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Sabendo que RAGE é um receptor promiscuo de reconhecimento

de padrdes pro-inflamatorios extracelulares, o presente estudo visa
lucidar o mecanism 3 HSP70 extracelular em um
elucidar o mecanis F)de ac;a/o .da SP70 ext aoce ular em u N [CJcontrole [CJLps  [JHsp7o [@1omm [ 25mM [ 50 mM A AW 2647 LPS 240
modelo de resposta inflamatdria celular e avaliar a modulacéo " . e '
deste mecanismo via RAGE. S 1000000- -
7] §§1.o-
£ 3.0x107- 1 : - ‘s
g E g _ 2000000- I gg”
; % 2.0x107- z ‘i 5 0.0
ge _
..g 1.0x107- % 10000004 L
) % _ i i E g
0 0
oxiHSP70 H202 oxiHSP70 H202 B
7 L * B a
Cultura de células: > = mwa “5 e e o

@

Macrofagos da linhagem RAW 264.7 foram cultivadas em 5107 2.0x107

meio de cultura DMEM suplementado com 10% de soro g 2 et |

fetal bo.v|.no, 0.28 v.lg/p_ de gentamicina e 250 pg de AL P §§, o I ‘;«-

Anfotericina B em incubadora com 5% de CO, e a 37°C. rE] gd 7 pt o G

Tratamentos: s osich £ soaon s

’ ’ .7 : = >

As celulas foram tratadas com moléculas ja conhecidas > : | " controle

cCOMmo agonistas de RAGE: HMGB1 (1U9/mL), S100B : oxiHSP70 _ H,0, Figura 4. RAGE em.RAW 264.6., A) As células fc?ram jcratadas
. oxiHSP70  H,0, - - - 00, por 24h com LPS; o imunoconteudo de RAGE foi analisado por

(ZOHQ/m I—)l LPS (1U9/m I—) € AGE(AIbumlna ~a i cokpa - .- western blot. *P<0.05 (Teste t nao parameétrico). B) Microsco-

G“Cada)ﬂmg/m I—) A prOtelna HSP7O bO\./Ina p.urlflcada fOI Figura 3 HSP70 oxidada. Western blot das cinases provenientes do tratamento de 20 minutos das células RAW 264.7. A) p-ERK. B) p-p38. C) p-AKT. e das eelulas,
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em diferentes tempos.

Para mimetizar o espaco extracelular oxidante, as HSP70
foram submetidas a um protocolo de oxidacao com
peroxido de hidrogénio em diferentes concentracoes.
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Figura 5. Silenciamento de RAGE. A) Silenciamento por 24h e 72h realizado com trés
diferentes concentracdes de si RNA (30, 60, 90nM); o controle negativo (srcRNA) tabém
2 T 7 foi usado nestas concentracdes. Teste estatistico ANOVA seguido de pds-teste Tukey. B)
\ F% Re S u I ta d O S Microscopia das células em 72h de tratamento (aumento 20x)

-0l possivel visualizar aumento do imunoconteudo das
MAPK fosforiladas ERK e p38 nos tratamentos com S100B e
| PS. O mesmo padrao nao foi visualizado na presenca das
outras proteinas, inclusive no grupo tratado com HSP70.
Posteriormente, HSP70 foi adicionada as células em
diferentes tempos de tratamento; apos 60 minutos foi
detectada uma ativacao significativa de ERK, e nenhuma

0 Conclusao

alteracao na ativacao de p38. A expressao de RAGE foi Com a finalidade de estudar melhor o papel extracelular da proteina HSP70, sua interacao com o receptor para produtos finais de glicacao
validada em nossa linhagem; o imunocontetido do avancada e acao intracelular via RAGE-dependente, mais estudos devem ser realizados. Os agonistas de RAGE, uma vez ligados nesse
receptor encontra-se em niveis basais na célula, porém na receptor, ativam vias de sinalizacdo como a das MAPK; a proteina HSP70 também foi capaz de causar mudancas na resposta das célula
presenca de LPS, por um periodo de 24h, verificou-se um atraves da via MAPK da ERK 1/2, em um tempo de exposicao mais prolongado (Figura 2, tratamento de 60 minutos).

aumento significativo no imunocontetdo do receptor e A expressao de RAGE nos macréfagos RAW 264.7 encontra-se em niveis basais, sendo aumentada presenga de estimulos por agonista. O
ativagao dos macrotagos de acordo com a morfologia silenciamento nao foi tdo eficaz como desejado, sendo necessario a realizagdo de novos experimentos.

observada. Os resultados envolvendo o silenciamento de Para uma melhor compreensao entre a importancia da relacdo entre a proteina HSP70 e o receptor RAGE durante processos inflamatérios,
RAGE mostraram uma leve diminuicdo do imunoconteuldo, mais estudos serao realizados a fim de elucidar o processo. Tem-se como perspectiva avaliar as respostas celulares downstream da via de

entretanto, a diferenca nao foi estatisticamente sinalizacao e de retroalimentacao positiva, além da utilizacao de outras linhagens celulares .
significativa.




