECA. ANOVA/S.NK.
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4.6 .Papel dos receptores de adenosina na producdo de é6xido nitrico em células
WEHI-3 estimuladas com LTA e pré tratadas com LDL

Como ja observamos anteriormente, LDL causa um aumento muito expressivo na
producdo de NO nas células estimuladas com LTA. Adicionalmente, analisamos se os
receptores de adenosina t&ém algum efeito sobre o estimulo do LDL na acido do LTA sobre
a producdo de NO. Assim como o agonista NECA ndo tem nenhum efeito na producio de
NO nas células tratadas ou ndo com LTA, tampouco apresenta efeito algum sobre o

estimulo causado por LDL na a¢do de LTA.(fig. 6)
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Figura 6..Papel dos receptores de adenosina na producdo de oxido nitrico em
células WEHI-3 estimuladas com LTA.e pré-tratadas com LDL As células foram incubadas
com LDL (10 ou 50 pg/mL) por 36 horas e estimuladas nas tltimas 24 horas com LTA (30
pug/mL). Quando NECA foi utilizado, adicionou-se 15 minutos antes de LTA. Os valores
sdo expressos como NO2- (uM) e representam a média + SEM (n=4). Letras diferentes

significam grupos estatisticamente diferentes. ANOVA/S.N.K, p>0,05.
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5. DISCUSSAO

Os macréfagos sdo células do sistema imune originadas a partir da diferenciacio de
mondcitos. Essa diferenciacdo pode ocorrer quando os mondcitos sdo ativados na presenga
de algum antigeno. Assim, eles migram da circulacdo sanguinea para os 6rgéos e tecidos,
onde se diferenciam em macrofagos maduros, adquirindo diferentes caracteristicas
morfoldgicas e funcionais, dependendo do estimulo recebido (PAPADIMITRIOU e
ASHMAN, 1989). Dessa forma, uma linhagem de macréfagos apresenta os componentes
celulares necessdrios para causar uma resposta imune em maior grau que uma linhagem
monocitica ndo diferenciada.

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, podemos concluir que as células da
linhagem monocitica WEHI-3 parecem ser menos sensiveis ao efeito do LTA, na producéio
de NO, quando comparadas a linhagem de macréfagos RAW 264.7, ja que necessitam de
doses muito maiores de LTA (30pg/ml versus lu/ml), para produzir um aumento
significativo nessa producao.

Mueller et. al (2006), mostraram em seu trabalho que a ativacdo de macréfagos
humanos € fortemente diminuida pelo soro. Quando tratadas com LTA em um meio com
4% de soro, os niveis de secre¢do de TNF-a, IL-6 e IL-8 estdo diminuidos, comparados
com os dados obtidos em meio sem soro.

Em nosso trabalho, observamos que LTA aumenta a producdo de 6xido nitrico de
maneira dose dependente em meio livre de soro nas células WEHI-3, e que esta producdo é
atenuada na presenca de soro, indicando que o soro pode bloquear alguma vias de
transducdo de sinal induzida pelo LTA, ou impedir a ligacdo de LTA a algum receptor ou
sitio de ligacdo. Os resultados de nosso trabalho sdo compativeis com os obtidos por OHKI

et al (1999), que mostraram que o soro suprime a ativacdo da linhagem WEHI-3 por LPS, e
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que este efeito inibitdrio ja € visto em uma concentragio de soro de 0,1% e é dependente
da estrutura quimica do LPS.

Quando avaliamos o efeito de LDL sobre a resposta inflamatéria das células WEHI-
3, observamos um aumento significativo na producio de 6xido nitrico quando as células
foram pré-incubadas com LDL e estimuladas com LTA, indicando que LDL aumenta os
efeitos pro-inflamatérios de LTA nessas células. De maneira inversa ocorre com 0s
macréfagos RAW 264.7, onde resultados anteriores de nosso laboratério mostraram que
LDL diminui os efeitos pré-inflamatérios do LTA.

Quanto & producdo de espécies reativas de oxigénio, LTA ndo causou um aumento
significativo, mesmo nas doses de 30pg/ml, diferentemente do que ocorre nos macréfagos
RAW 264.7 onde o LTA em uma concentragdo de 1pg/ml aumenta a producio de ROS em
apenas 10 minutos de tratamento e este aumento estd relacionado com o aumento da
producdo de NO. Nossos resultados sugerem que a producdo de 6xido nitrico pelas células
WEHI-3 nio esta relacionada com a produgdo de ROS, e que esta linhagem deve utilizar
alguma via se sinalizacdo diferente da linhagem RAW 264.7 para producdo de NO. A
incubacdo com LDL tampouco causou alteragdo na produgdo de ROS, em nenhuma das
concentragdes utilizadas em nosso trabalho.

Modificacdes da LDL sdo conhecidas por ter um importante papel no
desenvolvimento e evolucdo da aterosclerose e da aterogénese, e acredita-se estar
associada com alteragdes na produgido vascular de 6xido nitrico (NO). (SCHMID et. al.,
2008). Sabe-se que as lipoproteinas modificadas sdo mais aterogé€nicas, neste trabalho
utilizamos LDL na sua forma nativa, ou seja, ndo oxidada. De maneira semelhante ao
mostrado em nosso trabalho, NETEA et al. (2002) mostraram que pré-incubacao de células

mononucleares de sangue periférico com LDL nativo, ndo influenciou a producdo de TNF-
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a e IL-8, mas potencializam significativamente a acdo de LPS na producdo dessas
citocinas.

A aterosclerose é um processo inflamatério cronico que perturba a regulacdo do
tonus vascular pelo 6xido nitrico formado pela enzima constitutiva 6xido nitrico sintase
endotelial. Essa disfun¢éo endotelial € um evento precoce na aterogénese. Por outro lado, o
ambiente inflamatério em placas aterosclerdticas pode resultar na expressdo da 6xido
nitrico sintase induzivel (iNOS). A maioria das evidéncias suporta a hipotese de que a
liberagdo de NO endotelial protege contra a aterogé€nese, por exemplo, impedindo a
proliferacio das células musculares lisas e adesdo de leucécitos. Oxido nitrico gerado pela
isoenzima induzida pode ser benéfico, mas a liberacio excessiva pode danificar as células
da parede vascular, especialmente em combinacdo com os intermedidrios de oxigénio
reativo. (MATTHYS e, BULT, 1997)

E conhecido que receptores de adenosina medeiam as agdes antiinflamatérias da
adenosina em uma variedade de tipos celulares. MURPHREE et al (2005) descrevem que
LPS induz um aumento na expressio de mRNA de receptores de adenosina A2b, e
principalmente na expressdo do receptor A2a, e uma reducdo de expressdo dos receptores
de Al e A3, em macréfagos de camundongos. A expressdo de mRNA de A2aR, é muito
maior nas células IPM® (macréfagos intraperitoniais), WEHI-3 e macréfagos humanos do
que em mondcitos humanos (THP-1) e células endoteliais de camundongos.

Anteriormente, vimos que na linhagem de macréfagos RAW 264.7 a adenosina
diminui o efeito do LTA na producdo de NO e ROS. No presente trabalho, vimos que nos
mondcitos nao diferenciados WEHI-3, a adenosina parece nao ter a mesma fung¢@o, apesar
de dados na literatura mostrarem que essa linhagem possui receptores para adenosina.

Além disso, adenosina parece ndo ter nenhum efeito sobre o aumento de capacidade pré-
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inflamatoria destas células causadas por LDL quando estimuladas por LTA. Isso sugere
que o LTA pode seguir alguma outra via de sinaliza¢do na linhagem WEHI-3.

E descrito que apés a exposicio de células IPM ®, WEHI-3 ou macréfagos humanos
a LPS, ao longo do tempo ocorre um aumento na densidade dos receptores A2a. A ativagdo
de A2aR inibe a agregacdo das plaquetas, inibe a adesdo e estresse oxidativo dos
neutréfilos, e diminui a producdo de citocinas pré-inflamatérias em mondcitos e
macréfagos. (MURPHREE et al 2005). Com base no nosso trabalho podemos sugerir que
os receptores de adenosina ndo participam de alguns processos inflamatdrios em infecgdes
causadas por bactérias gram-positivas.
Do presente trabalho pode-se concluir que LTA, LDL e adenosina diferem ou na unido aos
receptores de reconhecimento de padrdo dos dois tipos celulares estudados, ou na acéo de
co-receptores ou na utilizacdo dos caminhos de transducdo de sinais. No entanto, mais
estudos ainda sdo necessdrios acerca dos mecanismos que essas moléculas podem estar

utilizando para provocar estas respostas.
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