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RESUMO

Considerando que as doengas cardiovasculares representam a maior causa de
mortalidade ¢ morbidade em paises ocidentais, a aterosclerose se destaca pelo fato de
predispor os pacientes ao infarto do miocardio, a acidentes vasculares cerebrais e a doencas
vasculares periféricas. Neste contexto, a oxidagao de lipoproteinas do plasma, particularmente
LDL, ¢ um dos fatores de risco para eventos cardiovasculares, pois ¢ reconhecida e
internalizada por macrofagos, ocasionando a sua diferenciacdo em foam cells. Diversos fatores
participam deste processo de diferenciagdo, como a expressao de receptores de scavenger CD
36, proporcionando aumento na captagdo de LDL oxidada, aumento na sintese endégena de
colesterol e ativacdo de fatores nucleares que iniciam a transcri¢cdo de proteinas especificas e
fatores de crescimento que disparam a aterogénese. Os fendmenos celulares relacionados a
apoptose também sdo de especial importancia, tanto no desenvolvimento da lesdo
aterosclerdtica como na estabilidade da placa e formacdo de trombos. As prostaglandinas
(PGs) ciclopentendnicas (CP-PGs), em particular a PGA; e a 15-desoxi-A'*'*-PGJ, sdo uma
classe especial de PGs que, em diminutas concentracdes, disparam a expressdo das proteinas
de choque térmico (hsp), que sdo citoprotetoras. Além disso, CP-PGs bloqueiam a ativacdo do
fator nuclear pro-inflamatorio NF-kB tornando-as potentes agentes antiinflamatorios. Embora
as PGs das familias A e J guardem uma série de caracteristicas em comum, a 15-desoxi-A'>"*-
PGJ, € o ligante fisiologico do fator nuclear pro-aterogénico PPAR-y, enquanto as PGs da
familia A ativam apenas a via citoprotetora das hsp. Este trabalho teve como objetivo avaliar
os efeitos das CP-PGs sobre a expressao génica de fatores relacionados a diferenciagdo de
macrofagos em foam cells, bem como proteinas reguladoras do processo de apoptose, em
células da linhagem pré-monocitica humana U937. Para tal, as células foram tratadas com CP-
PGs em presenca e/ou auséncia de LDL nat e LDL ox, o RNA foi extraido para a realizagao de
RT-PCR para PPAR-y, CD 36, HMG-CoA redutase e proteinas de apoptose Caspase 3, p53 e
Bcl-xL. O tratamento estatistico utilizado foi andlise de variancia (ANOVA one-way) e teste
“t” de student, com resultados expressos como médias + desvios-padrdo da média, com
P<0,05. Os resultados obtidos demontraram que as CP-PGs PGA; (20uM-24h) e PGJ,
(1,5uM-24h) inibiram a expressdao génica do fator nuclear PPAR- v (64 % (PGA,), 88 % (15-
d-PGlJ,)) nas células U937, em presenca de LDL oxidada, quando comparado ao controle.
PGA; inibiu a expressao de HMG-CoA redutase (33 %), enzima chave da sintese de colesterol
intracelular, e o tratamento com as CP-PGs também inibiu a apoptose nas células tratadas em
presenga de LDL oxidada. Os dados sugerem que as CP-PGs apresentam grande potencial
para o tratamento da aterosclerose, ja que, além de apresentarem efeito antiinflamatorio,
inibem a expressao do fator nuclear préo-aterogénico PPAR-y, do receptor de scavenger CD36
(apenas a 15-desoxi-A'>'*-PG],) e da enzima HMG-CoA redutase. O bloqueio da apoptose
nas células estudadas pode estar relacionado a citoprote¢do oferecida por estas PGs. Embora
investigagdes in vivo deste laboratorio tenham mostrado a eficacia do tratamento com CP-PGs
em camundongos portadores de aterosclerose, estudos adicionais sdo necessarios para
esclarecer-se o efeito antiaterogénico das mesmas.

Palavras chave: prostaglandinas ciclopentendnicas, aterosclerose, LDL, apoptose,
macréfagos foam cells



ABSTRACT

Inasmuch as cardiovascular diseases are a major cause of mortality and morbidity in
western countries, atherosclerosis is highlighted for being a main cause of brain strokes and
peripheral vascular diseases. Low density lipoprotein (LDL) particles are the major carriers of
cholesterol towards extrahepatic tissues in the blood. The oxidation hypothesis of
atherogenesis proposes that LDL must be oxidatively modified to trigger the pathological
events of atherosclerosis. Apoptosis is another important factor to both development of
atherosclerosis lesions and cloth formation. Cyclopentenone prostaglandins (CP-PGs),
particularly PGA, and 15-desoxi-A'>'*-PGJ, are a special class of prostaglandins (PGs) wich,
in minute amounts, trigger the expression of heat shock proteins (hsp) that are, in turn,
cytoprotectors. Moreover, CP-PGs impair the activation of the pro-inflammatory nuclear
factor NF-kappa B, which makes CP-PGs potent anti-inflammatory agents. Although type A
and J PGs present many commom different features between one another, 15-desoxi-A'*'*-
PGl is the physiological ligand of the pro-atherogenic nuclear factor PPAR-y, whereas PGs of
A-family activate only the cytoprotector hsp pathway. Since CP-PGs are anti-inflammatory
and atherosclerosis is a typically inflammatory disease of vascular wall, this work aimed to
investigate CP-PG effects on the expression of some factors related to macrophage-foam cell
differentiation as well as apoptosis regulatory proteins in human pro-monocytic leukemia line
U937 cells. Cells were treated with CP-PGs in the presence or absence of LDL (native or
oxidized) and total RNA was extrated to be probed to PPAR-y, CD36, HMG-CoA reductase as
well as apoptosis pathway proteins caspase 3, p53 and Bcl-xL by RT-PCR. Statistical analysis
were performed by one-way ANOVA and Student “t” test by using the means + S.E.M. and
p<0,05. Data showed that treatment whith PGA, (20 pM) and 15-desoxi-A'>'"*-PGJ, (15-
dPGJ,, 1.5 uM) during 24 h inhibited PPAR-y (by 64 % (PGA;), 88 % (15-d-PGJ,)), in U937
cells in presence of oxidized LDL (20 pg/mL) as compared to controls. PGA; also inhibited of
HMG-CoA reductase gene expression (by 33 %). Treatment with CP-PGs also inhibits
apoptosis in U937 cells in presence of oxidized LDL (20 pg/mL) as compared to controls.
Taken together, the results suggest that CP-PGs show a high therapeutical potential for the
treatment of atherosclerosis since, besides being anti-inflammatory, they inhibited the
expression of the pro-atherogenic factor PPAR-y, the scavenger receptor CD36 (only 15-
dPGJ,) and the key-enzyme of the cholesterogenesis HMG-CoA reductase. Impairment of
apoptosis in the cells studied may be related to the cytoprotection offered by such PGs.
Although in vivo studies from this laboratory have demonstrated the efficacy of CP-PG
treatment in atherosclerosis-bearing mice, additional studies are necessary to clarify anti-
atherogenic effects of them.

Key-words: cyclopentenonic prostaglandins, atherosclerosis, LDL, apoptosis,
macrophage-foam cells
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1. INTRODUCAO

1.1.  Aterosclerose

As doengas cardiovasculares representam a principal causa de mortalidade e morbidade
em paises ocidentais (American Heart Association, 2000). No ano de 1997, atingiram cerca de
1/6 da populagdo norte-americana com idade média de 65 anos (Keaney et al., 2000),
correspondendo, em termos percentuais, a 30% para homens e 24% para mulheres (American
Heart Association, 2000). Dentre estas doencas, a aterosclerose se destaca pelo fato de
predispor os pacientes ao infarto do miocardio, a acidentes vasculares cerebrais e doengas

vasculares periféricas.

A aterogénese caracteriza-se por uma sucessdo de desordens nas tinicas intima e
média das peredes vasculares. Tais desordens incluem aumento de permeabilidade do
endotélio, infiltracdo de mondcitos, proliferacdo de células musculares lisas adjacentes,
agregacio plaquetaria e acamulo de lipides, Ca®" ¢ de componentes de matriz extracelular

(Schmitz et al., 1991).

Estudos epidemiolédgicos t€ém identificado varios fatores de risco para a aterosclerose,
incluindo as hiperlipidemias adquiridas ou familiares (Castelli, 1992), o diabetes mellitus
(Fuller et al., 1980), a hipertensdo (Kannel, 1975), o tabagismo (McGill, 1988), a obesidade
(Hubbert et al., 1983) e os baixos niveis de HDL (Conference of consense of NIH, 1994). A

oxidabilidade das lipoproteinas, particularmente da LDL, assim como a funcionalidade do
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endotélio, também vém sendo considerados essenciais para a iniciacdo e a progressao da

aterosclerose (Boger et al., 1997; Flavahan, 1992).

Apesar da magnitude deste problema de saude publica, pouco se sabe a respeito das
causas da aterosclerose, e diversas hipdteses visam explicar seu desenvolvimento. A cldssica
teoria da infiltracdo lipidica propde que as dislipidemias, sobretudo as hipercolesterolemias,
sejam um fator decisivo para o desenvolvimento da aterosclerose (Aherns et al., 1957,
Hegsted et al., 1965; Grundy et al., 1988). A hipdtese da resposta a injaria, proposta por Ross
& Glomset (1983) e por Ross (1986), sugere que lesdes teciduais, causadas por estimulos
mecanicos, substancias quimicas, toxinas, infec¢des virais ou até mecanismos imunologicos,
provocariam modificagdes primdrias no endotélio. Tais alteragdes promoveriam o
recrutamento e ativagdo de varios tipos celulares especificos que, juntos, desfecham o quadro

aterogénico.

Devido a interagdes celulares com o endotélio ja ndo integro, macroéfagos, plaquetas,
neutrofilos e linfocitos liberam fatores de crescimento que sdo quimiotaticos e mitogénicos
para as células da musculatura lisa vascular (Schimitz et al., 1991). Estas, por sua vez, migram
da média para a intima vascular, onde perdem o fenotipo contratil, diferenciando-se em células
com caracteristicas secretorias que se proliferam, produzem fatores de crescimento e liberam
componentes de matriz extracelular que induzem ativagdo e lesdo celulares (Thyberg et al.,
1990). Fatores celulares como PAF e PDGF, produzidos por macréfagos da lesdo tecidual,
induzem as células endoteliais a produzirem o fator de von Willebrand (Hashemi et al., 1993),
recrutam e ativam plaquetas que, por sua vez, produzem grandes quantidades do eicosandide

altamente vasoconstritor tromboxana A, (Buzzard et al., 1993).
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Devido a injuria ao endotélio nos estdgios iniciais da aterogénese, as células
endoteliais passam a apresentar maior reciclagem metabolica, levando a replicacdo celular,
aumento de permeabilidade para elementos do plasma e ativacdo de proteinas do sistema
complemento, o que favorece a infiltragdo de monocitos (Schimitz ef al., 1991). Nas camadas
subendoteliais, ocorre diferenciacdo destes monocitos em macroéfagos com habilidade de
acumular grandes quantidades de lipides: as foam cells ou células espumosas, que recebem
este nome devido a morfologia caracteristica que passam a apresentar. Estas células acumulam
grandes quantidades de colesterol e ésteres de colesterol, que ficam constantemente sendo
submetidos a um ciclo de hidrdlise e reesterificacao, até que o excesso de colesterol possa ser
secretado ou utilizado para a sintese de membranas (Brown & Goldstein, 1983; Brown et al.,
1980; Rosenfeld et al., 1991). Entretanto, uma das caracteristicas mais importantes destes
macrofagos, pelas implicagdes na génese da placa ateromatosa, ¢ a capacidade das foam cells
de captar e degradar lipoproteinas de baixa densidade (LDL) modificadas, promovendo sua
oxidacdo e gerando produtos com alta capacidade oxidativa e de lesdo tecidual (Rosenfeld et

al., 1991).

A aterogénese ¢, portanto, um fenomeno de relagdes intercelulares e, neste contexto,
os macrofagos ocupam uma posi¢do central, pois participam de praticamente todas estas

alteracdes, agindo como célula mediadora para a instalagdo da aterosclerose.

Sabe-se que mondcitos/macrofagos, em presenca de lipoproteinas modificadas
oxidativamente, aumentam a expressdo de receptores de scavenger (Brown et al., 1980) e/ou
receptores para a fracdo Fc das imunoglobulinas (Stanton ef al., 1992). Este evento permite a
captag¢do de particulas ricas em ésteres de colesterol, através de um processo nao controlado

por feed-back negativo, dando origem as foam cells. Células da musculatura lisa vascular
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apresentam os mesmos receptores de remocdo encontrados em macrofagos, e células
endoteliais sdo igualmente capazes de internalizar LDL, mas por receptores de scavenger

diferentes daqueles encontrados em macréfagos foam cells (Bickel & Freeman, 1992).

A progressao das lesdes aterosclerdticas compreende trés estagios: lesdes iniciais,

lesdes em desenvolvimento e lesdes maduras.

As lesdes iniciais sdo caracterizadas por deposicao lipidica, conhecida como estrias
gordurosas (fatty streaks). Apresentam macrofagos foam cells, células musculares lisas,
linfocitos T, lipideos extracelulares, proteoglicanos, colagenos e fibras elasticas em menores
quantidades que na placa fibrosa. As estrias gordurosas ndo se projetam em dire¢do a luz do
vaso, ndo comprometendo, portanto, o fluxo sangiiineo. Estas lesdes surgem em criangas com
menos de um ano de vida e estdo presentes em todas as criancas com dez anos de idade

(Frederick ef al, 1996), podendo ocupar cerca de 1/3 da artéria por volta dos trinta anos.

As lesdes em desenvolvimento sdo algumas vezes denominadas placas fibro-
gordurosas, e representam um estagio avancado das estrias gordurosas. Elas s3o inicialmente
encontradas em diversas regides das artérias coronarianas, na aorta abdominal e nas artérias
cardtidas (em torno dos trinta a quarenta anos de idade). Estas placas fibrosas sdo rigidas e

recobertas por uma capa fibromuscular.

Finalmente, as lesdes progridem para um estigio mais complicado e avangado,
caracterizado por areas fibrosas calcificadas com ulceragdo visivel, sendo consideradas lesdes
maduras. Estas calcificagdes contribuem para a perda da complacéncia do vaso e favorecem a

ruptura da lesdo, com conseqiiente liberacdo de trombos na circulagdo sistémica. Assim, este
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tipo de lesdo predispde a trombose e calcificagdo, levando ao enfraquecimento da musculatura

lisa do vaso e a sua dilatagdo (aneurisma).

Figura 1 — Fotomicrografia de artéria coronariana com placa ateromatosa e
formagdo de trombo oclusivo (em vermelho) (Scientific American Brasil, 2004).

De acordo com a American Heart Association (Stary et al., 1995), as lesdes

ateroscleroticas podem ainda ser classificadas quanto a sua organizagdo histologica, da

seguinte forma:

— Lesoes do Tipo I: presenga de macrofagos e de foam cells isolados. Aparecem na

primeira década de vida;

— Lesoes do Tipo II: sdo as chamadas estrias gordurosas. Apresentam-se como
lesdes principalmente intracelulares, caracterizadas por actmulo lipidico.

Também se iniciam na primeira década de vida;
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— Lesdes do Tipo III: s3o as chamadas intermedidrias, pois sdo semelhantes as
lesdes do Tipo II, mas apresentam actimulo de lipideos extracelulares. Comegam

a se formar a partir da terceira década de vida;

— Lesoes do Tipo IV: sdo os ateromas. Também se assemelham as lesoes Tipo II,
mas agora ha a presenga de um nucleo lipidico extracelular. Também aparecem a

partir da terceira década de vida;

— Lesdes do Tipo V: sdo denominadas fibroateromas. Estas lesdes sdo
caracterizadas pelo nucleo lipidico e por uma camada fibrosa de tecido
conjuntivo, ou por varios nucleos e varias camadas fibrosas. J4 ha calcificacao da
lesdo. Esta deposicao de material fibroso favorece a precipitacdo de calcio com
colesterol e outros lipideos na placa, resultando em rigidez da parede vascular e
perda de distensibilidade, que podem evoluir para a ruptura do vaso (GANONG,

1997). Sua formagao ocorre a partir da quarta década de vida;

— Lesodes do Tipo VI: sdo as lesdes mais graves que podem ocorrer. Apresentam a
superficie do ateroma defeituosa, com hematomas, hemorragias e coagulos.

Também aparecem a partir da quarta década de vida.

Normalmente, as lesOes aterosclerdticas estdo localizadas nas bifurcagdes de artérias
de tamanho médio, tais como as de coronarias, carétidas, artérias vertebrais, bem como na
aorta ¢ em artérias que suprem as extremidades baixas, como artérias iliacas e femorais
(Munro et al., 1988; Stary et al., 1995). As lesdes aterosclerdticas que se localizam nas artérias

coronarianas ou nas bifurca¢des carotideas podem liberar trombos que sdo direcionados ao
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cérebro, provocando sintomas cerebrais transitorios. Entretanto, a oclusdo da artéria carotida
interna proximal ou das ramificagdes cerebrais pode levar a obstrucdo, isquemia e necrose de

uma porc¢ao de tecido cerebral (Stary et al., 1995).

1.1.1. Aterosclerose e lipoproteinas plasmaticas

As lipoproteinas do plasma sdo agregados hidrossoluveis de lipideos com proteinas
especializadas (apolipoproteinas), cuja fungdo ¢ transportar lipideos, como triglicérides e
¢ésteres de colesterol, do figado e intestino para outros tecidos do corpo, para estoque ou
utilizacdo como fonte de energia. As apolipoproteinas solubilizam e estabilizam os lipideos

insoluveis das particulas de lipoproteinas, possibilitando este transporte.

A LDL humana ¢ uma particula esférica com limites de densidade entre 1.019 e 1.063
g/mL, diametro variavel de 19 a 25 nm e peso molecular de 2,5 milhdes de daltons (Steinerova et
al., 2001). O nucleo da particula contém, aproximadamente, 1600 moléculas de ésteres de
colesterol (CE) e 170 moléculas de triglicérides (TG) (Esterbauer et al., 1990). A superficie da
lipoproteina ¢ constituida de uma monocamada que compreende cerca de 700 moléculas de
fosfolipidios € uma tnica molécula de apolipoproteina B-100 (apo B). Esta apolipoproteina ¢
glicosilada e contém aproximadamente 4536 aminoacidos, correspondendo a um peso molecular
de 550.000 KDa. Das cerca de 3000 moléculas de acidos graxos presentes na particula de LDL, a
metade ¢ composta por acidos graxos poliinsaturados, sendo predominantes os acidos linoléico
(18:2) e araquidonico (20:4), com uma quantidade relativamente pequena de 4acido
docosahexaenoico (22:6) (Esterbauer et al., 1987). Os antioxidantes associados a lipoproteina sdao

de natureza lipossoluvel e o mais abundante ¢ o a-tocoferol, com aproximadamente 6 a 8
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moléculas por particula de LDL. Outros antioxidantes presentes na LDL incluem o y-tocoferol,
ubiquinol-10, B-caroteno, licopeno, criptoxantina e o-caroteno. No entanto, estes antioxidantes

ocorrem em baixas concentragdes nas particulas de LDL.
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Figura 2 — Modelo molecular esquemaitico de uma particula de LDL em
condicdes fisiolégicas. A particula representada tem um diametro de 2 nm (fundo
amarelado), e composicdo média de 20 % proteina, 20 % fosfolipidios, 40 % ésteres
de colesterol, 10 % colesterol ndo-esterificado ¢ 5 % triglicérides.As moléculas
individuais foram desenhadas usando o software Cerius® (MSI Molecular
Simulations Inc.). A composi¢do das cadeias ilustradas acima é: esfingomielina
(SM) (16:0); fosfatidilcolina  (PC)  (16:0/18:2°*'%);  triglicérides (TG)
(16:0/18:2°%'2/14:0); ésteres de colesterol (CE) (18:2°%'%) (Hevonoja et al., 2000).

As descobertas da modificagdo in vivo de LDL e do envolvimento das LDL

modificadas com a aterosclerose vieram da deteccdo de autoanticorpos contra LDL oxidadas
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no plasma de humanos com aterosclerose (Palinsky et al., 1989). J4 foram encontradas varias
alteragdes nas LDL plasmaticas e que ocorrem in vivo. Contudo, a mais significativa destas
alteragdes ¢ a peroxidacao da fracao lipidica destas lipoproteinas e oxidagao de residuos lisina
das apoproteinas (parte protéica) (Brown & Goldstein, 1983). Outra alteracdao verificada e
associada a aterogénese foi a reducdo de até 75 % no conteudo de acido sidlico em LDL
provenientes de pacientes com doenga coronariana oclusiva (Orekhov et al., 1992). A
glicosilagao de LDL, que ocorre em presenga de altas concentragdes de glicose circulantes no
diabetes, induz a adesao de mondcitos a células endoteliais, apds internalizacdo mediada por

receptores (Kim et al., 1994; Picard et al., 1992).

O motivo pelo qual as LDL nativas sdo modificadas ainda ndo estd esclarecido,
embora se suspeite que altas concentragdes de colesterol plasmatico levem a uma circulagdo
de LDL contendo colesterol por tempo maior, até que a lipoproteina seja retirada do plasma, o
que aumenta a probabilidade de que as LDL e seus conteudos lipidicos venham a ser oxidados
(Brown & Goldstein, 1990). O aumento da meia-vida das LDL no plasma deve-se a
“saturacdo” do sistema de remocao destas particulas, que ¢ inibido pelo colesterol intracelular,
cujas concentragdes, por sua vez, estdo elevadas quando o individuo apresenta
hipercolesterolemia. E possivel, também, que a modificagdo das LDL ocorra no local da lesdo

aterosclerotica (Steinberg et al, 1989).

A LDL pode ser modificada oxidativamente por células endoteliais, células
musculares lisas, macrofagos, plaquetas e outros tipos celulares (Malle & Sattler, 1994). As
particulas de LDL podem se ligar a proteoglicanos, o que facilita a sua oxidacdo por espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio geradas pelas células da parede vascular. Estas células

poderiam participar da oxidagdo de lipoproteinas por diversos mecanismos, como: a) geragao
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de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, b) fornecimento de substratos que geram
oxidantes extracelulares, ¢) propagacao da peroxidacdo lipidica no meio e d) deplecdo de

antioxidantes da lipoproteina.

A mieloperoxidase (MPO) ¢ uma enzima encontrada em neutr6filos e monocitos, que
tem sido detectada nas lesdes aterosclerdticas. Esta enzima amplifica o potencial oxidante do
peréxido de hidrogénio (H,0,), utilizando-o como co-substrato para gerar compostos
oxidantes difusiveis, que podem oxidar, nitrar e clorar lipideos e proteinas da LDL (Podrez et
al, 2000). Mondcitos-macrofagos das lesdes ateroscleroticas também expressam a 15-
lipoxigenase, enzima capaz de catalisar a formacdo de peroxidos lipidicos nas particulas de

LDL, contribuindo para a formacdo da LDL oxidada (Cathart & Folcik, 2000).

Os neutrofilos e as células endoteliais constituem uma fonte potencial para a
producdo do anion radical superdxido (Oy") in vivo. Os leucocitos e as células endoteliais
contém os complexos enzimaticos da NAD(P)H-oxidase que, embora apresentem
caracteristicas distintas entre si, geram grandes quantidades de radicais superdxido (Jesaitis et
al, 1991; Souza et al, 2001). A angiotensina II, através do receptor AT-1, promove
hiperregulacio de varias subunidades da NAD(P)H-oxidase das células endoteliais,
aumentando a producdo de radicais superoxido (Wolf, 2000). A oxidac¢do das lipoproteinas
plasmaticas em individuos hiperlipidémicos poderia também ser facilitada pela maior
producdo de espécies reativas de oxigénio por leucécitos estimulados (Ludwig et al, 1982;
Pronai et al, 1991; Lavy et al, 1991; Krause et al, 1993), uma vez que leucocitos
mononucleares de pacientes com hiperlipidemia combinada ou hipertrigliceridemia liberam
maiores quantidades de espécies reativas de oxigénio, quando comparados aos individuos

normolipidémicos (Hiramatsu & Arimori, 1988).
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A oxidacao mediada pelo anion radical superéxido depende da presenca de metais de
transi¢dao, como cobre e ferro (Heinecke et al, 1984). A concentracdao destes metais na forma
livre ¢ extremamente baixa no plasma, pelo fato de estarem complexados as suas proteinas
transportadoras, que os impedem de participar de ciclos redox, em condigdes fisiologicas
(Halliwel & Gutteridge, 1985). Entretanto, o anion radical superoxido pode liberar tanto o
ferro da ferritina em pH fisiolégico (Biemond et al, 1986; Bolann & Ulvik, 1987), como o
cobre da superficie da ceruloplasmina, que ¢ a principal transportadora deste metal na
circulacao, gerando espécies que induzem a peroxidacao lipidica e a oxidacao de lipoproteinas

(Fox et al, 2000).

A peroxidacdo lipidica, ou lipoperoxidacdo (LPO) consiste na incorporacdo de
oxigénio molecular a um acido graxo poliinsaturado (AGPI) para produzir um hidroperoxido
lipidico (LOOH) como produto primdrio inicial. Nos sistemas bioldgicos a LPO pode ocorrer
por duas vias principais: (i) uma via enzimdtica, envolvendo as ciclooxigenases e
lipooxigenases na oxigenacdo dos AGPI e (ii) a peroxidacdo ndo enzimatica, que envolve a
participacdo de espécies ativas de oxigénio e nitrogénio, metais de transicao e outros radicais

livres (Al Mehdi et al., 1993; Porter et al., 1995).

O processo da LPO pode ser dividido em trés etapas: iniciagdo, propagacdo e
terminagdo. A fase de iniciagdo representa o inicio da peroxidagdo, em que os AGPI sofrem o
ataque de uma espécie, suficientemente reativa, capaz de abstrair um dtomo de hidrogénio de
um grupo metileno (-CH,-), formando um radical de carbono. Este radical ¢ estabilizado por
um rearranjo molecular para formar um dieno conjugado, ou seja, duas duplas ligagdes

intercaladas por uma ligacao simples (Halliwell & Gutteridge, 1999).
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Em meio aerdbio, o radical alquila inicialmente formado se combina com o oxigénio,
formando o radical peroxila, o qual pode abstrair um hidrogénio alilico de um outro &cido
graxo, gerando outro radical de carbono e promovendo a etapa da propagacdo. A reagdao do
radical peroxila com o atomo de hidrogénio abstraido gera um hidroperdxido lipidico
(LOOH). Perodxidos ciclicos também podem ser formados, quando o radical peroxila reage
com uma dupla ligacdo na mesma cadeia de acido graxo, o que também pode propagar a LPO

(Halliwell & Gutteridge, 1999).

fons de metais de transi¢io, como Fe ™ e Cu ", podem participar do processo
catalisando a formacdo de radicais lipidicos alcoxila, peroxila e hidroxila a partir dos

hidroperéxidos, conforme demonstrado nas reacdes (1) e (2):

(1) LOOH+M™ — LO-+HO +M™" reagdo 1

(2)LOOH+M™' - LOO- +H + M™ reacgdo 2

A terceira e ultima etapa da reagdo, a fase de terminacdo, da-se pela aniquilagdo dos
radicais formados originando produtos ndo radicalares (Gardner, 1989; Halliwell &
Gutteridge, 1999). Os radicais peroxila e alcoxila também podem: sofrer dismutagdo ou
clivagem formando aldeidos; formar uma ligacdo covalente com residuos de aminoéacidos ou
sofrer um rearranjo, formando produtos secundérios da LPO (derivados hidroxi-, ceto-, ceto-
hidroxi- e epoxi-hidroxi-acido graxo) (Lima, E. S. & Abdalla, D. S. P., 2001), conforme figura

3.
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Figura 3 — Representacao esquematica da reacido de lipoperoxidacio (Lima, E.
S. & Abdalla, D. S. P., 2001).

Os efeitos da lipoperoxidagdo podem ser observados tanto pela mudanga no ambiente
lipidico das membranas bioldgicas (modificagdes na fluidez e na seletividade), como também

pelas alteragdes de suas proteinas (receptores e canais idnicos) (YU, 1994).

As proteinas também sofrem reagdes oxidativas iniciadas pelas espécies ativas de
oxigénio, que levam a alteragdes nas suas estruturas e nos seus estados conformacionais.
Processos como fragmentagdo e agregacdo, além da maior susceptibilidade a proteases,

ilustram algumas das a¢des das espécies ativas de oxigénio sobre as proteinas (YU, 1994).
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1.1.2. Aterosclerose e apoptose

Diversos grupos de pesquisa tém demonstrado a ocorréncia de morte celular por
apoptose em lesdes ateroscleroticas humanas, bem como a presenca de fatores apoptdticos nos
locais afetados (Hayakawa et al., 1999; Cai et al., 1997; Isner et al., 1995; Han et al., 1995;

Kockx et al., 1998).

Placas prestes ao rompimento apresentam uma delgada capa fibrosa, com algumas
cé¢lulas musculares lisas vasculares, e densa infiltragdo de macréfagos (Davis et al, 1996;
Libby et al, 1996; Libby et al, 1995). As células musculares lisas vasculares sdo importantes
na manutencdo da resisténcia ténsil da capa fibrosa, pois estas células sintetizam fibras
colagenas dos tipos I e III (Kockx & Herman, 1998). Embora se tenha verificado a ocorréncia
de apoptose em placas ateroscleroticas humanas, os mecanismos que desencadeiam os
processos apoptoticos, bem como sua contribuicdo para a baixa densidade de células

musculares lisas vasculares na regido da placa, permanecem desconhecidos.

Sabe-se que modificagdes oxidativas da LDL estdo envolvidas na aterogénese, € a
internalizacdo de LDL oxidada (LDLox) por macrdofagos e células de musculo liso vascular
leva a formagdo de foam cells. Também se tem demonstrado que LDLox apresenta-se
citotoxica, e capaz de promover apoptose em cultura de células de musculo liso vascular

(Morel et al, 1983; Jovinge et al, 1997; Bjokerud & Bjokerud, 1996).

As LDL oxidadas sdo citotoxicas para uma grande variedade de células, e induzem

apoptose ndo apenas em células musculares lisas, mas também em fibroblastos, células
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endoteliais e macrdofagos, in vitro. As proteinas pré-apoptoticas Fas, Bax e Caspase 3 sao
geralmente encontradas no endotélio e células musculares lisas proximas ao limen do vaso,
enquanto Bcl-2 co-localiza-se com macréfagos e células musculares lisas de lesdes

ateroscleroticas (Norata et al, 2002).

Diversos trabalhos relatam a presenga de macrofagos mortos em lesdes
ateroscleroticas humanas, o que influencia a progressao da lesdo. Moléculas aterogénicas e
trombogénicas, bem como enzimas degradativas liberadas de macréfagos em processo de
morte, particularmente morte por apoptose, podem contribuir para a aterogénese, ruptura da
placa e trombose aguda (Yao & Tabas, 2000). Deste modo, tanto a ruptura da placa como
trombose aguda estdo intimamente associadas com a presenca de cores lipidicos nas lesdes, os

quais contém debris de macréfagos mortos (Ball et al, 1995; Berberian et al, 1990).

As possiveis causas para a morte de macrofagos em lesdes aterosclerdticas incluem a
citotoxidade induzida pelo colesterol (Warner et al, 1995; Tabas et al, 1996), a privagdo de
fatores de crescimento (Chin et al, 1999) e a exposi¢do a lipoproteinas oxidadas e outros
fatores, como citokinas inflamatorias e 6xido nitrico (Mitchinson et al, 1996; Lopez-Collazo et

al, 1998).

O processo apoptotico caracteriza-se morfologicamente por redugdo no tamanho das
células, condensacao do nucleo e aparecimento de corpos nucleares, devido a fragmentagao do
DNA. Ocorre também o surgimento de vesiculas que sdo rapidamente fagocitadas por
macrofagos ou por outras células adjacentes, sem desencadear-se uma resposta inflamatdria

(Martim, 1993).
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A regulacdo dos mecanismos de apoptose € bastante complexa, envolvendo fatores
como receptores e enzimas celulares. Dentre estas, destacam-se as caspases, CD95 (APO-
1/FAS), citocromo ¢, CD36, inhibitors of apoptosis proteins (1AP), p53 e familia Bcl,. Esta

ultima possui trés subfamilias:

1. Bcl,, composta pelos fatores anti-apoptoticos bel,, belyp € bely;

2. Bax, da qual fazem parte os fatores pro-apoptoticos bax, bak e bok;

3. BHS3, constitui-se dos fatores pro-apoptoticos bik, blk e bid (Adams & Cory,

1998).

Estresse celular, como o causado por danos ao DNA, hipoxia ou lipoproteinas
oxidadas ativam a proteina supressora de tumor p53, primeiramente através da inibi¢cao da sua
rota bioquimica de degradacio (Lohrum et al, 2000). Elevados niveis de p53 levam a respostas
antiproliferativas e pro-apoptoticas, tanto pela ativacdo da expressdo de determinados genes
(p21"*F! ¢ Bax), pela inibigdo da expressdo de outros genes (IGF-II e Bcl-2), como também
pela interagdo direta proteina-proteina, como ocorre entre helicases e caspases (Gottlieb &

Oren, 1998; Sheikh & Fornace, 2000).

O papel do p53 na proliferagdo de células musculares lisas em lesdes aterosclerdticas
humanas tem sido um topico particularmente popular na literatura (Tabas et al, 2001). Por
outro lado, a deficiéncia de p53 esta associada com o aumento no tamanho da lesdo
aterosclerotica (Tabas et al, 2001). Desta forma, pesquisas que busquem desvendar as

possiveis propriedades pro-aterogénicas de células deficientes em p53, especialmente
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macrofagos, associadas a investigacdo do papel do p53 na captacdo e metabolismo de
lipoproteinas aterogénicas, ou mesmo seu envolvimento na produgdo e secre¢ao de outras

moléculas pré-aterogénicas pelas células do espacgo arterial sdo de especial interesse (Tabas,

2001).



1.2. Prostaglandinas ciclopentenénicas

Prostaglandinas formam um ramo de uma familia maior de compostos enddgenos
conhecida como eicosanoides, a qual também pertencem os tromboxanos ¢ leucotrienos. Estes
compostos constituem um grupo variado de acidos graxos de 20 carbonos insaturados e
oxigenados, derivados do acido araquidonico e outros acidos graxos poliinsaturados e de
estrutura similar (acido di-homo-linolénico, 4cido 5,8,11,14,17-eicosapentaenodico e acido
adrénico, entre outros). Os eicosandides exercem efeitos profundos sobre praticamente todas

as células e tecidos, sendo alvos potenciais nos tratamentos de varios estados patologicos.

Prostaglandinas como PGA,, PGJ, e IZ—PGJz, coletivamente chamadas de PGs
ciclopentenonicas (CP-PGs), sdo produzidas in vivo por desidratacdo de PGE, (PGA;) e PGD,
(PGJ, ¢ '-PGJ,), catalisada por albumina plasmatica. Estas prostaglandinas apresentam
mecanismos de a¢do diferente do de outros eicosandides. Sua produgdo esta relacionada com a
resposta celular ao estresse (atividade citoprotetora). As prostaglandinas ciclopentendnicas

apresentam atividade antiproliferativa em fun¢do do grupo cetona, insaturado.

As CP-PGs sdo ativamente transportadas ao interior das células através de carreador
especifico, que reconhece o grupamento ciclopentendnico, insaturado, e localizam-se no
nucleo celular. Estas PGs impedem a progressao de células além da fase G; do ciclo celular,
inibindo a sintese de novo de moléculas de DNA polimerases, embora sem interferir na
atividade destas enzimas, o que resulta na inibicao da sintese de DNA pela célula. As CP-PGs
também promovem desorganizagdo de filamentos de actina do citoesqueleto e inibem a

reciclagem de fosfoinositideos de membrana. Deste modo, as CP-PGs podem ser mediadores
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fisiologicos de mecanismo geral de defesa celular contra agentes estressantes ou de

autocontrole da atividade proliferativa (Choi ef al, 1992; Thompson, 1995).

Com respeito a aterosclerose, uma das primeiras respostas da parede arterial a
estimulos nocivos/aterogénicos (como hiperlipidemia e hipertensdo arterial) ¢ a producao de
autacodides derivados do endotélio, como prostaglandinas (PGs), especialmente a prostaciclina
(PGIL,) e o 6xido nitrico (NO) (Schmitz et al., 1991). Se, por um lado estes compostos estdo
implicados na defesa e manutencdo da quiescéncia da parede vascular, evidéncias sugerem que
deficiéncias na produgdo de PGs e NO estejam envolvidas no estabelecimento da aterosclerose

(Gross & Wolin, 1995; Harrison, 1997; Michel & Feron, 1997).

Sabe-se que as PGs do tipo E diminuem o tamanho de enfartos miocérdicos
experimentais em caes, através do bloqueio da migracdo e ativagdo de neutrdfilos (Simpsos et
al., 1998), além de estimularem a capta¢do de colesterol por HDL, a partir de macrofagos
(Bernard et al., 1991). Isso leva a uma diminui¢ao dos contetidos intracelulares de colesterol e
reducdo do risco de acimulo de lipides. Por outro lado, macrofagos, que ocupam papel de
destaque na iniciagdo e no desenvolvimento da lesdo aterosclerdtica, sdo produtores de
grandes quantidades de PGE, e seu isdmero, a PGD, (Scott., 1982; Urade ef al., 1989) que,
por sua vez, podem ser transformadas facilmente, no plasma in vivo, em PGA; ¢ A'>-PGJ, e
seus derivados (Ohno et al., 1986; Narumiya & Fukushima, 1985; Kikawa et al., 1984;

Fitzpatrick & Wynalda, 1983).

Altos niveis de estresse de cisalhamento, interleucina 1 (IL-1P) e fator de necrose
tumoral alfa (TNFa) derivados de macréfagos, ativadores da proteina quinase C (PKC), bem

como o estresse oxidativo da parede arterial, levam a ativacao do fator transcripcional NF-«xB,
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que dispara a transcricdo de uma grande variedade de genes, tanto nas células endoteliais
quanto nas células musculares lisas. Por sua vez, o NF-kB ativado precipita, nestas células, a
transcri¢ao de fatores de crescimento, citocinas, moléculas de adesdo intercelulares e fatores

de transcricdo, relacionados ao processo de proliferacdo celular (Griendling & Alexander,

1996; Colins et al., 1995; Resnik e Gimbrone, 1995).

Sabe-se que as CP-PGs sdo ativadoras da via das HSP (heat shock protein) (Amici et
al., 1992; Rossi e Santoro, 1995), e que estas levam a citoprote¢ao através da inibicao dos
mecanismos de ativagdo do NF-kB em diversos tipos celulares ja estudados, incluindo as
c¢lulas musculares lisas dos vasos (Rossi et al., 1997; Wong et al., 1997; Kim et al., 1997,
Nagoshi et al., 1998; Feinstein et al., 1996). Na verdade, as CP-PGs bloqueiam a ativagdo do
NF-«B através da inibicao da I-xB quinase, enzima que precipita a ativacao deste fator nuclear

(Rossi et al., 2000).

Tanto a expressao como a ativacdo do fator de diferenciacdo de adipocitos PPAR-y
(receptor nuclear ativado por proliferadores de peroxissomas) estdo dramaticamente
estimuladas em lesdes aterosclerdticas humanas (Ricote et al., 1998). A ativacao do PPAR-y
em macrofagos leva a expressdo do receptor de scavenger CD36/FAT, caracteristica de

macrofagos foam cells (Tontonoz et al., 1998).

As lipoproteinas de baixa densidade (LDL) oxidadas contém altas concentragdes de
derivados lipidicos oxidados, como o 9- e 13-HODE (4cido hidroxi-ocatadecadiendico), que
sao ativadores diretos do PPAR-y (Nagy et al., 1998). Assim, a ativacdo do PPAR-y induz a

um ciclo que perpetua a lesdo aterosclerotica, ja que componentes das LDL oxidadas ativam
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este fator, que desencadeia a expressao de receptores de scavenger para a internalizacdo de

cada vez mais moléculas de LDL oxidadas, contendo mais ativadores do PPAR-y.

As CP-PGs da familia da prostaglandina J, sdo ativadoras e ligantes fisiologicos do
PPAR-y, podendo participar do desenvolvimento da aterosclerose. Ja as CP-PGs da familia da
PGA,; ndo levam a ativacdo deste fator nuclear (Formam et al., 1995). Ao contrario, estudos
sugerem que PGs da familia da PGA; sejam citoprotetoras e redutoras das concentragdes
intracelulares de colesterol (Senna ef al., 1998). CP-PGs desviam o metabolismo lipidico de
macrofagos inflamatérios no sentido da produgdo de fosfolipides, o que resulta numa grande
diminui¢do no acimulo de colesterol, ésteres de colesterol e acidos graxos por estas células.
Assim, as CP-PGs e o NO compartilham a propriedade de induzir citoprote¢do através da
ativacdo da via metabodlica das HSP, pela inibicdo do NF-kB, inibindo os efeitos citotdxicos

decorrentes da ativagao deste fator transcricional.

Outro efeito positivo das CP-PGs na aterosclerose diz respeito a sintese de colesterol.
A homeostase intracelular de colesterol ¢ sustentada, em células de mamiferos, por uma
intrincada série de mecanismos que levam ao preciso balango entre o imput (sintese de novo
de lipides a partir do acetil-CoA, via HMG-CoA redutase, e captagdo via lipoproteinas) e o
output (efluxo) de colesterol pelas células (Goldstein & Brown, 1990). A pesar de desbalancos
no metabolismo lipidico em geral serem caracteristicas marcantes do processo de
aterosclerose, e a hiperlipidemia estar fortemente associada ao desenvolvimento da doenca, o
mecanismo pelo qual as células participantes da lesdo acumulam lipidios permanece por ser

estudado.
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A lipogénese, em macrdéfagos, ¢ um fendomeno essencial para a sua funcionalidade,
. Lo ~ 12

uma vez que estas cé€lulas apresentam uma altissima taxa de renovagao de membranas (t '~ ~30
min) e intensa producao e secrecdo de mediadores lipidicos (Steiman et al., 1983). Entretanto,
o efeito de autacodides derivados de células endoteliais sobre a lipogénese e exportagao de
lipidios em macrofagos permanece por ser investigada, e seu estudo podera esclarecer aspectos
criticos do funcionamento de macrofagos na aterosclerose. Sabe-se que a PGA; desvia o
metabolismo lipidico de macréfagos, reduzindo a sintese de novo de colesterol, triglicérides e

acidos graxos livres (Senna et al., 1998).

Uma vez que o acumulo de lipidios por macréfagos pode estar relacionado com
disfunc¢des na capacidade de regulacdo da sintese e exportacdo destes lipidios, a investigagdo
do mecanismo de acdo das CP-PGs sobre tal sintese, através da medida da expressdo génica de
enzimas reguladoras do metabolismo lipidico, como a HMG-CoA redutase, ¢ de grande
importancia para esclarecer o papel das CP-PGs no processo de resposta a injuria. Deste
modo, os mecanismos pelos quais as prostaglandinas ciclopentenonicas podem interferir na
regulacdo da ativagdo de fatores nucleares como PPAR-y, bem como o modo como estes
compostos podem influenciar no comportamento de macréfagos e sua diferenciacdo em

macrofagos foam cells permanecem obscuros.

Conforme ja discutido, em se¢des anteriores neste trabalho, a modificagdo oxidativa
das lipoproteinas de baixa densidade no plasma, in vivo, ¢ um evento critico na patogenia da
aterosclerose. Durante o desenvolvimento da lesdo vascular, diversas populagdes celulares
sofrem alteracdes fisiologicas que culminam com a formagdo da placa de ateroma, entre elas,

c¢lulas de musculo liso vascular, células endoteliais e, principalmente, macrofagos.
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O papel central dos macrofagos no desenvolvimento da placa ateromatosa esta
relacionado a sua diferenciacdo em foam cells, caracteristicas deste estado patologico. Os
macrofagos sdo capazes de internalizar lipoproteinas de baixa densidade oxidadas, via
receptores especificos, como os receptores de scavenger CD36. Estas células também tem a

capacidade de acumular ésteres de colesterol em goticulas citoplasmaticas.

A captagdo de LDL oxidadas e/ou sintese endogena de colesterol pelos macrofagos,
deficiéncias no mecanismo de exportacdo de lipides e a ativacdo de fatores nucleares
reguladores da transcricdo de genes especificos, interferem nas alteragdes fenotipicas sofridas

durante o processo de diferenciacdo em foam cells.

Neste contexto, proteinas envolvidas no processo de difrenciagdo de macrdéfagos em
foam cells, como CD36 (receptor de LDLox), HMG-CoA redutase (enzima reguladora da
sintese endogena de colesterol), e fatores nucleares, como NF-kB e PPAR-y sdo de especial

interesse para o esclarecimento do processo aterogénico.

Da mesma forma, a compreensdo dos processos que regulam a maquinaria
intracelular de apoptose pode trazer grandes progressos na busca de terapias eficazes para o
combate desta doenca. Destacam-se o fator supressor de tumor p53, o PPAR-y, proteinas da

familia das caspases e proteinas da familia Bcl.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho tem o objetivo de verificar os possiveis efeitos das prostaglandinas
ciclopentenonicas PGA, e 15-d-PGJ, sobre a expressdo génica do fator nuclear PPAR-y, do
receptor de scavenger CD36, das proteinas de apoptose p53, caspase 3 e Bcl-,. e da enzima
chave da sintese endogena de colesterol, HMG-CoA redutase, em macrofagos e macréfagos

foam cells.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Separacio das lipoproteinas do plasma

Para a inducdo da diferenciagdo de células pré-monociticas humanas (linhagem
U937) em macrofagos foam cells, mediada por LDL oxidada, fez-se necessario isolar
particulas destas lipoproteinas nativas do plasma humano e oxida-las no laboratério. Deste

modo, foram realizados os procedimentos experimentais subseqlientemente descritos.

As lipoproteinas foram separadas do plasma segundo Havel et al (1955), com

algumas modificacdes.

Foram coletadas bolsas de sangue de individuos saudaveis, normolipidémicos, do
sexo masculino, com idade entre 25 e 35 anos. Apds a coleta, hematdcrito e plasma foram
separados por centrifugacao, a 2500 rpm (10 min, 4°C). Ao plasma, foram adicionados os
inibidores de protease Aprotinina (2ug/mL), PMSF (ImM) e Benzamidina (2 mM), e o
antioxidante BHT (20mM), a fim de inibir a atividade de proteases presentes na amostra e

evitar a oxidagao prévia das lipoproteinas durante o procedimento de separagao.

Na primeira etapa de separagdo, foi feita ultracentrifugacdo seqiiencial das
lipoproteinas, ajustando-se a densidade do plasma para d=1.019 g/mL com sal de KBr. Apds
12 horas de centrifugagdo em rotor 50 Ti (Beckmann), 4°C, 40000 rpm, obteve-se uma fracao

de plasma livre de quilomicrons e VLDL, eliminando-se o sobrenadante, que continha essas
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lipoproteinas. A este plasma, adicionou-se sal de KBr para novo ajuste de densidade, desta vez
para d=1.055 g/mL (para a obtenc¢ao de uma fragao livre de Lp(a), segundo Havel et al, 1955).
O plasma, entdo livre de quilomicrons e VLDL, passou por uma nova etapa de centrifugacao,
desta vez durante 20 horas, a 40000 rpm, 4°C, rotor 50 Ti (Beckmann), para a separagdo da

fragdo contendo LDL.

As lipoproteinas assim obtidas foram, entdo, dialisadas contra PBS contendo o
antioxidante EDTA 0.01% (100 vezes o volume), em dialisador giratorio, durante 12 h, em
geladeira e ao abrigo da luz, para a remogao do sal de KBr anteriormente adicionado. As
concentragdes de colesterol (Kit Biosystem®, cat. n® 11505) e triglicerideos (Kit Biosystem®,
cat. n° 11528) totais presentes na fracdo lipoprotéica de LDL foram determinadas através de

métodos enzimaticos, utilizando-se reagentes comerciais (Biosystem®, Barcelona, Espanha).

Os valores obtidos foram ajustados para um indice de recuperagdo de 100%, visando

contornar as perdas ocorridas durante o processo de ultracentrifugagao.

Quadro 1 - Solugao de Dialise para LDL (10 x concentrada)

NACL..ooiiieiieieeeeeeeee e 87,88 ¢g
EDTA Nttt 3,72 g
NaN3 (tritripleX).....cceeeveereenieenieeiiennnne, 195¢g
TTZMA....coeieieeiieeeeeee e, 12,11 g
H;O milli-Q @.8.p.ccvveeiicieciiee 1000 mL

O pH da solugao foi ajustado em 7,4 e esta foi guardada em geladeira até o momento

da sua utilizacdo, quando foi diluida (1:10 em H,O milli-Q).
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3.1.1 Purificacdo da LDL por HPLC

As amostras de LDL separadas por ultracentrifugacao foram purificadas por HPLC,
utilizando-se a técnica descrita por Hodis et al (1994), com algumas modificacdes. Este
procedimento teve como objetivo eliminar eventuais particulas de HDL ou outras
lipoproteinas que ndo LDL, que possam estar presentes na fracao lipoprotéica obtida apenas
por centrifugacdo, visto que a natureza heterogénea destas particulas, com respeito a sua

densidade, ja foi bem descrita na literatura.

Como primeiro passo para a purificagdo das lipoproteinas por HPLC, as amostras
foram purificadas em colunas de cromatografia por afinidade com a proteina A, para remover
possiveis contaminagdes com albumina e imunoglobulinas (Hi Trap'™ Blue, Amersham
Pharmacia Biotech) e, depois, concentradas em concentrador Molecular/Por® (Spectrum®,
California, EUA), com membrana Molecular/Por® Type C (CE) MWCO 50.000, até a
concentra¢do protéica de Img/mL (Lowry, 1950). Com este procedimento, particulas menores
que 50.000 KDa passam pelo filtro e sdo eliminadas, enquanto particulas de tamanho superior
a 50.000 KDa, como a LDL, com 55.000 KDa, permanecem retidas no filtro. Para evitar a
prévia oxidagdo das lipoproteinas pela exposi¢do ao ar, luz ou calor, o concentrador utilizado
era preenchido com atmosfera de N,, sua superficie transparente era envolvida, externamente,
em papel aluminio e o concentrador permanecia em gelo durante o tempo necessario ao

procedimento.

Ap6s, a LDL foi filtrada em filtro Nalgene® de 0,22 um, para eliminacdo de

particulas de poeira, bactérias ou outras capazes de danificar a coluna ou as amostras, e
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purificada por cromatografia liquida de alta performance, com o auxilio de uma coluna de
troca i6nica (PRP-X500 Hamilton). O sistema de tampoes utilizado para a separacdo por

gradiente foi composto pelas seguintes fases méveis: solugdo A, constituida de Tris (20 mM),

pH 7,8; e solucao B, Tris (20mM) — NaCl (1M), pH 7.,4.

Quadro 2 — Solucao A (TRIS 20 mM)

Tris (grau HPLCO).....coooovviiiiiiiiiiiccieccieccce 2,422¢g
HyO milli-Q q.8.P.uvveeeeieiiieiieieeiieeeee 1000 mL
Ajustar pH em 7,8 e filtrar em filtro 0,22 pm (Millipore®).

Quadro 3- Solugo B (TRIS 20 mM — NaCl 1 M)

Tris (grau HPLO).....c..oooooviiiiiiiiiiciieeieeee 2422 g
NACL .ot 58,440 ¢
HyO milli-Q @D 1000 mL

Ajustar pH em 7,4 e filtrar em filtro 0,22 um (Millipore®).

Foram reconhecidos trés picos no cromatograma: LDL nativa, LDL-1 ¢ LDL-2,
conforme apresentado na figura 1. Como LDL nativa, entendam-se as particulas de LDL que
permaneceram integras. LDL-1 corresponde a LDL eletronegativa, forma fisiologicamente
modificada de LDL, cuja particula apresenta um aumento na sua carga negativa. Quanto ao
pico aqui denominado LDL-2, este compreende particulas de LDL oxidadas durante o
processo de purificacdo, que apresentam aumento ainda mais acentuado em sua carga

negativa.



41

mhbs
Chd 280nm
<
2
=
b=
N
1009 @)
—
@ =
: 2
- o
-
500- \ . a
L : q
] 1 |II II“II
[Ts] o -r
2 204 j 2
- wy v
‘Z]J# 3
u-—lf& B . —— S
i 10 20 3o 40

mimn

Figura 4 — Purificacao de lipoproteinas de baixa densidade por HPLC. As
lipoproteinas de baixa densidade, obtidas por ultracentrifugacdo seqiiencial de
plasma humano, foram dialisadas contra PBS e purificadas por uma coluna de
cromatografia por afinidade com a proteina A, para remover possiveis
contamina¢des com albumina e imunoglobulinas. Depois, as amostras foram
concentradas em concentrador Molecular, conforme descrito em materiais e
métodos. As lipoproteinas foram entdo purificadas por HPLC, passando por uma
coluna de troca i6nica (PRP-X500 Hamilton). A separagao por gradiente utilizou as
seguintes fases modveis: solugdo A, Tris (20 mM), pH 7,8; e solugdo B, Tris (20
mM) — NaCl (1 M), pH 7,4. A fragdo de lipoproteinas injetada em cada corrida
apresentava trés picos: LDL nativa, que era coletada apds 6 minutos de corrida;
LDL-1, minimamente oxidada, detectada ap6s 17 minutos de corrida; e LDL-2,
fortemente eletronegativa, detectada apds 23 minutos de corrida.

As amostras referentes ao pico da LDL nativa foram coletadas e novamente dialisadas
contra PBS com EDTA 0,01%, para a remog¢ao dos sais contidos na fase movel do HPLC, e
concentradas em atmosfera de N,, no gelo e ao abrigo da luz, conforme anteriormente descrito.
A concentracao de proteina na LDL purificada e concentrada foi determinada pelo método de
Lowry (1950). As lipoproteinas purificadas foram filtradas em filtro Nalgene® de 0,22 pm em
condicdes estéreis, aliquotadas e acondicionadas em frascos estéreis em atmosfera de N, e

permaneceram em geladeira, a 4°C e ao abrigo da luz, até o momento de sua utilizagao.

Para assegurar a auséncia de HDL e Lp(a) na frac¢do purificada, foi realizado dot blot

na amostra. Neste procedimento, gotas de amostra foram adicionadas a pedagos de membrana
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de nitrocelulose, até sua total absorcao (30 a 60 minutos, em temperatura ambiente). Apos, as
membranas foram lavadas em PBS e mergulhadas em solugdao de bloqueio (blotto), rica em

proteina, no caso, albumina, durante 60 minutos.

Passado este periodo, as membranas foram novamente incubadas em solucdo de
bloqueio contendo anticorpos especificos diluidos (Goat anti-human-o-lipoprotein (HDL),
Mouse anti-human Lp(a) e Goat anti-human-p-lipoprotein (LDL)), durante 60 minutos,
lavadas em PBS (3x de 10 minutos cada, em agitacdo) e incubadas com os anticorpos
conjugados a enzima peroxidase, reativos a imunoglobulina G do animal produtor dos
anticorpos especificos, por mais 60 minutos, sob agitacdo, em temperatura ambiente. As
membranas foram, entdo, lavadas em PBS (3x de 10 minutos cada, em agitacdo), para a
remocdo dos conjugados livres, e reveladas por reacdo com peroxido de hidrogénio. As

solucdes foram preparadas conforme segue.

Quadro 4 — Solugdo de Bloqueio (BLOTTO)

BSA e lg

INAN G et e v 20 mg
TWEEN 20....ciiiiiieiiieeiie et 50 uL
PBS @S 100 mL

Quadro 5 — Substrato para Peroxidase

3,3’-diaminobenzidina (DAB-4HCI)...................... 6,01 mg
H202 30 Y0uecueeiiiiiieieieeeeeceeeeeee e 10 pL
Tris (PH = 7,6) Q-S.Pevveeeveeeieenieeiieie et 10 mL

Quadro 6 — PBS

NaCl 136,8 MM.......coooiiiiiiiiieieeeee e 8g




43

KCI2,7 MMt 0,20 g
KH2PO4 0,9 MM...ciiiiiiiieeeeee e 0,12 ¢g
NayHPO4 6,4 MM.....oooeiiiiiii e 091 ¢g
Hy0 milli-Q qu8.Pueevieiieeiieieeiieeieeeeeee e 1000 mL

Os resultados do dot blot para HDL (Goat anti-human-a-lipoprotein), LDL (Goat

anti-human-f-lipoprotein) e Lp(a) (Mouse anti-human Lp(a)) sdo apresentados na figura 5.

©

: - E il

anti apo B-100 anti apo A-1 anti Lp(a)

Figura 5 — Dot blot LDL, HDL e Lp(a). Foram aplicadas gotas de amostras
purificadas em membrana de nitrocelulose que, posteriormente, foi incubada com
anticorpos especificos (Goat anti-human-o-lipoprotein, Goat anti-human-p-
lipoprotein e Mouse anti-human Lp(a)). Num segundo momento, as mesmas
membranas foram lavadas em PBS e incubadas com os anticorpos anti IGg dos
animais que forneceram o primeiro anticorpo, conjugados a enzima peroxidase. A
reacdo da peroxidase com o substrato pode ser visualizada na membrana. O sinal
(+) corresponde a regido de aplicacdo da amostra purificada, ¢ o sinal (-)
corresponde a aplicacdo de albumina sérica bovina (BSA), utilizada como controle
negativo.

3.1.2 Curva de xidacao da LDL

Para a obten¢do de LDL oxidada, as amostras de LDL nativa purificada (1 mg/mL de
proteina) foram novamente dialisadas contra PBS durante 12 h, conforme anteriormente

descrito, para a remog¢do do antioxidante EDTA 0.01%, e incubadas a 37°C, sob agitacdo
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constante, com CuSO4 em PBS, nas concentragdes de 5 uM e 50,0 uM durante 1, 2 e 3horas,
para o estabelecimento da metodologia mais adequada para a oxidacdo das lipoproteinas. Esta
curva de oxidagdo foi elaborada em virtude da grande variagao nos protocolos para a oxidacao
de lipoproteinas disponiveis na literatura, principalmente no tocante a concentragao de CuSQOyq4
e tempo de incubagao (Hiroaki et al, 2000; Valkonen et al., 1998; Liu et al., 1999). Deste
modo, buscou-se verificar que tipo de oxidacdo seria mais conveniente para o experimento,
capaz de realizar a lipoperoxidagao na particula de LDL, com geracao de produtos derivados
do processo, para sua mensuracdo, porém sem prejudicar a integridade estrutural da

apolipoproteina da particula de LDL.

Ao final dos tempos de incubagdo, a reagdo de oxidagdo com CuSO, foi bloqueada
com EDTA 1mM em PBS (20 uL de EDTA para cada ImL de reacdo). As amostras de LDL
foram, entdo, novamente dialisadas contra PBS com EDTA 0.01% (24h em geladeira), para a
remogao total do CuSOy, e filtradas em filtro Nalgene® de 0,22 um em condigdes estéreis.
Todas as amostras foram mantidas em geladeira e ao abrigo da luz, até a execucdo dos

experimentos.

Uma das técnicas mais utilizadas para se avaliar o grau de oxidacao de lipideos ¢ o
teste do malondialdeido (MDA). O MDA ¢ um dialdeido formado como um produto
secundario durante a oxidagdo de AGPI, por cisdo beta dos AGPI peroxidados, principalmente
0 acido araquidonico. E volatil, possui baixo peso molecular (C3H40;, P.M. = 72,07), tem uma
cadeia curta 1,3-dicarbonil e ¢ um acido moderadamente fraco (pKa = 4,46). Em condi¢des
apropriadas de incubacdo (meio 4acido e aquecimento), reage eficientemente com uma
variedade de agentes nucleofilicos para produzir cromégenos com alta absortividade molar no

espectro visivel (Janero, 1990; Benzie, 1996).
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A sua condensagdo com o acido tiobarbitirico (TBA) forma produtos que podem ser
determinados por absor¢ao no visivel (532 nm) ou por fluorescéncia (Aexe = 515 nm € Aepy =
553 nm). O teste padrao consiste na medida de um cromoégeno réseo formado pela reagdo do
MDA com duas moléculas de acido tiobarbiturico, em meio acido e sob alta temperatura,
sendo conhecido como “teste das substancias reativas com o acido tiobarbiturico (TBARS)”.
Este método ¢ de facil aplicagdo, e fornece informagdes sobre a extensdao da LPO em sistemas

simples, in vitro (Esterbauer et al., 1984).

Para a aplicacdo do teste de TBARS, as amostras de LDL, oxidadas conforme
anteriormente descrito, foram separadas em aliquotas de 50 pl. Adicionou-se, a cada aliquota,
200 pl de acido tricloroacético (TCA) a 30 %. As amostras foram agitadas em vortex por 1
minuto e, em seguida, acrescidas de 200 pl de tampao Tris-HCI, pH 7,4. Apos a adigdo do
tampao, as amostras foram agitadas por mais um minuto. Feito isso, adicionou-se 200 ul de
acido tiobarbitarico (TBA) a 0,73 %. Finalmente, as amostras foram homogeneizadas e
incubadas em banho fervente por uma hora. Passado este periodo, procedeu-se a centrifugagao
das amostras durante 5 minutos, a 2500 rpm, 4°C. O sobrenadante foi coletado, sendo a
absorbancia monitorada em 535 nm, em espectrofotdmetro (Beckman Model DU%640 -
EUA). Os valores foram expressos em nmol de equivalentes de TBARS/mg de proteina. Todas

as andlises foram realizadas em triplicata.

Quadro 7 — TRIS-HCI (pH = 7,4)

Solugéo (A) (Tris 0,2 M)

Hy0 milli-Q q.8.Peevveevieeieeiieeieeeeeieeee e 100 mL
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Solugdo (B) (HC1 0,1 N)

HCL oo 0,8309 mL
Hy0 milli-Q q.S.peeeveneienieiiiniciecienieecieeee 100 mL

25 mL de solugdo (A) + 42,43 mL de solugdo (B) e H;O milli-Q g.s.p. 500 mL.

Ajustar pH em 7.4.

As substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), como o MDA, que foram
produzidas em cada ponto da curva de oxidagdo, foram quantificadas e utilizadas como
indicador da eficiéncia da reacao de lipoperoxidacdo da LDL nativa, purificada no laboratorio.
Deste modo, os diferentes tempos de incubagdo e diferentes concentragdes de CuSOg4
utilizadas na montagem do protocolo de oxidacdo de lipoproteinas, foram testados quanto a
sua eficiéncia em produzir TBARS. Os resultados obtidos podem ser visualizados na figura

que segue.
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Curva de oxidacao (LDL)

LDLnat
LDLox 1h (5uM)
LDLox 2h (5uM)

LDLox 3h (5uM)

Tratamentos

LDLox 1h (50uM)
LDLox 2h (50uM)

0,3904

LDLox 3h (50uM)

0 0,05 0,1 0,15 02 0,25 03 0,35 04 0,45

Concentracio de MDA (nM)

Figura 6 — Curva de oxida¢do da LDL. As lipoproteinas de baixa densidade,
obtidas apds purificacdo por HPLC, foram dialisadas contra PBS, para a remogao do
antioxidante EDTA, e oxidadas por incubagdo a temperatura de 37 °C, sob agitacao,
com CuSO4 em PBS, nas concentragdes de 5,0 uM e 50,0 uM, durante 1, 2 ¢ 3
horas. Ao término de cada tempo de incubagdo, a reagdo de oxidagdo com CuSQOy
foi bloqueada com EDTA 1mM em PBS (20 puL de EDTA para cada 1 mL de
reagdo. Os resultados obtidos sdo expressos em nM de MDA/mg de proteina, e
mostram uma maior produgdo de MDA nas particulas de LDL oxidadas com CuSO, 5
uM (2 e 3 horas de incubagdo) e CuSO,4 50 uM (2 e 3 horas de incubagdo), indicando a
eficiéncia destes protocolos na oxidag@o das particulas de LDL.

3.1.4. Integridade das lipoproteinas oxidadas

Apo6s o processo de oxidagdo experimental das LDL previamente purificadas, fez-se
necessario avaliar a integridade estrutural das particulas, uma vez que estas devem ter suas

caracteristicas de reatividade bioldgica preservadas.

Particularidades como tamanho das particulas, peso molecular e mobilidade
eletroforética, bem como reconhecimento por anticorpos especificos, como na técnica de

immunoblotting, sdo uteis na avaliacdo da situacdo estrutural das lipoproteinas. Neste sentido,



48

a técnica de eletroforese em gradiente vincula a migracdo de particulas carregadas através da
matriz, com o concomitante aumento na concentracao do gel de poliacrilamida. O tamanho do
poro da matriz ¢ progressivamente reduzido, conforme as concentracdes do gel aumentam.
Isto resulta em um diferencial de retardo na migragao de particulas carregadas, sendo util na

descri¢do de subpopulacdes de HDL e LDL (Krauss & Burke, 1982).

Assim, as lipoproteinas experimentalmente oxidadas foram submetidas a eletroforese
em gel de poliacrilamida (SDS-Page) em gradiente, com concentra¢des de 5 % a 15 %, com a
finalidade de verificar a integridade das apolipoproteinas, apds o processo de oxidagdo, em

cada tratamento.

Para o procedimento, foram preparados, simultaneamente, dois géis de poliacrilamida
de diferentes concentragdes, 5 % e 15 %. Uma vez preparados, os géis foram distribuidos em
bomba de gradiente e aplicados a cuba. Passadas cerca de 12h, periodo referente a
polimerizacdo, o gel de entrada foi carregado com as amostras de LDL — 25 ul de amostra (1
mg/mL) + 6 uL de tampdo de amostra + 9 uL de agua milli-Q. As primeiras 2 horas de corrida
ocorreram com amperagem variavel e voltagem constante em 50 V. Nas 4 horas seguintes, a

voltagem utilizada foi de 150 V. As solugdes utilizadas foram preparadas conforme segue.

Quadro 8 — Solu¢do Acrilamida/Bis-Acrilamida

Acrilamida.........coocoeiiiiiiie 30,00g
Bis-acrilamida..........ccccoeiieiiiiiiiiiiieie, 0,80g
H0 milli-Q gSp.eeeeeeeeeeeeiieeiieeieeeieeeee 100,00mL

Quadro 9 — Tris (Separagao)

Tris base 1,5 Mu..eeuivveiiiiiiieiiiiieeee e, 18,17 g




SDS 20 Y0t 2,00 mL
H0 milli-Q gSp.eeeeeceveeeniieeieeeieeeiee e 100,00 mL
O pH foi ajustado em 8,8

Quadro 10 — Tris (empilhamento)

Tris base 0,5 M....oooovvveeeieiiiiiiiiiieeeeeee e 6,06 g
SDS 20 Y0..eeeeeeieiieieeieeeeee e 2,00 mL
Hy0 milli-Q gSP.cceeeeeeenieeiieeieerieeieeeiiens 100,00 mL
O pH foi ajustado em 6,8

Quadro 11 — Gel de Entrada (Empilhamento — 5 %)

Acrilamida/bis.....cccouveveeiiiiiiiieiiiiiieeeeeeeeen, 0,67 mL
Tris (empilhamento)...........cccoevveeciienienneennen. 1,00 mL
HoO milli-Q...oveiiiieiieieeeeeeeee 2,30 mL
TEMED.....ccoiiiiiiiieieieeeeeeeeeeee 10,00 pL
APS (10 %) e 30,00 uL

GEL 5% 15 %
Acrilamida/bis......cccoovveveiiiiiiiiiiinnnnn, L7mL. i, 5,0 mL
Tris (SEParacao).......ceecveeceverreeerveenevennnnnn 2,5MLuiiii 2,5mL
HyO milli-Q...oevveeieeeeeeeee, 5,8ML.ueeiiiiiiiiiiiiiiie, 2,5mL
TEMED......oeooooeooeeeoeeeeeeee e, 10,0 Pl e 5,0 pL
APS (10 %).ueeeeieieeieeeieeeeeeeeeen, 50,0l 50,0 uL

Quadro 13 — Tampao de Amostra

Tris 0,0625 M

Glicerol (v/v) 10 %

SDS 3 %

2-mercaptoetanol 5 %

Azul de bromofenol 0,001 %
HCI, para o ajuste de pH em 6,8

49
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Quadro 14 — Tampao de Eletroforese (10 x concentrado)

Tris 0,25 M
Glicina 1,92 M
SDS 1 %

H,0 g.s.p.

Quadro 15 — Corante

Metanol 50 %

Acido acético 10 %
Comassie blue 0,1 %
H,0 qg.s.p

Quadro 16 — Descorante Forte

Metanol 50 %
Acido acético 7 %
H,O0 g.s.p

Quadro 17 — Descorante Fraco

Metanol 35 %
Acido acético 7 %

H,O0 g.s.p

Analisando-se a figura 6, como os pontos CuSO4 5 uM (2 e 3 horas de incubagdo) e
CuSO4 50 uM (2 e 3 horas de incubagdo) apresentaram maiores valores de TBARS, realizou-se

eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-Page) em gradiente, com concentragdes de 5 % a
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15 %, com a finalidade de verificar a integridade das apolipoproteinas B-100 das particulas de

LDL, apds o processo de oxidacao, nestes pontos da curva.

A visualizagdo do gel indica uma maior integridade da apolipoproteina B-100 das
particulas de LDL oxidadas, utilizando-se CuSO4 na concentragdo de 5 uM, com tempo de
incubagdo de 3h, em relagdo aos demais pontos da curva, que apresentaram maior TBARS.

Bandas com rastro e sem delimita¢do indicam fragmentagado das lipoproteinas.

O gel fotografado foi carregado com LDL nativa, LDLox (CuSO4 5 uM, 3h), LDLox
(CuSO4 5 uM, 2h), LDLox (CuSO4 50 uM, 3h), LDLox (CuSO4 50 uM, 2h) e padrao de alto peso
molecular para eletroforese (High Molecular Weight Calibrration Kit for Electrophoresis —

Pharmacia Biotech).
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Figura 7 — Eletroforese em gel de poliacrilamida das LDL purificadas e
oxidadas (SDS-Page). Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-Page) em
gradiente, com concentragdes de 5 % a 15 %. As amostras de LDL, oxidadas com
CuSOy4 nas concentragdes de 5 uM e 50 pM, com tempos de incubagdo de 2h e 3h,
foram submetidas a eletroforese, para a verificagdo da integridade das
apolipoproteinas B-100 das particulas de LDL, ap6s o processo de oxidagdo, nestes
pontos da curva. Todos os pogos foram carregados com 5 pg de proteina, sendo que
bandas com rastro e sem delimitagdo indicam fragmentagdo das lipoproteinas.

Apo6s a verificacdo das bandas no gel, as quais foram coradas com comassie blue,
colocadas sobre uma placa de vidro e escaneadas, o procedimento de eletroforese das amostras
de LDL nativa e oxidada foi repetido, para a eletrotransferéncia das apolipoproteinas presentes

no gel para uma membrana de nitrocelulose, técnica conhecida por western blot.

Este procedimento teve por objetivo a confirmagdo da integridade das
apolipoproteinas oxidadas experimentalmente em comparagdo com a apolipoproteina B-100
da LDL nativa. Deste modo, o ponto selecionado na curva de oxidagdo de LDL com maior
TBARs e menor degradacao (conforme visualiza¢ao do gel, na se¢do resultados) foi submetido
a técnica de western blot, juntamente com a amostra de LDL nativa. Para a eletrotransferéncia,

foi utilizada cuba de transferéncia semi-dried, e a solugdo de transferéncia ¢ especificada
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abaixo. Apo6s a transferéncia, a membrana de nitrocelulose foi tratada de forma idéntica a
descrita na técnica de dot blot, por incubacao com tampao contendo anticorpo especifico anti-
apolipoproteina B-100 (Goat anti-human-p-lipoprotein, Sigma L8016), na concentragdo de

1:1000.

Quadro 18 — Tampao de Transferéncia

5 TSR 6g

Glicina........cccoeveeeeieeiieeiee e, 28,8 g
Metanol.........cccceeveveevieeieenieennn. 400 mL
H,0 milli-Q gsp..cceveeeeeeeviennnnns 1000 mL

As bandas, na figura 8, indicam a ligacdo do anticorpo especifico 4s apolipoproteinas

B-100 das particulas de LDL nativa e oxidada (CuSO4 5 pM, 3h).

|
(LDL ox) (LDL nat)

Figura 8 — Western blot das bandas de LDL nativa e LDLoxidada. As amostras
de LDL nativa ¢ LDL oxidada (CuSO,4 5 pM, 3h) foram submetidas a eletroforese e
Western blot, para a verificacdo da presenga da apolipoproteina B-100, bem como
da integridade do sitio de liga¢do ao anticorpo. Procedimento descrito em materiais e
métodos.

Uma vez estabelecido o protocolo de oxidagdo das lipoproteinas de baixa densidade,
estas foram aliquotadas nas formas nativa e oxidada, filtradas em filtro Nalgene® de 0,22 pm
em condi¢des estéreis, e mantidas em geladeira e ao abrigo da luz, at¢ a execugdo dos

experimentos com cultura de células.
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3.2. Cultura de Células

Células da linhagem pré-monocitica humana U937 foram obtidas junto ao Banco de
células do Rio de Janeiro (Bio-Rio), e cultivadas em meio RPMI 1640 com 10% de soro fetal
bovino (SFB) e antibioticos penicilina (10 U/mL) e estreptomicina (10 pg/mL) (Gibco BRL —
Life Tecnologies. New York, USA). As culturas foram mantidas em estufa (Sanyo, Japao),
sob atmosfera de 5 % CO, a 37 °C, com densidade maxima de 1,0 x 10° células/mL, em

garrafas T 25.

3.2.1 Grupos Experimentais

As células, cultivadas conforme descrito no item anterior, receberam os seguintes

tratamentos:

a) Controle (CT), apenas com meio de cultura;

b) LDL nativa (20 uM);

¢) LDL oxidada (20 uM);

d) PGA, (20 uM);
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e) PGJ; (1,5 uM);

f) LDL nativa (20 uM) + PGA; (20 uM);

g) LDL nativa (20 uM) + PGIJ; (1,5 uM);

h) LDL oxidada (20 uM) + PGA; (20 uM);

i) LDL oxidada (20 uM) + PG, (1,5 uM).

As células (exceto os grupos (a), (d) e (e)) foram primeiramente incubadas em
presenga de LDL nat ou LDL ox no meio de cultura, nas concentragdes indicadas acima,
durante 18 horas, para o inicio da sua diferenciacdo em foam cells. Apds este periodo, as
culturas foram lavadas com PBS, para a remoc¢do da LDL oxidada, e novamente incubadas,
conforme cada tratamento citado acima, ja com as prostaglandinas em seus grupos
experimentais correspondentes, por mais 24 horas. Com este procedimento, as alteracdes
metabolicas promovidas pela exposicdo das células a LDL nativa e LDL oxidada tém inicio
antes de as células serem expostas as prostaglandinas. Ao término da incubagdo, as células

foram lavadas em PBS estéril, pH 7,4, e submetidas a extragdo de RNA total.
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3.2.2 Extracao de RNA total e RT-PCR

O RNA total foi extraido de 1 x 107 células utilizando TRIZOL seguindo o protocolo
do fabricante. O procedimento para extracdo utiliza isotiocianato de guanidina e fenol-
cloroférmio, conforme descrito por Chomczynski e Sacchi (1987). Resumidamente, as células
coletadas por centrifuga¢ao foram homogeneizadas com 1 mL do reagente de extracdo, e
incubadas a temperatura ambiente por 5 minutos. O RNA total foi isolado das proteinas e
restos celulares, acresentando-se 0,2 mL de cloroféormio, seguido por agitacdo durante 15
segundos e incubagdao a temperatura ambiente, por 3 minutos. O material foi, entdo,
centrifugado por 12.000 x g, durante 15 minutos, a temperatura de 4 °C. O RNA presente na
fase aquosa (superior) foi precipitado com 0,5 mL de isopropanol por 10 minutos a
temperatura ambiente, e sedimentado por centrifugagdo (12.000 x g por 10 minutos a 4°C.). O
“pellet” foi lavado com etanol a 75 %, centrifugado por 7000 x g, por 5 minutos, seco a

temperatura ambiente e ressuspenso em agua DEPC (dietilpirocarbonato).

A concentracdo de RNA foi estimada por espectofotometria a 260 nm, segundo a
formula: (RNA pg/mL)= Abs x 44,19 x diluigdo, onde 44,19 ¢ o coeficiente de extingdo molar
para RNA. A pureza do RNA foi determinada pela razao 260/280 nm, onde a relagdo igual ou
maior que 1,8 indica alto grau de pureza (Sambrook et al, 1989). A integridade do RNA foi
avaliada através de eletroforese em gel de agarose a 1%, contendo formaldeido, MOPS ¢ 0,5
ug/ul. de brometo de etidio, onde verificou-se a presenga de bandas nitidas do RNA

ribossdmico 18S e 28S, e auséncia de material degradado.
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3.2.3 Sintese de cDNA - reacio de RT (Reverse Transcriptase)

As amostras de 2 ug de RNA tratadas com DNAse (5U/mg) foram transcritas para
cDNA em um termociclador (modelo Techne Genius — Unicience do Brasil, SP) a temperatura
de 42 °C, durante 50 minutos, utilizando 146 ng de “primers” randdomicos, 500 uM de
trifosfato de desoxinucleotideos (ANTP), 5 mM de DTT e 200 U de transcriptase reversa
(SuperScript "™ II, Rnase HRT, Life Technologies), seguindo todas as etapas de sintese
conforme protocolo do fornecedor. O ¢cDNA obtido foi armazenado a —20°C até a realizagio

da PCR.

3.2.4 Amplificacdo do DNA alvo — reagdo de PCR (Polimerase Chain Reaction)

Para a amplificagdo do cDNA, alguns parametros da PCR, tais como temperatura de
anelamento dos “primers”, concentragdo de MgCl, e numero de ciclos, foram padronizados.
Para uma andlise semi-quantitativa, a [-actina foi utilizada como controle, pois este

“housekeeping” nado se alterou em nenhum tratamento.

O sistema de reagdo da PCR para cada gene sondado continha 200 pmol de cada
“primer”, 10 pM dNTP e 2 U de Taq DNA polimerase. Esta mistura foi acrescentada a 2 pL.

de cDNA. A amplifica¢do foi processada em um termociclador.
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Os produtos de PCR (10 pL) foram acrescidos de tampao de amostra para DNA (azul
de bromofenol 0,25%, xilenocianol-FF 0,25% e glicerol 30%), e avaliados por meio de
separagdo eletroforética em gel de agarose, a 1,5% em TBE, corado com brometo de etidio
(0,5 pg/mL). A visualizacdo foi realizada por exposicdo do gel a luz ultravioleta, no
transiluminador (modelo Macrovue da Pharmacia LKB — Pharmacia Biotech. Inc, Uppsala,

Suécia).

O material amplificado foi fotografado, utilizando o sistema de camera digital da
KODAK (DC 120 Zoom digital camera system, Life Technologies), analisado e quantificado
utilizando o programa Kodak Digital Science 1D Image Analysis (Life Technologies). A
analise da expressdo dos genes investigados ¢ expressa em valores relativos, entre a
intensidade da banda do gene de interesse e a intensidade da banda do gene controle (gene de
interesse/gene B-actina). Os dados serdo apresentados em relagdo aos respectivos controles, os

quais receberdo um valor arbitrario de 1 em cada experimento.

O ensaio de PCR (Polymerase Chain Reaction) foi realizado para a detec¢do de mRNA
para a enzima HMG-CoA redutase, o fator nuclear PPAR-y e as proteinas CD36, Bcl-x;, pS3 e
caspase 3, usando-se sempre o gene da proteina B-actina como controle. Aos tubos de reacao,
adicionou-se 2 png de cDNA sintetizado na reagdo de RT, juntamente com os demais reagentes
(tampao PCR 10x, primer sense e primer anti-sense, Taq DNA polimerase (5U/uLl)). As reagdes

foram realizadas nas seguintes condigdes:

e (D36, (389 pb) e B-actina, (550 pb) humano — 33 ciclos:
94 °C por 1 minuto (desnaturagio);

55 °C por 1 minuto (anelamento);



72 °C por 1 minuto (extensao).

p53 (494 pb) humano — 30 ciclos:
94 °C por 1 minuto (desnaturagio);
60 °C por 1 minuto (anelamento);

72 °C por 1 minuto (extensao).

Caspase 3 (256 pb) — 35 ciclos:
94 °C por 1 minuto (desnaturacao);
58 °C por 1 minuto (anelamento);

72 °C por 1 minuto (extensao).

Bcl-xL (496 pb) — 35 ciclos:
94 °C por 1 minuto (desnaturagdo);
59 °C por 1 minuto (anelamento);

72 °C por 1 minuto (extensao).

HMG-CoA redutase (298 pb) — 35 ciclos:
94 °C por 1 minuto (desnaturacao);
56 °C por 1 minuto (anelamento);

72 °C por 1 minuto (extensao).

PPAR-y (476 pb) — 35 ciclos:

94 °C por 1 minuto (desnaturacao);

59
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59 °C por 1 minuto (anelamento);

72 °C por 1 minuto (extensao).

As seqliéncias de primers utilizadas nos experimentos, para cada gene estudado,

foram as seguintes:

e (D36
ANTI - TTTCAACTGGAGAGGCAAAGGC

SENSE — GAGAACTGTTATGGGGCTAT

e p53
ANTI - CTTGCATTCTGGGACAGCCAAG

SENSE — GCACAAACACGCACCTCAAAGC

e (aspase 3
ANTI - GTCGATGCAGCAAACCTCAGGG

SENSE - TGTTTCAGCATGGCACAAAGCG

e BclxL
ANTI - CATGGCAGCAGTAAAGCAAGC

SENSE - GGTCAGTGTCTGGTCATTTCCG

e HMG-CoA redutase
ANTI - TACCATGTCAGGGGTACGTC

SENSE — CAAGCCTAGAGACATAATCATC
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e PPAR~y
ANTI - TCTCTCCGTAATGGAAGACCA

SENSE - GCATTATGAGACATCCCCAC

3.3 Tratamento Estatistico

A andlise estatistica dos dados foi realizada por analise de varidncia (ANOVA one-
way). A comparagdo entre os grupos foi feita pelo teste T de student, considerando variancias
equivalentes. O nivel de significancia considerado foi P<0,05. Todos os experimentos foram

feitos em triplicata.



62

4. RESULTADOS

O papel citoprotetor das prostaglandinas ciclopentenonicas, particularmente
prostaglandina A, e prostaglandina J,, em diversas populagdes de células envolvidas na
progressao da aterosclerose tem sido bastante discutido (ver introdugdo), embora os exatos
mecanismos de acao destas moléculas permanecam desconhecidos. Também se sabe que as
CP-PGs da familia da prostaglandina J, sdo ativadoras e ligantes fisiolégicos do PPAR-y,
podendo participar do desenvolvimento da aterosclerose, enquanto as CP-PGs da familia da
PGA, mostram-se citoprotetoras e redutoras das concentragdes intracelulares de colesterol em

macrofagos (Senna et al., 1998).

Por outro lado, em lesdes aterosclerdticas ja estabelecidas, um grande ntimero de
debris celulares, resultantes da liberagcdo de corpos apoptoticos por macrofagos foam cells, sao
encontrados na regido do core lipidico da placa. O processo apoptdtico, neste caso, tem sido
relacionado a pouca celularidade das placas ateromatosas, que resulta na sua instabilidade e

possivel rompimento.

Considerando os fatores acima relacionados, foram verificados os efeitos dos
tratamentos descritos em materiais e métodos (CP-PGs) sobre a expressao dos genes para
PPAR-y, CD36 ¢ HMG-CoA redutase, envolvidos no processo de diferenciacdo de
macrofagos em foam cells, bem como genes que codificam os fatores pro-apoptoticos pS3 e
caspase 3, e o gene que codifica o fator anti-apoptotico Bel-x, nas células da linhagem pré-

monocitica humana U937.
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4.1. Genes envolvidos na diferenciacio de macroéfagos em foam cells

4.1.1. PPAR~y

O PPAR-y, ou peroxissome proliferator activated receptor-y, pertence a uma
superfamilia de receptores esterdides nucleares (PPARs). Estes receptores tém sido
identificados como controladores criticos da atividade de enzimas-chave, que catalisam a
oxidagdo de acidos graxos (Zhang & Young, 2002). Existem trés membros conhecidos na
superfamilia de PPARs: PPAR-a, PPAR-B/6, e PPAR-y. O PPAR controla a lipogénese e
termogénese celulares, pela regulagdo da expressdo de uma série de genes envolvidos no
metabolismo lipidico e da glicose, e diferenciacdo de adipdcitos. Trabalhos recentes sugerem
que PPARs, particularmente o PPAR-y e seus ligantes fisiologicos, exercem um papel central

no desenvolvimento de respostas imunes e inflamatorias (Zhang & Young, 2002).

Deste modo, as células U937, cultivadas e tratadas segundo materiais e métodos,
responderam aos diferentes tratamentos conforme mostrado na figura 9, no tocante a expressao

génica do fator nuclear PPAR-y.
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Figura 9 — Expressao do gene do fator PPAR-y em células U937, nos diferentes
tratamentos. Células da linhagem pro-monocitica humana U937 foram cultivadas
segundo materiais € métodos, com meio de cultura RPMI 1640 (grupo 1, controle)
em presenca PGA, (20uM) (grupo 2); A'”-PGJ, (1.5uM) (grupo 3); LDL nativa
(20uM) (grupo 4); LDL oxidada (20uM) (grupo 5); LDLnat + PGA, (20uM) (grupo
6); LDLnat + A"”-PGJ, (1.5uM) (grupo 7); LDL ox + PGA, (20uM) (grupo 8); LDL
ox + A'*-PGJ, (1.5uM) (grupo 9), durante 18h (LDL nat e LDLox, pré-incubagio) e
CP-PGs durante 24h (incubagdo). Resultados quantitativos em referentes a
densidade otica (unidades arbitrarias) do mRNA para PPAR-y estdo representados
no grafico, relacionados a expressdo do gene da PB-actina. Abaixo do grafico, os
fragmentos de 560 pb e 476 pb correspondem, respectivamente, aos produtos de
RT-PCR para B-actina ¢ PPAR-y. Resultados expressos como média + DP, com
nivel de significancia *P<0,05 (teste “t” de student). Todos os grupos experimentais
sdo comparados ao grupo controle.

A figura 9 mostra uma inibi¢ao significativa na expressao do gene que codifica o fator
nuclear PPAR-y nas células U937 tratadas com PGA, (20uM), da ordem de 33 %. A CP-PG 15-
d-PGJ, (1.5uM), por sua vez, intensificou significativamente a expressdo génica deste fator

nuclear, na proporg¢ao de 35 %, quando comparado ao grupo controle.
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As células U937 tratadas com LDL nativa tiveram a transcri¢do de mRNA para PPAR-

v significativamente inibida em 65 %, em comparagdo ao grupo controle. LDL nativa
combinada com PGA,; (20uM) mostra inibigdo na expressao génica para PPAR-y similar ao

observado no tratamento com apenas PGA; (35 % em relagdo ao controle).

Células tratadas com LDL nativa combinada com 15-d-PGJ, (1.5uM) nao mostraram
alteracdo na expressao génica de PPAR-y em comparacao ao controle, tratado apenas com meio

de cultura, o que também se verifica no tratamento das células com LDL oxidada.

As CP-PGs PGA; 20uM) e 15-d-PGJ, (1.5uM) mostraram-se inibidoras da sintese de
mRNA para PPAR-y, mesmo em presenca de LDL oxidada. O tratamento com LDLox + PGA;
(20uM) inibiu e expressao deste fator nuclear em 64 %, enquanto esta inibi¢ao foi da ordem de 88

% para o tratamento das células com LDLox +15-d-PGJ, (1.5uM).

4.1.2. CD36

O receptor de Scavenger CD36/FAT reconhece e internaliza LDL modificada,
contribuindo para a ativagdo de macrofagos e formagdo de foam cells. Esta proteina de
membrana também estd envolvida na fagocitose de corpos apoptoticos por macréfagos. Os
tratamentos experimentais realizados no laboratorio, visando verificar o efeito das CP-PGs
sobre a expressdo gé€nica do receptor de scavenger CD 36, promoveram os resultados

apresentados abaixo (figura 10).
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Figura 10 — Expressiao do gene do receptor de scavenger CD36/FAT em células
da linhagem U937, nos diferentes tratamentos. Células da linhagem proé-
monocitica humana U937 foram cultivadas segundo materiais ¢ métodos, com meio
de cultura RPMI 1640 (grupo 1, controle) em presenga PGA, (20uM) (grupo 2); A"
PGJ, (1.5uM) (grupo 3); LDL nativa (20uM) (grupo 4); LDL oxidada (20uM) (grupo
5); LDLnat + PGA; (20uM) (grupo 6); LDLnat + A*-PGJ, (1.5uM) (grupo 7); LDL
ox + PGA, (20uM) (grupo 8); LDL ox + A'*-PGJ, (1.5uM) (grupo 9), durante 18h
(LDL nat e LDLox, pré-incubagdo) ¢ CP-PGs durante 24h (incubagdo). Resultados
quantitativos em referentes a densidade otica (unidades arbitrarias) do mRNA para
CD36/FAT estdo representados no grafico, relacionados a expressdo do gene da -
actina. Abaixo do grafico, os fragmentos de 560 pb e 476 pb correspondem,
respectivamente, aos produtos de RT-PCR para B-actina e CD36/FAT. Resultados
expressos como média + DP, com nivel de significancia *P<0,05 (teste “t” de
student). Todos os grupos experimentais sdo comparados ao grupo controle.

A figura 10 mostra que, enquanto a CP-PG PGA; (20uM) inibiu a expressao génica do
receptor de scavenger CD36/FAT em 42 %, a CP-PG 15-d-PGJ, (1.51uM) aumentou a expressao

génica desta proteina em 23 %, quando comparado ao grupo controle.
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Os tratamentos das células U937 com LDL nativa ou LDL oxidada ndo interferiram na

expressao de mRNA para CD 36, a qual permaneceu nos niveis observados no grupo controle.

Células U937 tratadas com PGA; (20uM) + LDL nativa sofreram significativa reducdo na
expressao génica de CD36 (26 %, comparado ao grupo controle). Quando as células foram
tratadas com 15-d-PGJ, (1.5uM) + LDL nativa, a sua resposta fisiologica foi de ativagdo da

expressao de mRNA para CD36, da ordem de 10 %.

Embora as células tratadas com LDL oxidada + 15-d-PGJ; (1.5uM) ndo tenham sofrido
alteracdes na expressdo génica de CD36, o tratamento com LDL oxidada + PGA, (20uM)

intensificou a expressdo deste gene em 124 %, comparando-se ao controle.

4.1.3. HMG-CoA redutase

O processo de diferenciagdo de macréfagos em foam cells é caracterizado tanto pelo
aumento da captacdo de particulas modificadas de LDL contendo colesterol, como por
alteracdes nos processos de sintese e esterificacdo de colesterol pelas células, além da reducgdo
na capacidade de exportacdo de lipides por macroéfagos inflamatorios. Como o acimulo de
lipides por macrofagos pode estar relacionado com disfungdes na sua capacidade de regulacdo
da sintese e exportagdo destas moléculas, a medida da expressdo génica de mRNA para HMG-
CoA redutase, enzima reguladora da sintese intracelular de colesterol, foi efetuada em

diferentes condi¢des experimentais.
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Figura 11 — Expressao do gene que codifica a enzima HMG-CoA redutase em
células da linhagem U937, nos diferentes tratamentos. Células da linhagem pro-
monocitica humana U937 foram cultivadas segundo materiais ¢ métodos, com meio
de cultura RPMI 1640 (grupo 1, controle) em presenga PGA, (20uM) (grupo 2); A'-
PGJ, (1.5uM) (grupo 3); LDL nativa (20uM) (grupo 4); LDL oxidada (20uM) (grupo
5); LDLnat + PGA, (20uM) (grupo 6); LDLnat + A'>-PGJ, (1.5uM) (grupo 7); LDL
ox + PGA, (20uM) (grupo 8); LDL ox + A'*-PGJ, (1.5uM) (grupo 9), durante 18h
(LDL nat e LDLox, pré-incubagdo) e CP-PGs durante 24h (incubagdo). Resultados
quantitativos em referentes a densidade otica (unidades arbitrarias) do mRNA para
HMG-CoA redutase estdo representados no grafico, relacionados a expressao do
gene da P-actina. Abaixo do grafico, os fragmentos de 560 pb e 476 pb
correspondem, respectivamente, aos produtos de RT-PCR para B-actina ¢ HMG-
CoA redutase. Resultados expressos como média + DP, com nivel de significancia
*P<0,05 (teste “t” de student). Todos os grupos experimentais sdo comparados ao
grupo controle.
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A PGA; (20uM) inibiu significativamente a expressao de mRNA para a enzima HMG-
CoA redutase, nas células U937. Este efeito ndo se verifica com respeito a CP-PG 15-d-PGJ,
(1.5uM), uma vez que o tratamento com este autacdide ndo alterou a expressdo génica para HMG-

CoA redutase nas condi¢des experimentais utilizadas neste trabalho.

Os tratamentos com LDL, tanto nativa como oxidada, aumentaram a expressao génica
para HMG-CoA redutase de modo estatiscamente significativo, sendo este aumento de 52 %
para o tratamento com LDLnat e 40 % para o tratamento com LDLox, em relacdo ao grupo

controle.

Do mesmo modo, os tratamentos com PGA; (20uM) + LDL nativa e 15-d-PGJ,
(1.5uM) + LDL nativa aumentaram significativamente a expressdo génica para HMG-CoA

redutase, em 39 % para o primeiro tratamento (PGA, + LDLnat) e 47 % para o segundo

tratamento (15-d-PGJ, + LDLnat).

O grupo experimental tratado com PGA; + LDLox exibiu aumento na expressao génica
de HMG-CoA redutase (127 %), enquanto o tratamento com 15-d-PGJ, + LDLox nao produziu
alteracdo significativa na expressao gé€nica desta enzima, pois os valores permaneceram

semelhantes aos observados no grupo controle.
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4.2 Proteinas reguladoras de apoptose

Moléculas aterogénicas e trombogénicas, bem como enzimas degradativas liberadas
de macrofagos em processo de morte por apoptose, contribuem de forma definitiva para a
aterogénese, ruptura da placa e trombose aguda. Do mesmo modo, ruptura da placa e trombose
aguda, estdo fortemente associadas com a presenca de cores lipidicos nas lesdes, regides
caracterizadas por conter debris e corpos apoptoticos de macrofagos mortos (Ball et al, 1995;

Barberian et al, 1990).

Assim, quanto aos genes envolvidos com rotas de morte celular por apoptose, tanto os
genes que codificam as proteinas intracelulares pro-apoptoticas p53 e caspase 3, quanto o gene
que codifica a proteina intracelular anti-apoptotica Bcl-xi, tiveram sua expressao quantificada,

para avaliar a resposta celular aos tratamentos experimentais anteriormente descritos.
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4.2.1. Caspase 3

Os resultados da expressdo génica da proteina pro-apoptotica caspase 3, perante os
diferentes tratamentos aos quais as células U937 foram submetidas, podem ser observados na

figura 12.
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Figura 12 — Expressao do gene que codifica a proteina pré-apoptética Caspase
3 em células da linhagem U937, nos diferentes tratamentos. Células da linhagem
pré-monocitica humana U937 foram cultivadas segundo materiais e métodos, com
meio de cultura RPMI 1640 (grupo 1, controle) em presengca PGA, (20uM) (grupo
2); A-PGJ, (1.5uM) (grupo 3); LDL nativa (20uM) (grupo 4); LDL oxidada (20uM)
(grupo 5); LDLnat + PGA, (20uM) (grupo 6); LDLnat + A'>-PGJ, (1.5uM) (grupo 7);
LDL ox + PGA, (20uM) (grupo 8); LDL ox + A'>-PGJ, (1.5uM) (grupo 9), durante
18h (LDL nat e LDLox, pré-incubagdo) e CP-PGs durante 24h (incubagido).
Resultados quantitativos em referentes a densidade dtica (unidades arbitrarias) do
mRNA para caspase 3 estdo representados no grafico, relacionados a expressdao do
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gene da P-actina. Abaixo do grafico, os fragmentos de 560 pb e 476 pb
correspondem, respectivamente, aos produtos de RT-PCR para -actina e caspase 3.
Resultados expressos como média + DP, com nivel de significancia *P<0,05 (teste
“t” de student). Todos os grupos experimentais sdo comparados ao grupo controle.

O tratamento das células U937 com as CP-PGs PGA, e 15-d-PGJ, ndo alterou a

expressao génica da proteina pro-apoptotica caspase 3, em comparacao ao grupo controle.

Células U937 tratadas com LDL nativa mostraram aumento significativo na
expressao génica de caspase 3 (39 %), mas os tratamentos com PGA; + LDLnat e 15-d-PGJ, +
LDLnat mantiveram a expressao génica desta proteina em valores semelhantes aos do grupo

controle.

O tratamento das células U937 com LDL oxidada inibiu drasticamente a expressdo
génica da caspase 3 (95 %), embora curiosamente o tratamento com PGA, + LDLox aumente a
expressdo de mRNA para esta proteina, também de forma muito acentuada (166 %). Quando as
células foram submetidas a tratamento com 15-d-PGJ, + LDLox, os niveis de expressao génica da

caspase 3 permaneceram semelhantes aos observados no grupo controle.

4.2.2. p53

A proteina supressora de tumor p53 exerce efeitos tanto antiproliferativos como pro-
apoptdticos, em diversas células (Lohrum et al, 2000; Gottlieb & Oren, 1998; Sheikh &

Fornace, 2000). Sabe-se que lipoproteinas oxidadas ativam p53, através da inibi¢do da sua rota
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bioquimica de degradacao (Lohrum et al, 2000), e sabe-se que, nas lesdes ateroscleréticas, p53

co-localiza-se com macréfagos nao-proliferativos ou apoptoticos.

Desta forma, os resultados obtidos com os diferentes tratamentos impostos as células
U937 se refletiram na modulacdo da expressdo gé€nica da proteina supressora de tumor p53,

conforme ilustrado na figura 13.
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Figura 13 — Expressao do gene que codifica a proteina pro-apoptotica pS3 em
células da linhagem U937, nos diferentes tratamentos. Células da linhagem pré-
monocitica humana U937 foram cultivadas segundo materiais ¢ métodos, com meio
de cultura RPMI 1640 (grupo 1, controle) em presenga PGA, (20uM) (grupo 2); A"
PGJ, (1.5uM) (grupo 3); LDL nativa (20uM) (grupo 4); LDL oxidada (20uM) (grupo
5); LDLnat + PGA, (20uM) (grupo 6); LDLnat + A'>-PGJ, (1.5uM) (grupo 7); LDL
ox + PGA, (20uM) (grupo 8); LDL ox + A'*-PGJ, (1.5uM) (grupo 9), durante 18h
(LDL nat e LDLox, pré-incubagdo) ¢ CP-PGs durante 24h (incubagdo). Resultados
quantitativos em referentes a densidade otica (unidades arbitrarias) do mRNA para
pS3 estdo representados no grafico, relacionados a expressdo do gene da B-actina.

494 pb
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Abaixo do grafico, os fragmentos de 560 pb e 476 pb correspondem,
respectivamente, aos produtos de RT-PCR para [-actina e p53. Resultados
expressos como média + DP, com nivel de significancia *P<0,05 (teste “t” de
student). Todos os grupos experimentais sdo comparados ao grupo controle.

O tratamento das células U937 com as CP-PGs PGA; e 15-d-PGJ, promoveu inibi¢ao
da expressdo génica da proteina supressora de tumor p53, em comparacdo ao grupo controle.
Esta inibi¢do foi da ordem de 49 % para o tratamento com PGA; e 36 % para o tratamento das

células com 15-d-PGJ,.

Os grupos experimentais tratados com LDL nativa e LDL oxidada mostraram
aumento na expressdo génica de p53, estatisticamente significativo em relagdo ao grupo
controle. Este aumento foi de 34 % para o tratamento com LDL nativa e 71 % para o

tratamento com LDL oxidada.

As células que foram incubadas com PGA, + LDLnat ndo sofreram alteragdes na
expressdo de mRNA para p53, enquanto aquelas tratadas com 15-d-PGJ, + LDLnat aumentaram a

expressao génica desta proteina em 34 %, em relagdo ao grupo controle.

O grupo experimental incubado com PGA; + LDLox aumentou a sua expressao génica
de p53 significativamente (117 %), em comparacgdo ao grupo controle. No caso do tratamento das
células com 15-d-PGJ, + LDLox, houve um efeito inibitorio estatisticamente significativo, sobre a

expressao de p53, aumento este da ordem de 16 % em relag¢@o ao grupo controle.
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4.2.3. Bcly,

O efeito dos tratamentos experimentais sobre a expressdao do gene que codifica o fator

anti-apoptotico Bclyr, pertencente @ uma subfamilia da familia Bcl,, pode ser verificado na

figura 14.
BCL-xl
1,6
1,4
< 1,2
v
2 14
=)
zg 0,8 a
2
2 0,6
[
=
= 04 A
0,2
0 -
PGI2 LDLnat LDLnat+ LDLnat+ LDLox LDLox+ LDLox +
PGA2 PGJ2 PGA2 PGJ2
Tratamentos
1 2 3 4 5 6 7 8 9
B-actina _ 550 pb
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Bcel-xL 496 pb

Figura 14 — Expressao do gene que codifica a proteina anti-apoptética Bel-x,
em células da linhagem U937, nos diferentes tratamentos. Células da linhagem
pro-monocitica humana U937 foram cultivadas segundo materiais € métodos, com
meio de cultura RPMI 1640 (grupo 1, controle) em presenga PGA, (20uM) (grupo
2); A-PGJ, (1.5uM) (grupo 3); LDL nativa (20puM) (grupo 4); LDL oxidada (20uM)
(grupo 5); LDLnat + PGA, (20uM) (grupo 6); LDLnat + A'2-PGJ, (1.5uM) (grupo 7);
LDL ox + PGA, (20uM) (grupo 8); LDL ox + A'2-PGJ, (1.5uM) (grupo 9), durante
18h (LDL nat e LDLox, pré-incubagdo) ¢ CP-PGs durante 24h (incubag@o).
Resultados quantitativos em referentes a densidade oOtica (unidades arbitrarias) do
mRNA para Bcl-xL estdo representados no grafico, relacionados a expressao do
gene da [-actina. Abaixo do grafico, os fragmentos de 560 pb e 476 pb
correspondem, respectivamente, aos produtos de RT-PCR para B-actina e Bcl-xL.
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Resultados expressos como média + DP, com nivel de significancia *P<0,05 (teste
“t” de student). Todos os grupos experimentais sao comparados ao grupo controle.

As células da linhagem pré-monocitica humna U937 tratadas com PGA; ndo tiveram a
expressdo génica da proteina anti-apoptotica Bel-xL alterada, porém, o tratamento com a CP-
PG 15-d-PGJ; intensificou a expressdo deste gene significativamente, em relagdo ao grupo

controle (49 %).

O tratamento das células com LDL nativa e também com LDL oxidada inibiu a

expressdo de mRNA para Bcel-xL em 18 % e 29 %, para cada tratamento, respectivamente.

As células U937 tratadas com PGA,; + LDLnat ndo sofreram alteragdo na expressao
génica de Bcl-xL, em comparacdo ao grupo controle. Este efeito ndo se verifica no grupo
tratado com 15-d-PGJ, + LDLnat, visto que este tratamento inibiu a expressao génica de Bcl-xL

de modo significativo em relagdo ao grupo controle, em 34 %.

Células tratadas com PGA, + LDLox tiveram a sintese de mRNA para Bcl-xL inibida em
19 %, em relagdo ao grupo controle. Ja o tratamento com 15-d-PGJ, + LDLox ndo alterou a

expressdo génica desta proteina.



5. DISCUSSAO

5.1. Proteinas relacionadas a diferenciacio macréfagos/foam cells

5.1.1. PPAR-y

Diversas pesquisas demonstram a expressao de PPAR-y em mondcitos e macrofagos
(Greene et al, 1995; Jiang et al, 1998; Ricote et al, 1998), e Tontonoz et al (1998) e Ricote et
al (1998) demonstraram que o PPAR-y atua na formagao de foam cells. O PPAR-y pode ser
ativado por LDL oxidada (Ricote et al, 1998), de modo que a expressio de PPAR-y em
macrofagos fagociticos € de grande importancia no contexto da lesdo ateromatosa vascular

(Pelton et al, 1999).

A ativacdo do PPAR-y em macrdfagos leva a expressdo do receptor de scavenger
CD36/FAT, caracteristica de macrofagos foam cells (Tontonoz et al., 1998). O aumento no
numero de receptores CD36/FAT resulta em aumento no inmput de LDL oxidada nos

macrofagos, que iniciam sua diferenciacdo em foam cells.

As células U937 tratadas com PGA,; tiveram a expressdo génica de PPAR-y inibida em
relacdo ao grupo controle. Este efeito se manteve, mesmo em presenga de LDL nativa e LDL
oxidada. Observa-se ainda que o tratamento das células U937 com LDL nativa também exerce
efeito inibitorio sobre a expressdo deste fator nuclear. J4 o tratamento com LDL oxidada
aumentou significativamente a expressdao de PPAR-y, quando comparado ao grupo controle.
Este efeito, mediado por LDL oxidada, ja era esperado, pois sabe-se que esta LDL tem altas

concentragdes de derivados lipidicos oxidados, como o 9- ¢ o 13-HODE (acido hidroxi-
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octadecadienoico), que sdo ativadores diretos do PPAR-y (Nargy et al., 1998).

A ativagdo do PPAR-y, mediada por LDL oxidada, desencadeia a expressdo de
receptores de scavenger para a internalizacdo de cada vez mais LDL oxidadas, contendo mais
ativadores do PPAR-y, o que contribui para a diferenciagdo de macrofagos em foam cells.
Neste contexto, tanto a PGA; como a 15-d-PGJ; inibiram a expressdo do PPAR-y, quando em

presenca de LDL oxidada, que ¢ potencialmente aterogénica.

E importante salientar que as CP-PGs da familia da 15-d-PGJ, sdo ativadoras e ligantes
fisiologicos do fator nuclear PPAR-y (Forman ef al, 1995; Kliewer et al, 1995), conforme se
confirma pelos resultados obtidos com a incubagdo das células em presenca desta CP-PG. Em
presenca de LDL nativa, a expressdo génica de PPAR-y permaneceu nos niveis observados no
grupo controle e, além disso, a 15-d-PGJ, também foi capaz de inibir a expressao de PPAR-y
nas células tratadas com LDL oxidada. Sabe-se que o tratamento de macréfagos peritoniais
com 15-d-PGJ, inibe a trascrigdo génica do receptor de scavenger A, em resposta a

estimulagao com PMA (Ricote ef al, 1998).

A ativagdo do PPAR-y por ligantes pode resultar na indugdo de apoptose em
macrofagos diferenciados. Este processo é acompanhado pelo surgimento de subunidades
proteoliticas ativas da protease sinalizadora de morte celular caspase 3 (Chinetti et al, 1998).
Também tém sido demonstrado que o NF-kB protege macrofagos da morte celular induzida
por TNF-a, ¢ o PPAR-y interfere com esta sinalizagdo. A ativacdo do PPAR-y induzindo
apoptose também tém sido constatada em células cancerigenas gastricas (Takahashi et al,
1999). Os ligantes fisiologicos do PPAR-y, ciglitizona e PG 15-dJ,, também induzem apoptose

em células endoteliais (Bishop-Bailey et al, 1999).
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5.1.2. CD36

Sabe-se que a oxidacdo de lipoproteinas do plasma, particularmente LDL, tem
demonstrado diversas propriedades pro-aterogénicas.Talvez a mais notdvel contribuicdo da
LDL oxidada para o desenvolvimento da aterosclerose seja a sua captacdo por macréfagos no
espaco vascular. Diversos trabalhos descrevem o papel da rapida e desregulada captacdo de
LDL oxidada na transformagcdo de mondcitos/macrofagos em foam cells, nas lesdes

ateroscleroticas.

Um grande niimero de proteinas presentes na membrana celular capazes de se ligar
com grande afinidade a LDL oxidada tém sido identificado na superficie de macréfagos,
células endoteliais e células musculares lisas. Uma caracteristica comum destes receptores de
scavenger ¢ a sua habilidade em se ligar com grande afinidade a diversos ligantes
estruturalmente diferentes (Dhaliwal & Steinbrecher, 1999). Dentre os receptores de scavenger
que sabidamente interagem com LDL oxidada, tém-se SR-AI/II, CD36, SR-BI, CD68, LOX-1

e SREC (Baljinder & Steinbrecher, 1999).

O CD36, um receptor de scavenger classe B, ¢ uma glicoproteina presente na
membrana plasmatica de monocitos, plaquetas, células endoteliais, epitélio da glandula
mamaria e adipocitos de murinos que, dependendo do tipo de célula em que ¢ encontrado,
pode ter diferentes pesos moleculares (78, 88 ou 94 kDa), correspondendo a diferentes
glicoformas (Greenwalt et al, 1992; Alessio et al, 1991). Esta proteina foi primeiramente

identificada como receptor para LDL oxidada, mas o CD36 tem afinidade por diversos
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ligantes diferentes, incluindo lipoproteinas nativas (além de oxidadas), acidos graxos,
fosfolipidios anionicos, colagenos tipo I e tipo IV, bem como eritrdcitos parasitados com

Plasmodium falciparum.

O CD36 liga-se a lisina de proteinas modificadas, como LDL acetilada ou oxidada, e
também estd envolvido na fagocitose de células apoptoticas ou de fragmentos celulares.
Entretanto, a sua importancia quantitativa na captagdo de LDL oxidada por macréfagos
permanece desconhecida. O CD36 também ¢ reportado como envolvido na fagocitose de

neutrdfilos e lifocitos T apoptdticos por macrofagos (Alessio et al, 1995).

Sabe-se que a expressdo génica de CD36 em macrofagos ¢ estimulada por
interleucina 4 (IL-4), macrophage colony-stimulating factor (M-CSF), LDL modificada,
conteudo intracelular de colesterol e PPAR-y, e ¢ inibida, ou down regulada, por interferon- v,
transforming growth factor-p1 (TGF- B1) e TGF- B2 (Yesner et al, 1996; Han et al, 1997; Han
et al, 1999; Tontonoz et al, 1998; Nakagawa ef al, 1998; Han et al, 2000). Sabe-se também
que particulas de LDL nativa, acetilada e oxidada estimulam a captagdo de emulsdo rica em
triglicerideos por macrdfagos, através de diversos mecanismos, dos quais se destacam os

mediados por receptores de scavenger (Quintdo et al., 2002).

Os experimentos apresentados neste trabalho (figura 10) demonstraram que o
tratamento das células da linhagem pré-monocitica humana U937 com LDL nativa ¢ LDL
oxidada ndo interferiu na expressdo génica de CD36, embora inumeros autores ja tenham
descrito aumento na expressdo de CD36, em diversos modelos experimentais, em resposta a
presenga de LDL oxidada. Assim, é possivel que um aumento no tempo de tratamento das

culturas com LDL oxidada altere este perfil.
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A exposi¢ao das culturas de células a CP-PGs alterou significativamente a expressao
génica de CD36, porém, de modo antagénico, pois enquanto a PGA; inibiu, a 15-d-PGlJ,

intensificou a expressao génica deste receptor de scavenger, quando comparado ao controle.

Em presenca de LDL nativa, a PGA; continuou exercendo efeitos inibitorios sobre a
expressdo génica de CD36, mas, curiosamente, resultados inesperados foram observados no
tratamento das células com PGA; em presenga de LDL oxidada. Este tratamento intensificou a
expressdo de CD36, provavelmente por uma via independente de PPAR-y, uma vez que a
PGA,; reduziu a expressao deste fator nuclear de modo significativo, em todos os tratamentos

(ver figura 9).

Por outro lado, verificou-se aumento significativo na expressao génica de CD36, apds
tratamento com 15-d-PGJ,, em presenca ou auséncia de LDL nativa, o que se deve,
provavelmente, ao efeito da 15-d-PGJ, em si, sem a interferéncia da LDL nativa acrescida ao
meio de cultura. Este efeito pode estar relacionado com o aumento concomitante na expressao
do fator nuclear PPAR-y (figura 9), uma vez que a 15-d-PGJ, ¢ um conhecido ligante

fisioloégico do PPAR-y, conforme anteriormente descrito.

E interessante mencionar que, embora a 15-d-PGJ, aumente a expressio de PPAR-y,
bem como a sua ativagdo, ja descrita na literatura, que pode levar ao concomitante aumento na
expressdo de CD36, esta CP-PG também se mostrou eficiente em reduzir, dramaticamente, a
expressdo de PPAR-y, quando em presenga de LDL oxidada. Tal efeito inibitério pode ter
contribuido para a manutengdo da expressao de CD36 em niveis semelhantes aos observados

no grupo controle.
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5.1.3. HMG-CoA redutase

No caso da enzima HMG-CoA redutase, responsavel pelo controle da sintese
intracelular de colesterol, o tratamento com PGA; inibiu significativamente sua expressao
génica, enquanto o tratamento com 15-d-PGJ, parece ndo interferir na expressao desta enzima.
E importante mencionar que inibidores da HMG-CoA redutase também sio capazes de reduzir

a adesdo de mondcitos humanos a células endoteliais (Thiery et al, 2001).

Tanto o tratamento das células U937 com LDL nativa, como o tratamento com LDL
oxidada, aumentaram significativamente a expressao génica da HMG-CoA redutase, quando
comparado ao grupo controle. Assim, a internalizagdo de LDL (contendo colesterol) pelas
células, na sua forma nativa ou oxidada, ¢ capaz de promover ativacao da expressao génica de
HMG-CoA redutase. Este resultado ¢ inesperado, uma vez que estd bem estabelecido que a
atividade desta enzima ¢ inibida por altos niveis intracelulares de colesterol, num processo de
feedback negativo. Este aumento na expressdo da HMG-CoA redutase em presenga de LDL,
pode promover uma ativagdo na maquinaria celular de sintese de colesterol, que, associado ao
aumento na expressdo de CD 36, com maior imput de LDL modificada contendo colesterol,
contribui para o aumento de colesterol intracelular. Além disso, Curi e Bittencourt (1997)
demonstraram que macrofagos foam cells tem sua capacidade de transferir colesterol a
linfocitos em co-cultura bastante reduzida, o que resulta em acimulo ainda maior de colesterol

intracelular.
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O tratamento das culturas de células com as CP-PGs PGA; e 15-d-PGJ, parece nao
interferir no aumento da expressdao génica para HMG-CoA redutase, induzido pela LDL
nativa. Curiosamente, quando as células sao tratadas com LDL oxidada e PGA,, a expressao

génica desta enzima aumenta consideravelmente.

Sabe-se que a PGA, intensifica a sintese de fosfolipideos, enquanto reduz,
concomitantemente, as concentragdes intracelulares de colesterol, acidos graxos livres,
triglicerideos e ésteres de colesterol, em macrofagos de rato, possivelmente via regulagdo da
expressao génica ou da atividade da HMG-CoA redutase (Bittencourt ef al, 1998). Assim, este
dado vem ao encontro do efeito observado no tratamento das células com PGA, em auséncia
de LDL, pois esta CP-PG ocasionou redugdo na expressdo de mRNA para a enzima HMG-
CoA redutase. Curiosamente, o tratamento com PGA; e LDL oxidada aumentou a expressao

de mRNA para esta enzima.

J& com relagdo a 15-d-PGJ,, embora esta CP-PG ndo tenha alterado a expressdo
génica da HMG-CoA redutase, os resultados obtidos no tratamento combinando 15-d-PGJ, e
LDL oxidada demonstram uma clara capacidade desta CP-PG em trazer os niveis de expressao
génica da HMG-CoA redutase a valores similares aos observados no grupo controle. Este
efeito parece se contrapor a estimulacdo da expressdo génica da enzima, que se verifica no

tratamento com LDL oxidada e nativa, em auséncia de 15-d-PGJ».
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5.2.  Proteinas relacionadas a apoptose

O processo de apoptose ou morte celular programada caracteriza-se por mudangas
estruturais, tais como alteracdes em membranas plasmaticas, fragmentagdo do DNA,
condensagdo da cromatina, fragmentacdo nuclear e diminuicdo celular. A aterosclerose ¢ um
processo complexo em que a significancia da apoptose depende de numerosos fatores que
estdo relacionados a placa aterosclerotica, tais como seu estagio de desenvolvimento,

localizagao e os tipos celulares relacionados.

A significancia do processo de apoptose em macréfagos e em células musculares lisas
pode ser completamente diferente. A apoptose em macréfagos pode ser benéfica para a
estabilidade da placa, se os corpos apoptdticos forem removidos. Por outro lado, células
apoptdticas ndo removidas podem ativar a trombina e induzir trombose. Sabe-se também que
lesdes consistindo somente de células musculares lisas apresentam-se com muito pouca
apoptose, o que enfraquece a capsula fibrosa pela diminui¢do da sintese de fibras colagenas,

contribuindo, assim, para a instabilidade da placa (Drager et al, 2002).

Estes fendmenos tém sido cada vez mais estudados em modelos animais € humanos,
sendo proposto que a associagdo de apoptose com a ativacdo de um complexo sistema
envolvendo inimeros mediadores inflamatorios contribui tanto para o remodelamento vascular
como para a instabilidade da placa, a sua ruptura e a formacao de trombos. A caracterizagdo do
papel da apoptose e sua interacdo com processos inflamatorios criam perspectivas de novos

rumos terapéuticos para a estabilizacdo da placa, que poderiam levar a eventos coronarios.
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Sabe-se que os macrofagos t€ém a capacidade de direcionar a morte celular no
remodelamento de diversos tecidos. Assim, macrofagos recrutados do sangue podem
direcionar a apoptose em células endoteliais, ¢ podem também deletar células residentes
durante o remodelamento das regides inflamadas, induzindo apoptose em células proximas por

mecanismos que incluem a liberagdo de 6xido nitrico (Duffield et a/, 2000).

A capacidade dos macrofagos em direcionar a morte celular é regulada pela captagao
de células apoptoticas. Por exemplo, a citolise de células tumorais por macréfagos ativados ¢é
inibida pela ingestdo de células apoptoticas. Em algumas circunstancias, a captacdo de células
apoptoticas pode engatilhar a liberagdo da citocina indutora de morte CD95 por macrofagos,

resultando na apoptose das células adjacentes (Savill & Fadok, 2000).

E fato conhecido que o estresse celular, como o causado por danos ao DNA, hipoxia
ou lipoproteinas oxidadas, ativam a proteina supressora de tumor p53, e elevados niveis de
p53 levam a respostas antiproliferativas e pro-apoptoticas. Por outro lado, a deficiéncia de p53

esta associada com o aumento no tamanho da lesdo ateroscleroética.

Sabe-se também que as caspases, cisteino-proteases que clivam proteinas nas
proximidades de residuos de acido aspartico especificos, sdo efetoras do processo de morte
celular por apoptose. Estas proteases podem ter seus efeitos pro-apoptoticos inibidos pelas
proteinas da familia Bcl-2, presentes nas membranas mitocondriais. Em mitocondrias isoladas,
Bcl-2 ou Bel-x intensificam a extrusdo de protons da mitocondria e aumentam a capacidade de
tamponamento do calcio mitocondrial (Nguyen et al, 1994, Mazel et al, 1996), de modo que
estas proteinas talvez se comuniquem funcionalmente ou fisiologicamente com proteinas da

membrana mitocondrial interna que controlam o transporte de ions.
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5.2.1. Caspase3

As CP-PGs PGA; e 15-d-PGJ; nio interferiram na expressdo génica da proteina pro-
apoptdtica caspase 3, nas condi¢des experimentais aqui apresentadas, em comparagdo ao
grupo controle. Porém, quando estas CP-PGs foram combinadas com LDL nativa, a expressao
génica da caspase 3 manteve-se nos niveis observados no grupo controle. Como o tratamento
com LDL nativa aumentou significativamente a expressao génica da caspase 3, podemos supor
que este efeito tenha sido anulado pela adi¢ao das CP-PGs ao meio de cultura contendo LDL

nativa (figura 12).

O tratamento das células U937 com LDL oxidada inibiu drasticamente a expressao
génica da caspase 3, quando comparado ao grupo controle. Este efeito anti-apoptdtico
induzido pela LDL oxidada foi anulado pela adi¢dao de CP-PGs ao meio de cultura. Observe-se
que PGA; e LDL oxidada, quando combinadas, aumentaram a expressdo génica de caspase 3,
0 que pode levar a um efeito pro-apoptdtico. No caso do tratamento das células com a
combinag¢do de 15-d-PGJ2 e LDL oxidada, a expressdo génica da caspase 3 retorna aos valores

do grupo controle, o que se contrapde a reducio observada no tratamento com LDL oxidada.
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5.2.2. p53

O tratamento das células U937 com as CP-PGs PGA, e 15-d-PGJ; inibiu
significativamente a expressao do gene que codifica a proteina pro-apoptotica p 53, quando
comparado ao grupo controle (figura 13). Ao contrario, os tratamentos com LDL nativa e LDL

oxidada aumentaram a expressao génica desta proteina.

Embora a LDL nativa promova um aumento na expressao génica de p53, quando as
células sdo tratadas com LDL nativa e PGA; combinadas, a expressdo génica retorna aos
valores observados no grupo controle. Este efeito ndo se observa no tratamento que combina
15-d-PGJ2 e LDL nativa, cujos resultados permanecem semelhantes aos observados em

presenca apenas de LDL nativa.

No caso do tratamento com LDL oxidada, observou-se um aumento significativo na
expressao génica de p53, em relacdo ao grupo controle. Tal aumento se intensifica ao se
adicionar a CP-PG PGAZ2 ao meio de cultura. Ao contrario, o tratamento combinando a CP-PG
15-d-PGJ, com LDL oxidada inibiu a expressdo gé€nica da proteina pro-apoptotica p53, em

comparagdo ao grupo controle.
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5.2.3. BclxL

As células U937 tratadas com PGA; ndo sofreram qualquer alteragdo na expressao
génica da proteina anti-apoptdtica Bel-xL. Ja a 15-d-PGJ, aumentou a expressio de mRNA

para esta proteina, em comparagdo ao grupo controle.

Tanto LDL nativa como LDL oxidada inibiram a expressdo génica de Bcl-xL, em
comparagdo ao grupo controle. Ao se adicionar PGA; as culturas contendo LDL nativa,
verifica-se um retorno dos niveis de expressdao génica de Bcl-xL aos valores observados no
grupo controle. Este efeito ndo ¢ visivel no tratamento das células com LDL oxidada e PGA,,
pois este grupo experimental mostra resultado semelhante ao do grupo tratado somente com
LDL oxidada. J& no tratamento com 15-d-PGJ, e LDL oxidada combinadas, a expressdo
génica para Bcel-xL ¢ similar a observada no grupo controle, embora a LDL oxidada tenha

efeito inibitdrio sobre a expressdo desta proteina, quando comparado ao grupo controle.

De acordo com os resultados apresentados neste trabalho, tanto PGA, como 15-d-
PGJ, parecem exercer efeitos de inibicdo do processo apoptotico nas células U937, por um
lado inibindo a expressdo génica de p53 e por outro lado estimulando a expressao de Bel-xL
(15-d-PGlJ,). Os tratamentos com LDL nativa favorecem a apoptose das células, aumentando a
expressdo de p53 e caspase, além de inibir Bel-xL. Ja& a LDL oxidada parece estimular a
apoptose aumentando p53 e inibindo a expressdao de Bcl-xL, mas inibe a expressao de caspase
3, o que sugere rotas especificas para a sua atividade pro-apoptotica. Estes achados vém de
encontro aos de Yoshifumi et al (2000) e Yao & Tabas (2000), que atribuem a indugdo de
apoptose em macrofagos e células musculares lisas a presenca de LDL oxidada e colesterol

livre nos meios de cultura.
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Células U937 tratadas com de LDL oxidada mostram uma forte tendéncia a apoptose,
apesar do efeito inibitorio das CP-PGs PGA; e 15-d-PGJ; sozinhas sobre a expressao de p53.
Ja a 15-d-PGJ, parece ndo interferir na expressao génica da caspase 3, embora demonstre
anular o efeito inibitorio da LDL oxidada sobre a expressdao desta proteina. No caso da
expressao de p53, esta CP-PG por si s6 promove reducao na expressao génica, efeito este que
se mantém em presenca de LDL oxidada. Esta tendéncia anti-apoptética da 15-d-PGJ, se
confirma também pelo aumento na expressdao génica de Bcl-xL promovido pelo autacoide,

quando administrado sozinho no meio de cultura.

Estes resultados indicam um possivel papel anti-apoptotico das CP-PGs, que se
contrapde aos efeitos pro-apoptdticos ja bem descritos, exercidos pela exposi¢do das células a
LDL oxidada, como verificado por Curi et a/ (2004), que relatam efeitos da 15-d-PGJ; no

sentido de inducdo de apoptose, em células Jurkat e Raji.

Para maiores esclarecimentos a respeito dos mecanismos de a¢do das CP-PGs sobre
as rotas moduladoras dos processos de morte celular por apoptose em macrofagos/foam cells,
sdo necessarios estudos mais aprofundados de expressdo génica neste € em outros modelos

experimentais, verificando-se vias especificas de a¢do destes autacoides.
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6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos experimentalmente e ora apresentados neste
trabalho, a CP-PG 15-d-PGJ, mostra-se citoprotetora para as células da linhagem pro-
monocitica humana U937, reduzindo a expressdo génica de PPAR-y e mantendo a expressao
de CD36 em niveis semelhantes aos do no grupo controle, mesmo em presengca de LDL

oxidada.

A PGA, exerce efeito semelhante, suprimindo a expressdao génica, tanto do fator
nuclear PPAR-y como também de CD36. Esta resposta fisiologica pode ser de grande utilidade
na terapéutica da aterosclerose, uma vez que o receptor de scavenger CD36 ¢ capaz de
reconhecer e internalizar particulas de LDL oxidada, participando da diferenciacdo de

macrofagos em foam cells.

PGA,; inibe a expressao génica da enzima HMG-CoA redutase, reguladora da sintese
intracelular de colesterol. Esta constatagdo, associada a futuras pesquisas no sentido de se
avaliar também a atividade da enzima HMG-CoA redutase, frente ao tratamento com CP-PGs
e LDL nativa e oxidada, pode auxiliar efetivamente no desenvolvimento de terapias eficazes

no combate a aterosclerose.

A 15-d-PGJ; parece manter a expressao da HMG-CoA redutase aos niveis observados
no grupo controle, mesmo em presen¢a de LDL oxidada. Por outro lado, esta CP-PGP sozinha
ndo altera a expressdo génica da enzima, pelo menos nas condigdes em que foram realizados

os experimentos. Assim, seria interessante verificar o efeito deste eicosanodide sobre a
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expressao dos genes estudados em periodos mais prolongados de tratamento, tanto para PGA,

como para 15-d-PGlJ,.

Com relacdo aos genes relacionados aos processos de apoptose, tanto pro-apoptoticos,
como p53 e caspase 3, como anti-apoptotico, como no caso da Bcl-xl, as CP-PGs parecem
exercer efeitos anti-apoptoticos nas células estudadas. Estes efeitos se contrapdem ao papel
pro-apoptoético, ja bem descrito, da LDL oxidada, sobre macrdéfagos e células musculares lisas

vasculares.

Embora as CP-PGs 15-d-PGJ, e PGA; mostrem-se, por um lado, inibidoras da
diferencia¢do de macrofagos em foam cells, pela inibicdo da expressdo de genes relacionados
a este processo e, por outro lado, também interferem positivamente na regulacdo do processo

de apoptose, muitos pontos permanecem por ser esclarecidos.

Assim, novas pesquisas acerca dos mecanismos de ag¢ao das CP-PGs sobre a
diferenciagdo de macrofagos em foam cells, bem como seus efeitos sobre os processos que
modulam os processos de sobrevivéncia e morte destas células, sdo de especial importancia

para uma possivel terapéutica no tratamento da aterosclerose.
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