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1 INTRODUÇÃO 

 

A aterosclerose é uma das principais causas das doenças cardiovasculares 

responsáveis pela morte prematura atualmente. Durante muitos anos foi considerada 

um problema de saúde pública referente principalmente às sociedades mais 

desenvolvidas, sendo a principal causa de morbidade e mortalidade nesses países 

(Wick et al., 2001).  Entretanto, nos dias atuais, devido principalmente a mudanças no 

padrão de vida social e costumes alimentares, os países em processo de 

desenvolvimento vêm apresentando um quadro diferente, chamando a atenção das 

organizações de saúde locais e até mesmo da Organização Mundial da Saúde, a qual 

já considera as doenças cardiovasculares como a principal causa das mortes no 

mundo (World Health Organization, 2009). No Brasil, são responsáveis por cerca de 

27% dos óbitos, consideradas as principais causas de mortalidade na população 

adulta (Ministério da Saúde, 2009).  

A pesquisa relacionada às doenças cardiovasculares tem direcionado de 

maneira significativa as considerações clínicas dos fatores e/ou situações de risco 

responsáveis pelo seu desenvolvimento. O diagnóstico atual utilizado como 

marcador para a aterosclerose leva em consideração a obesidade, hipertensão e 

diabetes, além da concentração elevada de colesterol sanguíneo. Entretanto, dados 

recentes mostraram que indivíduos com ausência destes “marcadores” podem 

desenvolver uma doença cardiovascular grave, podendo ocasionar infarto do 

miocárdio e choque hemodinâmico, dificultando assim o diagnóstico precoce (Ridker 

et al., 2008).   

A aterosclerose é uma doença complexa, influenciada por fatores genéticos e 

ambientais. Trata-se de um processo progressivo, silencioso, cujas lesões iniciam-se 

na primeira década de vida. Nesta fase ocorre a formação das estrias gordurosas (do 

inglês fatty streak lesions) nas células endoteliais. Estas pequenas lesões consistem 

principalmente de macrófagos cheios de gordura, chamados de células espumosas. 

Com o avanço da idade, a lesão progride para uma placa fibrosa, contendo células de 
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músculo liso, calcificação, deposição de lipídeo extracelular e a presença de um 

núcleo necrótico denso, caracterizando uma lesão aterosclerótica no seu estágio 

avançado, que acarreta no aparecimento dos sintomas (Hansson e Libby, 2006) . 

Embora a presença celular e a resposta inflamatória característica da lesão 

aterosclerótica seja bem estabelecida, os eventos bioquímicos que levam a formação 

das estrias gordurosas, com subsequente progressão da lesão ainda não foram 

completamente elucidados. Inicialmente foi observado que a lipoproteína de baixa 

densidade (LDL, do inglês Low Density Lipoprotein) poderia induzir uma injúria em 

células de músculo liso e endoteliais humanas (Hessler et al., 1979).  Entretanto, 

mesmo em altas concentrações de LDL não induz a transformação de macrófagos em 

células espumosas (Henriksen et al., 1983). Em seguida, foi demonstrado que uma 

modificação da partícula de LDL seria responsável por induzir uma resposta 

inflamatória na intima arterial, atraindo monócitos para o espaço subendotelial, 

transformando-os em células espumosas (Henriksen et al., 1981; Hessler et al., 1983). 

 

 

1.1 Características inflamatórias na aterosclerose 

 

A aterosclerose afeta as artérias de médio e grande calibre, sendo encontrada 

mais raramente em pequenos vasos (VanderLaan et al., 2004). As pesquisas em 

doenças cardiovasculares têm crescido de maneira considerável concentrando os 

esforços principalmente na concentração sérica de lipídeos e nas lipoproteínas 

modificadas como responsáveis pelo desenvolvimento da doença cardiovascular 

(Fraley et al., 2009). Com efeito, os resultados destas pesquisas podem ser apreciados 

em pacientes que fazem uso das atuais drogas capazes de diminuir o colesterol 

sanguíneo, as estatinas, as quais têm reduzido índices de morbidade e mortalidade 

em indivíduos de alto risco para doenças cardiovasculares (Ridker et al., 2008). Esses 

resultados se acentuam quando o tratamento é acompanhado de mudanças nos 

hábitos alimentares e da prática de exercícios físicos. Os efeitos farmacológicos das 
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estatinas não são completamente claros, entretanto já se sabe que não estão 

concentrados apenas ao controle dos níveis de colesterol, mas também na 

diminuição da resposta inflamatória (Jain e Ridker, 2005)característica de uma lesão 

aterosclerótica .  

As células inflamatórias constituem a maior parte das lesões ateroscleróticas e 

muitas destas células possuem sinais de ativação (Hansson, 2005). Foi demonstrado 

que o risco de ruptura da placa aterosclerótica com formação subsequente de 

trombos é elevado em regiões de grande concentração de células inflamatórias 

ativadas (Jonasson et al., 1986; Hansson, 2005). Sub-populações de células T 

inflamatórias circulantes são elevadas em pacientes com síndromes coronarianas 

agudas (van der Wal et al., 1993; Hansson, 2005). Além disso, foi demonstrado que 

concentrações elevadas de proteína C reativa (PCR), um marcador inflamatório, está 

mais relacionada a ativação inflamatória vascular que à isquemia do miocárdio 

(Paoletti et al., 2004; Hansson, 2005). Concentrações elevadas de Interleucina (IL) -6 e 

PCR também têm sido associadas com um pior prognóstico para angina instável e 

para infarto agudo do miocárdio (Paoletti et al., 2004). Há também evidências 

mostrando que doenças inflamatórias sistêmicas estão associadas ao 

desenvolvimento da aterosclerose (ex.: lúpus eritematoso sistêmico e artrite 

reumatóide) (George et al., 1999; Wallberg-Jonsson et al., 2002). Alem disso, estudos 

em animais mostram a importância da resposta inflamatória na patogênese da 

aterosclerose, uma vez que animais deficientes de alguns receptores semelhantes ao 

Toll (TLR, do inglês Tol-like receptor), moléculas de adesão, citocinas pro-inflamatórias 

e quimiocinas reduzem a lesão aterosclerótica em camundongos (Hansson, 2005; Ait-

Oufella et al., 2006; Yan e Hansson, 2007). 
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1.2 A patogênese da aterosclerose 

 

O processo aterosclerótico tem início quando o endotélio dos vasos sofre 

algum tipo de lesão, induzindo um processo inflamatório. Como consequência disso, 

ocorrem alterações na permeabilidade vascular, levando à saída de macromoléculas e 

a migração de monócitos e linfócitos T e B para a região subendotelial (Hansson e 

Libby, 2006). O enrijecimento da parede arterial é devido à deposição de várias 

moléculas na placa, incluindo lipídeos, cristais de colesterol e sais de cálcio. A 

consequente alteração na estrutura da parede endotelial leva a um aumento da 

adesão plaquetária, contribuindo para a formação de trombos. As células musculares 

lisas, as quais são produtoras de matriz extracelular, também passam a proliferar na 

área da lesão, constituindo o maior volume da placa ateromatosa no estado 

avançado (Munro e Cotran, 1988). Embora a proliferação de células musculares lisas 

ocorra de forma gradual, pequenas rupturas de placas em formação podem gerar 

surtos proliferativos desencadeados pela trombina ou pelo PDGF (do inglês platelet-

derived growth factor) (Schini-Kerth et al., 1997). Esta proliferação também é 

observada nos macrófagos presentes nas placas de ateroma, sendo este efeito 

ocasionado por fatores de crescimento como granulocyte-macrophage colony  

stimulating factor (GM-CSF)  e o macrophage colony  stimulating factor (M-CSF)  

(Devaraj et al., 2009) (Sakai et al., 2000). 

No estado avançado da placa aterosclerótica estão presentes dois 

componentes estruturais distintos: um núcleo lipídico, pouco denso, e a capa fribrosa. 

O núcleo lipídico é rico em lipídios extracelulares, principalmente cristais e ésteres de 

colesterol. Enquanto a capa fibrosa, a qual compreende cerca de 70% do tamanho 

total da placa é formada basicamente por células musculares lisas, matriz extracelular 

e células inflamatórias (Glass e Witztum, 2001). 

Os eventos iniciais da aterosclerose vêm sendo alvo de diversas hipóteses ao 

longo dos anos. Em 1973, Russel Ross divulgou a hipótese da “resposta à injúria 

tecidual”, a qual foi constantemente revisada (Ross e Glomset, 1973; Ross e Glomset, 
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1976; Ross, 1993; Bachem et al., 1999). Esta hipótese considera como evento inicial 

uma lesão no endotélio da parede arterial associada a uma resposta inflamatória 

acarretando em uma lesão degenerativa. Esta resposta inflamatória é caracterizada 

pela migração de células musculares lisas da camada íntima e média arterial. As 

manifestações desta resposta ocorrem principalmente nas regiões de bifurcações e 

ramificações das artérias, onde o fluxo sanguíneo é distribuído. Estas áreas mostram 

um aumento da permeabilidade para macromoléculas como a LDL e um aumento na 

expressão de moléculas de adesão na superfície das células endoteliais, 

possibilitando a migração de monócitos para a lesão.  

 Entretanto, uma outra hipótese importante foi proposta por Witztum; 

Steinberg (1991). Trata-se da hipótese da “modificação oxidativa”, onde uma 

modificação por processos oxidativos da partícula de LDL poderia gerar substâncias 

capazes de causar um dano nas células endoteliais e iniciar o desenvolvimento da 

lesão. A participação da LDL oxidada (oxLDL) na aterogênese ocorreria  através do 

recrutamento de monócitos circulantes para o espaço subendotelial, com 

consequente diferenciação em macrófagos, que se acumulariam na camada íntima 

arterial. Estes macrófagos aumentariam a captação da oxLDL, levando a formação de 

células espumosas (foam cells). Além disso, a citotoxicidade da oxLDL levaria a perda 

da integridade endotelial (Witztum e Steinberg, 1991).  

Uma terceira hipótese foi proposta por Williams e Tabas (1995): a “reposta à 

retenção lipídica”. Segundo os pesquisadores, em condições fisiológicas, a LDL 

transita entre a corrente sanguínea e o espaço subendotelial. No espaço 

subendotelial, ocorre a ligação da partícula de LDL, mas especificamente da 

Apolipoproteína-B 100  a proteoglicanos. Esta ligação induz a formação de 

agregados aumentando a susceptibilidade ao processo oxidativo. A LDL oxidada é 

capaz de ativar monócitos, induzindo a formação de células espumosas. Ativa 

também linfócitos T, células endoteliais e de músculo liso, contribuindo assim para o 

avanço da placa aterosclerótica. O principal fator responsável por esta retenção de 

lipoproteínas não está elucidado, porem acredita-se que características bioquímicas 
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da LDL, tais como tamanho, carga e a composição química, estejam relacionadas com 

a suscetibilidade a retenção (Williams e Tabas, 1995).  

 

 

1.3 Lipoproteína de baixa densidade (LDL) 

 

A LDL é a lipoproteína mais abundante no plasma, sendo responsável pelo 

transporte de colesterol para células em processo ativo de divisão, na síntese de 

membrana ou por tecidos que utilizam colesterol na síntese de hormônios esteróides 

ou sais biliares (Brown et al., 1981; Brown e Goldstein, 1986).  

É constituída principalmente por lipídios, vitaminas lipossolúveis e uma parte 

protéica, a apolipoproteína B-100 (apoB-100). Trata-se de uma partícula esférica com 

um diâmetro entre 180 a 280 Å e densidade entre 1,019 a 1,063 g/mL. A partícula de 

LDL contém cerca de 2.700 moléculas de ácidos graxos, onde a maior parte é 

poliinsaturada com predominância de ácido linoléico e ácido araquidônico. O 

antioxidante associado mais abundante é o α-tocoferol, com cerca de 6 a 8 

moléculas por partícula de LDL. Outros antioxidantes também estão presentes como 

o γ-tocoferol, ubiquinol-10, α-caroteno, β-caroteno, licopeno e criptoxantina,  

entretanto em baixas concentrações na partícula de LDL (Hevonoja et al., 2000).  

As partículas de LDL interagem com receptores específicos presentes na 

superfície celular, são os receptores do tipo B/E, os quais reconhecem 

apolipoproteína B da LDL. Estes receptores regulam a captação do colesterol pela 

célula. Desta forma, quando o conteúdo de colesterol intracelular atinge 

concentrações ótimas, ocorre a inativação dos receptores para LDL (Moghadasian et 

al., 2001).  

Cada partícula de LDL contém uma única molécula de ApoB-100, a qual é uma 

proteína de 500 kDa, constituída de uma única cadeia polipeptídica, contendo 4.536 

resíduos de aminoácidos. De acordo com analises estruturais obtidas por Segrest et 

al (2001), a ApoB-100 é composta por duas regiões de folhas beta anfipáticas e três 
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regiões contendo domínios de hélice alfa, constituindo um modelo estrutural 

pentapartite: NH3-α1-β1- α2-β2-α3-COOH (Figura 1). A região de interação com o 

receptor de LDL localiza-se entre os aminócidos 3.359-3.369. Além disso, na molécula 

de ApoB-100 foi detectada a presença de uma ponte dissulfeto entre as cisteínas 

3.167 e 3.297, formando um loop  em sua estrutura terciária (Segrest et al., 2001).  

Diversas metodologias já foram aplicadas com a finalidade de determinar a 

estrutura tridimensional da partícula de LDL. Entretanto, a complexidade e o tamanho 

da partícula vêm sendo uma grande barreira, impedindo a obtenção da real 

disposição da parte lipídica e proteica da LDL.  Assim sendo, os estudos com esta 

finalidade são baseados em clivagens proteicas e análises obtidas por programas de 

bioinformática específicos . Com o uso dessas ferramentas, se pode chegar a um 

conhecimento estrutural, a respeito da disposição de aminoácidos da ApoB-100. 

Apesar das limitações, este conhecimento pode contribuir de maneira significativa 

para o entendimento do processo patológico inicial, responsável pela migração de 

células inflamatórias e formação das estrias gordurosas no inicio da lesão (Segrest et 

al., 1994; Segrest et al., 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1- Diagrama esquemático do modelo pentapartite da estrutura de ApoB-100. :  
NH3-α1-β1- α2-β2-α3-COOH (Segrest et al., 1994). 
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1.4 Modificação da partícula de LDL 

 

Apesar das diferentes hipóteses propostas para explicar os eventos iniciais da 

aterosclerose, a modificação oxidativa da partícula de LDL parece ser um fenômeno 

comum às hipóteses descritas acima, onde os componentes lipídicos e proteicos da 

partícula de LDL modificada são os principais responsáveis pelo inicio da resposta 

inflamatória na lesão.  

Com o processo de oxidação, ocorrem mudanças na composição da partícula 

de LDL, que podem variar de acordo com o tipo, concentração e tempo de exposição 

ao agente oxidante utilizado no experimento (Stocker, 1994; Berliner e Heinecke, 

1996; Jessup et al., 2002). Dessa forma, em um processo extenso de oxidação, que 

chega a atingir lipídeos internos e a parte proteica da partícula, ocorre um aumento 

de subprodutos tóxicos, como o malondialdeído (MDA) e o 4-hidroxi-2-nonenal 

(HNE), os quais podem servir como marcadores do processo de oxidação (Requena et 

al., 1997) 

A LDL pode ser oxidada in vivo por diferentes mecanismos, entretanto ainda 

não está claro qual seria o mecanismo mais importante. A modificação envolve 

espécies reativas de oxigênio produzidas por células endoteliais e macrófagos. Além 

disso, algumas enzimas presentes na íntima arterial podem induzir um processo de 

modificação da LDL, tais como mieloperoxidases (Daugherty et al., 1994), 15-

lipoxigenases (Yla-Herttuala et al., 1990) e heme-oxigenases I (Wang et al., 1998) . 

 Para modelos de estudo, utilizamos uma LDL extraída do plasma de 

indivíduos clinicamente sadios e oxidada in vitro. Este método é baseado em 

evidências experimentais, as quais mostram que essa LDL possui propriedades físicas, 

químicas e biológicas semelhantes a LDL extraída de lesões ateroscleróticas, tanto de 

humanos quanto de coelhos (Yla-Herttuala et al., 1989).  

 O processo de oxidação in vitro ocorre na presença de íons metálicos, como 

ferro ou cobre, os quais funcionam como catalisadores da decomposição de 

lipoperóxidos. Dessa forma a oxidação é obtida em três fases principais: uma fase 
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inicial, chamada fase lag, onde ocorre o consumo dos antioxidantes endógenos (α-

tocoferol e o β-caroteno); uma segunda fase chamada de propagação, caracterizada 

por uma formação linear de produtos derivados da peroxidação lipídica (dienos 

conjugados, hidroperoxidos lipídicos e oxysterois); e uma terceira fase chamada de 

terminação, caracterizada por uma concentração constante de dienos conjugados 

(Zarev et al., 2003).  

Dependendo do grau de oxidação, também ocorre a modificação da ApoB-

100, por oxidação direta ou por reagir com os produtos resultantes da oxidação 

lipídica. Embora a LDL pouco modificada seja ainda reconhecida pelos receptores B/E, 

cuja expressão é regulada negativamente pela concentração de colesterol 

intracelular, a modificação extensa da proteína da partícula de LDL impede a 

captação por estes receptores, levando a alterações da carga total  da superfície 

passando a ser reconhecida pelos receptores scavengers (SR) (Endemann et al., 1993; 

Hevonoja et al., 2000), os quais serão comentados com mais detalhes em seguida.  

O processo oxidativo da partícula de LDL gera diversos compostos, que 

podem interagir com diferentes receptores, gerando diversos efeitos. Estes 

compostos podem induzir ativação e proliferação das células de músculo liso, 

expressão de moléculas de adesão em células endoteliais, recrutando monócitos e 

linfócitos T para o espaço subendotelial, iniciando assim uma resposta imunológica 

que será responsável pelo avanço da lesão aterosclerótica (Hansson et al., 2006). 

Trabalhos do nosso laboratório mostraram que oxLDL e peptídeos derivados da 

partícula da LDL são capazes de aumentar a permeabilidade vascular em bolsa da 

bochecha de hamster (Svensjo et al., 2003). Além disso, a separação cromatográfica 

da oxLDL (LDL oxidada) mostrou a presença de compostos proteicos de baixo peso 

molecular capazes de interferir com a expressão de iNOS (do inglês inducible Nitric 

Oxide Synthase) e ciclo-oxigenase-2 (COX-2) em macrófagos (Rios, 2004). Esta 

separação cromatográfica também identificou produtos proteicos da oxLDL, os quais 

podem ser correlacionados com o prognóstico para doença cardiovascular (Ketelhuth 

et al., 2008).  
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Além das substâncias oxidantes, diversas enzimas proteolíticas e lipolíticas 

presentes na íntima arterial podem modificar a partícula de LDL. Diferentes proteases 

têm sido estudadas nesse processo, incluindo plasmina, calicreína, trombina, as quais 

podem induzir uma pequena fragmentação da ApoB-100. Enquanto que a tripsina, α-

quimotripsina e pronase podem induzir uma degradação extensiva da ApoB-100, a 

qual pode resultar na formação de agregados e fusão das partículas de LDL (Piha et 

al., 1995). Esta fragmentação da ApoB-100 influencia na ligação com proteoglicanos, 

promovendo assim, a retenção da LDL na íntima arterial, contribuindo para a 

patogênese da aterosclerose (Pentikainen et al., 1997). Entretanto, para que ocorra 

fusão das partículas, é necessária não apenas a fragmentação da ApoB-100, mas 

também a perda de fragmentos, a qual contribuirá para a perda da estabilidade de 

toda a partícula de LDL, alterando assim a sua hidrofobicidade, o que permitirá a 

fusão entre elas (Piha et al., 1995). Além disso, anticorpos que reagem contra 

fragmentos da LDL gerados após a clivagem por tripsina, também mostraram 

reatividade contra epítopos presentes na íntima arterial (Torzewski et al., 1998). Dessa 

forma, a fragmentação da ApoB-100 pela ação de enzimas pode induzir a liberação 

de alguns fragmentos protéicos, os quais podem interagir com as células 

desempenhando funções biológicas e/ou ativando o sistema imunológico. 

Entretanto, pouco se sabe a respeito das funções biológicas desses fragmentos.  

 

 

1.5 Função dos macrófagos no desenvolvimento da aterosclerose 

 

Com o acúmulo de oxLDL na íntima dos vasos, ocorre ativação das células 

endoteliais, as quais expressam moléculas de adesão, favorecendo a migração de 

monócitos circulantes para o espaço subendotelial. Os monócitos captam oxLDL, 

diferenciando-se em macrófagos e, em seguida transformando-se em células 

espumosas, constituindo a maior população celular encontrada na maioria das placas 

ateroscleróticas (Hansson e Libby, 2006). Estas células são formadas devido a sua 
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grande capacidade de captar ésteres de colesterol, onde os receptores scavenger 

desempenham um papel fundamental no reconhecimento de fosfolipídeos oxidados 

(Brown e Goldstein, 1983) (Figura 2). Os SR de maior importância na captação de 

oxLDL pelos macrófagos  são os receptores scavenger – A (SR-A), CD36, CD68, 

CXCL16 enquanto que o lectin-like oxidized LDL receptor  (LOX-1) está presente nas 

células endoteliais  (Mehta e Li, 1998; Collot-Teixeira et al., 2007). Atualmente, estas 

moléculas são consideradas receptores reconhecedores de padrões, os quais mediam 

a internalização e degradação lisossomal de lipoproteínas modificadas, 

lipopolissacarídeos, fragmentos de parasitos causadores da malária e também de 

células apoptóticas (Silverstein e Febbraio, 2009). Ao contrário da reposta mediada 

por outros receptores, a captação por receptores scavenger não leva a uma 

inflamação direta, entretanto pode induzir a apresentação antigênica restrita ao 

MHC-II (Nicoletti et al., 1999) e até mesmo participar da apresentação cruzada de 

antígenos à lifócitos T citotóxicos (Albert et al., 1998) podendo assim, estabelecer um 

elo de ligação entre a imunidade inata e adquirida .  

Os macrófagos expressam diversos receptores que podem interagir com as 

diferentes formas de LDL modificada. A prova da importância desses receptores é a 

variedade de fatores inflamatórios estudados que têm sido descritos como 

moduladores na formação das células espumosas (Fragopoulou et al., 2006; Choi et 

al., 2009; Yun et al., 2009). Esses estudos são importantes para o entendimento da 

formação destas células, na intenção de propor mecanismos futuros que previnam a 

captação de oxLDL. Entretanto, a própria LDL modificada pode interagir com os 

macrófagos induzindo um potencial inflamatório, contribuindo para o avanço da 

lesão (Yan e Hansson, 2007; Choi et al., 2009). Há evidências de que a LDL 

minimamente modificada (mmLDL) estimula macrófagos através de receptores TLR4 

(do inglês Toll-like receptor 4) induzindo a secreção de mediadores pró-inflamatorios, 

os quais podem induzir uma resposta inflamatória na parede dos vasos sanguíneos 

(Miller et al., 2005; Choi et al., 2009). Por outro lado, a interação de macrófagos com 
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oxLDL também pode inibir a ativação de macrófagos, como mostramos em 

resultados anteriores (Rios, 2004).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Adaptado de: Yan e Hansson, 
Immunological Reviews,v.219, p.187203, 

 

Figura 2. Função dos macrófagos na aterosclerose. A aterosclerose é iniciada quando a 
LDL entra no espaço subendotelial, sofrendo oxidação e formando a oxLDL. A oxLDL 
pode estimular as células endoteliais a expressarem moléculas de adesão e 
produzirem quimiocinas, as quais recrutam os monócitos para a íntima arterial. Nesse 
espaço, os monócitos diferenciam-se em macrófagos, aumentando a expressão de 
receptores scavengers e de receptores da imunidade inata, tais como o TLR. Os SR 
mediam a captação de oxLDL, levando ao acúmulo de colesterol intracelular, 
acarretando na formação de células espumosas. Os receptores da imunidade inata e 
para o PAF também são capazes de interagir com a oxLDL, resultando na ativação dos 
macrófagos e produção de mediadores pró-inflamatórios. Os macrófagos e células 
dendríticas apresentam antígenos para as células T, ativando-as e induzindo a 
produção de citocinas, as quais contribuem para o processo inflamatório, estimulando 
a progressão da lesão e ruptura da placa aterosclerótica. SR, scavenger receptor; TLR, 
toll-like receptor; PAF-R, Platelet-activating Factor Receptor.     
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Além de reagir com receptores presentes na membrana, os produtos da 

oxidação lipídica têm sido atribuídos como reguladores de fatores de transcrição, 

agindo numa família de receptores nucleares que controlam o metabolismo lipídico, 

são eles: liver X receptor (LXR) e o peroxisome proliferator-activated receptor - γ 

(PPARγ) (Laffitte et al., 2001; Bishop-Bailey e Wray, 2003; Lee et al., 2008).  

Além dos macrófagos e células espumosas participarem da progressão da 

placa aterosclerótica, eles também contribuem para o estágio mais avançado, onde 

ocorre a ruptura da placa. Essas células espumosas sintetizam enzimas proteolíticas 

capazes de degradar componentes macromoleculares da matriz extracelular como 

proteoglicanos, elastina e fibronectina (Lee e Libby, 1997; Singh et al., 2008). As 

enzimas que mais participam deste processo são as metaloproteinases (MMP). A 

participação das MMP é um evento importante na instabilidade da placa 

aterosclerótica, contribuindo para a sua ruptura, levando a um quadro clínico de 

angina, infarto do miocárdio e choque hemodinâmico (Newby, 2008). 

Os macrófagos expressam uma grande quantidade de receptores que ao 

serem ativados contribuem para o processo inflamatório. A LDL modificada é 

formada de um macroagregado de moléculas capazes de interagir com diferentes 

receptores presentes nas membranas dessas células contribuindo para a formação e 

estabelecimento do microambiente inflamatório no espaço subendotelial.  Neste 

trabalho concentramos nossos estudos na ação da LDL modificada em macrófagos 

humanos, observando a participação dos receptores CD36, PPARγ, PAFR (do inglês 

platelet-activating factor receptor) e receptores Fcγ, os quais serão detalhados a 

seguir: 

 

 

1.6 Receptor scavenger CD36 

 

O receptor CD36 foi inicialmente descrito em plaquetas e chamado de 

glicoproteina IV (GPIV) (Rhinehart-Jones e Greenwalt, 1996). Em seguida, foi 
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caracterizada a sua função como receptor para a oxLDL presente em macrófagos 

(Endemann et al., 1993) e também como um transportador de ácido graxo para 

adipócitos (FAT) (Ibrahimi et al., 1996). Apesar de suas funções serem geralmente 

atribuídas ao processo aterosclerótico, também foi observada sua participação em 

câncer, Alzheimer, angiogênese, diabetes e também na agregação plaquetária 

(Febbraio e Silverstein, 2007). Trata-se de uma proteína transmembrânica com peso 

molecular de 53 kDa contendo um largo domínio hidrofóbico extracelular. Estas 

características fazem com que seu domínio imunodominante (aminoácidos 155-183) 

se ligue a ácidos graxos, oxLDL e também a células apoptóticas (Febbraio e 

Silverstein, 2007).  

O reconhecimento e captação de oxLDL pelo CD36 em  macrófagos têm sido 

considerados como os principais eventos do processo aterogênico. Ao contrário dos 

receptores para LDL, este receptor não possui feed back negativo. Dessa forma, o 

fenômeno de captação da oxLDL é um processo progressivo com consequente 

transformação dos macrófagos  em células espumosas, as quais estão presentes em 

grandes quantidades em todas as fases do processo aterosclerótico (Yan e Hansson, 

2007). Estes fatos foram confirmados em estudos utilizando camundongos duplo 

knockout (KO) para CD36 e ApoE, os quais apresentaram  uma diminuição na 

quantidade de células espumosas e no tamanho das lesões ateroscleróticas, 

comparados com o grupo controle knockout apenas para ApoE, que desenvolvem 

aterosclerose de maneira espontânea (Nicholson et al., 2001).  

Dados recentes mostram que o CD36 pode ser também considerado uma 

molécula reconhecedora de padrões moleculares associados a patógenos, possuindo 

baixa especificidade e que geralmente interage com moléculas não proteicas, as 

quais também podem ser encontradas na parede de bactérias e fungos. Dados 

obtidos nos últimos quatro anos mostram a sua importância no sistema imune inato, 

contribuindo para a resistência a infecções por Staphylococcus aureus (Stuart et al., 

2005), Cryptococcus neoformans e Cândida albicans. Triantafilou et al (2006) mostrou 

que a ativação por ácido lipoteicoico (LTA) (componente da parede celular de 
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bactérias gram positivas) é dependente da ligação com CD36 e que heterodímeros 

de TLR2/6, CD14 e CD36 são recrutados para o mesmo microdomínio de membrana 

(Triantafilou et al., 2006).  

Em experimentos in vitro, a adição de oxLDL a monócitos/macrófagos induz 

um aumento na expressão de CD36. Entretanto os mecanismos responsáveis por este 

aumento ainda não foram completamente elucidados. Dados mostrados por Nagy et 

al (1998), sugerem que essa indução é dependente da ativação de PPARγ (Nagy et al., 

1998). Entretanto, foi demonstrado que células deficientes de PPARγ também 

expressam CD36 após o tratamento com oxLDL. Entretanto, Ishii et al (2004) 

mostraram que a expressão de CD36 induzida por oxLDL pode ocorrer de maneira 

dependente de um outro fator nuclear chamado Nrfe2 [do inglês Nuclear factor 

erytroid 2 (NF-E2) - Related Factor 2) (Ishii et al., 2004). Dados posteriores mostraram 

que este mecanismo é dependente da ativação de PKC (do inglês Protein kinase C) 

(D'Archivio et al., 2008) .   

 

 

1.7 Peroxisome Proliferator-Activated Receptor - γ (PPARγ) 

  

 Os PPAR’s são fatores de transcrição pertencentes a uma superfamília de 

receptores nucleares que heterodimerizam com RXR (do inglês retinoid X receptor), se 

ligando ao gene promotor alvo. Foram descritas 3 (três) isoformas de PPAR: α, β/δ    

e γ. Desses, o PPARγ tem chamado mais a atenção da comunidade científica, 

principalmente porque a sua ativação foi inicialmente associada a produção de 

citocinas anti-inflamatórias. O PPARγ foi primeiramente associado a diferenciação de 

adipócitos e homeostase de glicose. Entretanto, hoje se sabe que esse receptor é 

expresso em vários outros tipos celulares, tais como macrófagos, células de músculo 

liso vascular, células endoteliais e cardiomiócitos (Takano e Komuro, 2009). 

O primeiro ligante endógeno descoberto para o PPARγ foi a 15d-PGJ2 (15-

Deoxy-Delta-12,14-prostaglandina J2), um metabólito da PGD2 (prostaglandina D2) 
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da via das ciclo-oxigenases (Hertzel e Bernlohr, 1998). A interação de ligantes com o 

PPARγ pode inibir a produção de citocinas pro-inflamatórias como tumor necrosis 

factor-α (TNF-α), Interleucina-6 (IL-6) e IL-1β (Jiang et al., 1998; Meier et al., 2002) e 

de genes responsáveis pela inducible nitric oxide synthase (iNOS) (Ricote et al., 1998). 

Estes efeitos chamaram a atenção da comunidade científica e também das indústrias 

farmacêuticas, as quais observando a ação antiinflamatória dos agonistas de PPARγ 

associada a ação no metabolismo de glicose , lançaram um grupo de fármacos 

antidiabéticos chamados de tiazolidinedionas (TZD), utilizados na clínica atualmente 

(Day, 1999).  

Diversos efeitos benéficos têm sido observados com o uso dos agonistas de 

PPARγ, tais como retardando o desenvolvimento da aterosclerose, melhorando o 

quadro de hipertensão, hipertrofia do músculo cardíaco (Takano e Komuro, 2009)e 

até mesmo na polarização de macrófagos para um perfil anti-inflamatório (Bouhlel et 

al., 2007). Entretanto, o uso destes fármacos ainda requer uma certa atenção da 

comunidade científica e clínica, uma vez que a ativação de PPARγ em macrófagos no 

contexto da doença cardiovascular tem mostrado resultados conflitantes. Foi 

demonstrado que a ativação de PPARγ  interfere com a liberação de citocinas ou na 

expressão de genes inflamatórios (Li et al., 2000; Joseph e Tontonoz, 2003). 

Entretanto, a ativação de macrófagos com agonistas de PPARγ induz um aumento na 

expressão de CD36, o qual é o principal receptor responsável pela formação da 

células espumosas (Nagy et al., 1998). Além disso, foi observado que lesões 

ateroscleróticas expressam altos níveis de PPARγ (Ricote et al., 1998). Dessa forma, 

até o momento não se sabe a real reação função desse receptor na placa 

aterosclerótica. Hoje se sabe que a oxidação da LDL leva a formação de dois 

componentes capazes de ativar PPARγ, são eles: ácidos 9-hidroxi e 13-hidroxi 

octadecadienóicos (9-HODE e 13-HODE) (Nagy et al., 1998). Esta complexidade de 

resultados obtidos com pesquisa básica são refletidos na pesquisa clinica, uma vez 

que até o momento não há um consenso a respeito do tratamento de pacientes 

utilizando agonistas de PPARγ. Pois há estudos clínicos mostrando que o uso destes 
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fármacos pode tanto diminuir (Dormandy et al., 2005) quanto aumentar o risco  para 

o infarto do miocárdio (Nissen e Wolski, 2007; Singh et al., 2007). Estes dados 

mostram que mais estudos são necessários para esclarecer a participação de PPARγ 

no contexto da doença aterosclerótica. 

  

 

1.8 Receptores Fcγ  

 

Os receptores Fc são proteínas de membrana que se ligam a porção Fc da 

imunoglobulina IgG. Estes receptores podem ser divididos em duas classes 

específicas, os ativadores e os inibidores, os quais transmitem o sinal através de 

Imuno-receptores de ativação baseados em tirosinas (ITAM) ou Imuno-receptores de 

inibição baseados em tirosinas (ITIM), respectivamente. Os receptores Fcγ ativadores, 

que possuem a sequência ITAM são os FcγRIIA (não encontrados em camundongos), 

FcγRI, FcγRIIIA e o FcγRIV, que são receptores conservados em humanos e 

camundongos.  Já o FcγRIIB é o receptor inibitório com sequência ITIM (Ravetch e 

Bolland, 2001).  

São poucos os estudos relacionando os receptores Fcγ com a doença 

aterosclerótica, entretanto, existem evidências de sua importância nesta doença. Foi 

demonstrado que camundongos deficientes de receptores Fcγ desenvolvem menos 

proliferação células associada a hiperplasia neointimal após injuria endotelial 

experimental (Konishi et al., 2002). Além disso, resultados recentes encontrados por 

Hernández- Vargas et al, mostraram que camundongos deficientes de ApoE e de 

receptores Fcγ  não desenvolvem aterosclerose (Hernandez-Vargas et al., 2006).  

A proteína C-reativa (CPR, do inglês C-reactive protein) é uma proteína de fase 

aguda da inflamação, com função de opsonina, utilizada na clínica como marcador 

pro-inflamatório e preditivo para doença cardiovascular.  É capaz de se ligar ao FcγIIB 

com alta afinidade, e esta ligação pode inibir a expressão da sintase de oxido nítrico 

endotelial (eNOS), contribuindo para o enrijecimento endotelial (Mineo et al., 2005).  
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A CPR também pode promover ativação celular através dos outros receptores Fcγ, 

especialmente  FcγRI e FcγRIIA  aumentando a liberação de citocinas inflamatórias 

(Marnell et al., 2005). Uma outra proteína de fase aguda, a pentraxina PTX3, também 

está aumentada em placas ateroscleróticas humanas (Rolph et al., 2002) e dados 

experimentais sugerem que ativação de células endoteliais e células de músculo liso 

com formas modificadas de LDL pode induzir um aumento de PTX3 (Klouche et al., 

2004; Gustin et al., 2008), a qual também podem se ligar a receptores Fcγ (dados não 

mostrados). Entretando, não se sabe quais a conseqüências desta ligação na 

aterosclerose. 

Sabe-se que os receptores para oxLDL são, principalmente os receptores 

scavenger, em especial o CD36. Entretanto, a CRP é capaz de se ligar com alta 

afinidade aos lipídios oxidados presentes na oxLDL, e, este completo, CRP-oxLDL é 

captado tanto por receptores CD36, quando por receptores Fcγ (van Tits et al., 2005). 

A captação de oxLDL por macrófagos através dos receptores Fc foi demonstrada 

também após a formação de imunecomplexos (Oksjoki et al., 2006). A oxLDL é capaz 

de ativar a resposta imune adaptativa, induzindo a formação de anticorpos que vão 

se ligar a oxLDL formando imunecomplexos. Estes complexos podem ser captados 

pelos macrófagos presentes na lesão aterosclerótica através dos receptores Fcγ. 

Entretanto não se sabe se esta captação pode levar a formação de células 

espumosas. Além disso, a ligação destes complexos aos macrófagos induz a 

produção de mediadores e citocinas que promovem a migração de monócitos e 

amplifica o processo inflamatório na lesão aterosclerótica (Singh et al., 2008). 

 

1.9 Receptor para o Fator Ativador de Plaquetas (PAF-R) 

 

O PAF-R (do inglês Platelet-Activating Factor receptor) é um receptor 

acoplado a proteína G, com sete domínios transmembrânicos, que ao ser ativado 

induz a sinalização intracelular envolvendo fosfolipase C (PLC), canais de cálcio e 

cascatas de quinases. Após o estímulo, o PAF-R é fosforilado, internalizado e logo em 
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seguida degradado tanto no proteossomo, quanto no lisossomo (Dupre et al., 2003). 

Embora grande parte dos receptores acoplados a proteína G, ativando PLCβ, sejam 

sensíveis a toxina pertussica (Ptx), o PAF-R está acoplado a receptores sensíveis e 

não-sensíveis a Ptx, chamados de Gi e Gq respectivamente (Brown et al., 2006).  

O fator ativador de plaquetas é um fosfolipídeo biologicamente ativo, 

estruturalmente denominado 1-0-alquil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfocolina, que mesmo 

em baixas concentrações é capaz de ativar seu receptor exercendo funções 

inflamatórias, tais como agregação plaquetária, anafilaxia, aumento da 

permeabilidade vascular e ativação de neutrófilos (Honda et al., 2002).   

Os produtos formados durante o estágio inicial da oxidação da LDL são 

derivados da fosfatidilcolina por oxidação e subsequente fragmentação de ácidos 

graxos poli-insaturados localizados na posição sn-2, os quais foram identificados 

como potentes mediadores da resposta inflamatória vascular. Estes lipídeos bioativos 

possuem características estruturais semelhantes ao PAF, chamados de lipídeos PAF-

like com propriedades proinflamatórias (Marathe et al., 2001). São menos potentes 

que o PAF, porém, são formados em grandes quantidades por um processo de 

oxidação irreversível e não controlado (Marathe et al., 1999).  São capazes de ativar 

monócitos e células vasculares por sua interação com PAFR, promovendo a secreção 

de quimiocinas e citocinas (Huang et al., 1999; Beaudeux et al., 2004; Jurado, 2006). 

Estes compostos PAF-like também podem ser hidrolisados a lisofosfatidilcolina pela 

PAF-acetilhidrolase (PAF-AH)/ LDL-phospholipase A2, associada a LDL, HDL e 

também a LDL eletronegativa (Benitez et al., 2003). Entretanto, ainda não está claro se 

esta ação da PAF-AH sobre a oxLDL é anti- ou pró-aterogênica (Karasawa, 2006).  

 Uma vez que esses fosfolipídios oxidados são provenientes da oxidação da 

LDL, pode-se assumir que a ação destes compostos em PAF-R pode ocorrer durante 

todos os estágios na placa aterosclerotica, contribuindo para o recrutamento de 

células para o espaço subendotelial (Lehr et al., 1993). De fato, dados da literatura 

mostram que estes compostos induzem a migração de monócitos e a expressão de 

moléculas de adesão por células endoteliais através da ativação de PAFR (Beaudeux 



INTRODUÇÃO 40

et al., 2004).  Além disso, o tratamento com um antagonista de PAFR diminuiu a 

formação de estrias gordurosas de animais LDLR-/- (Subbanagounder et al., 1999), 

entretanto não há resultados mostrando o efeito em lesões ateroscleróticas 

avançadas. 
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2 HIPÓTESE DE TRABALHO E OBJETIVOS GERAIS 

 

Os compostos presentes na partícula da LDL modificada são capazes de ativar 

o sistema imune, induzindo a produção de anticorpos contra esses compostos 

(Fernvik et al, 2004), ativando células T (Yan e Hansson, 2007) ou estimulando as 

células apresentadoras de antígenos (Zaguri et al, 2007). Os complexos imunes 

formados pelas partículas de oxLDL ligadas  aos anticorpos anti-oxLDL podem ser 

removidos da circulação pelos receptores FcγII presentes em células do sistema 

fagocítico ou então ativar estas  células infiltradas na placa aterosclerótica, 

contribuindo para a inflamação da parede vascular(Hammad et al, 2006). Além disso, 

a oxLDL também pode se ligar a algumas proteínas de fase aguda, como a PCR, 

induzindo a ativação celular através dos receptores FcγII (Singh et al, 2008). 

Entretanto, até o momento não se sabe se a expressão destes receptores é regulada 

pela oxLDL, como ocorre com o receptor CD36.  

De acordo com o grau de oxidação da oxLDL, diferentes compostos podem 

ser gerados. Assim, espera-se que uma LDL com baixa oxidação (LoxLDL) possa 

desencadear tanto ações similares a LDL altamente oxidada (HoxLDL), como também, 

ações distintas, devido à heterogeneidade de compostos formados (Itabe, 1998). Na 

placa aterosclerótica, essas duas formas de LDL modificada interagem tanto com 

monócitos quanto com macrófagos, os quais diferem na expressão de receptores, 

assim como no potencial inflamatório após a ativação (Mosser e Edwards, 2008). 

A oxidação da LDL leva a formação de compostos capazes de ativar receptores 

nucleares envolvidos na transcrição de genes, como o PPARγ (Nagy et al, 1998). A 

ativação desses receptores parece induzir a polarização de macrófagos para um perfil 

anti-inflamatório (Bouhlel et al, 2007), o que explicaria um efeito benéfico de 

agonistas desses receptores na aterosclerose. Por outro lado, esses agonistas 

aumentam a expressão de CD36, o qual é o principal receptor responsável pela 

formação das células espumosas (Nagy et al, 1998). Além disso, foi também 

demonstrado que os agonistas de PPARγ induzem um aumento na fagocitose 
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mediada por receptores Fcγ (Aronoff et al, 2007). Dessa forma, mais estudos são 

necessários para esclarecer o papel das diferentes formas oxidadas da LDL na função 

de monócitos/macrófagos. Assim, na primeira etapa (Capítulo 1) deste estudo 

investigamos os efeitos de LoxLDL e HoxLDL na expressão de CD36 e de receptores 

FcγII em células da linhagem monocítica humana THP-1, não diferenciadas e 

diferenciadas para macrófagos e o envolvimento de PPARγ na expressão desses 

receptores. 

 Devido à heterogeneidade dos compostos formados no processo de oxidação 

da LDL, diversos são os receptores que podem ser ativados. Evidências da literatura, 

juntamente com dados obtidos por nosso grupo de pesquisa mostram que 

compostos presentes na oxLDL ativam os receptores do PAF em macrófagos e isto é 

responsável por uma parte da resposta inflamatória na lesão aterosclerótica (Marathe 

et al, 2001; Jurado, 2006). Dentre os compostos formados estão fragmentos protéicos 

da ApoB-100, que não são expostos na partícula de LDL íntegra, e fosfolipídios 

oxidados, os quais mostram similaridade estrutural e funcional com o PAF (Svensjo et 

al, 2003). Estes dados foram comprovados, pela inibição de diversos efeitos da oxLDL 

por antagonistas do receptor de PAF(Marathe et al, 2001; Svensjo et al, 2003). Em 

resultados obtidos anteriormente, mostramos fragmentos proteicos da oxLDL podem 

aumentar a permeabilidade vascular por mecanismo dependente de PAFR (Svensjo et 

al, 2003). Além disso, mostramos que fosfolipídios oxidados purificados da oxLDL 

interagem com PAFR induzindo a produção de TNF-α por monócitos humanos 

(Jurado, 2006). Recentemente, mostramos que tanto o PAF como a oxLDL induzem a 

expressão de ciclo-oxigenase (COX)-2, sendo este efeito inibido por um antagonista 

de PAFR. Nesse mesmo estudo foi também mostrado que PAF e oxLDL causam a 

dessensibilização do mesmo receptor (de Oliveira et al, 2006), interferindo com a 

fagocitose de células apoptóticas, a qual é uma ação mediada principalmente por 

receptores CD36 (Greenberg et al, 2006). Desta forma, na segunda etapa (Capítulo 

2) deste estudo investigamos se formas de LDL com baixo ou alto grau de oxidação 

influenciam na expressão de receptores CD36 em células da linhagem monocítica 
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humana THP-1, não diferenciadas e diferenciadas em macrófagos, e se este efeito 

ocorre através do PAFR. 

Comentamos anteriormente que as diferentes formas de LDL oxidada podem 

atuar por receptores distintos em macrófagos. Esta interação pode induzir os 

macrófagos a adquirem características pró ou anti-inflamátórias (Lipton et al, 1995; 

Han et al, 2000; Mikita et al, 2001; Pasini et al, 2007) . Curiosamente, essas duas 

populações de macrófagos foram observadas na placa aterosclerótica humana 

(Bouhlel et al, 2007). Essas células possuem características distintas na produção de 

citocinas, onde os macrófagos anti-inflamatórios secretam IL-10 e TGF-β, enquanto 

que os pró-inflamatórios produzem mais TNF-α, IL-6, IL-8 (Mosser e Edwards, 2008). 

Desta forma, acredita-se que um desbalanço no microambiente, levando a uma 

maior produção de citocinas pró-inflamatórias pode contribuir para a progressão da 

aterosclerose (Tedgui e Mallat, 2006). Baseados nessas observações, na terceira 

etapa (Capítulo 3) deste estudo, investigamos a produção de citocinas induzidas por 

LoxLDL e HoxLDL em células THP-1 diferenciadas para macrófagos. 

Na lesão aterosclerótica a modificação da LDL é um fenômeno recorrente 

devido à presença de radicais livres no microambiente inflamatório. Além disso, 

diversas enzimas proteolíticas, tais como tripsina, quimotripsina ou lipoxigenases, 

também estão presentes neste microambiente, as quais podem atuar sobre a 

partícula de LDL (Hevonoja et al, 2000). Desta forma, a LDL pode sofrer clivagem, 

perda da integridade estrutural e até mesmo degradação devido a ação proteolítica 

destas enzimas, o que gera fragmentos proteicos, resultantes da fragmentação da 

ApoB-100 (Piha et al, 1995).  

Enquanto que os efeitos celulares de compostos fosfolipídicos oxidados 

presentes na oxLDL são os mais estudados, os efeitos de fragmentos proteicos da 

ApoB-100 são pouco conhecidos. Demonstramos anteriormente que a porção 

proteica é capaz de ativar células endoteliais, induzindo aumento da permeabilidade 

vascular (Svensjo et al, 2003) e, em macrófagos, interfere com a ativação induzida 

pelo LPS (Rios, 2004). Além disso, mostramos a presença de anticorpos contra 
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fragmentos protéicos da oxLDL que podem ser associados ao prognóstico da doença 

cardiovascular (Ketelhuth et al, 2008). Ainda, a imunização com peptídeos da ApoB-

100 foi capaz de impedir o processo aterosclerótico (Fredrikson et al, 2003a; 

Fredrikson et al, 2003b; Chyu et al, 2005). Por conseguinte, na quarta etapa 

(Capítulos 4 e 5) deste estudo, investigamos os efeitos de peptídeos de toda a 

sequência de aminoácidos da ApoB-100 capazes de induzir uma ativação inflamatória 

em monócitos/macrófagos humanos.  
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3 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

a) estabelecer protocolos para obtenção de oxLDL e HoxLDL a partir de uma 

LDL humana, avaliando o grau de oxidação por: 

−  Substâncias Reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS); 

−  Presença de dienos conjugados; 

−  Cromatografias por exclusão molecular e de troca iônica; 

−  Presença de dienos conjugados; 

−  Gel de eletroforese;  

 

b) estabelecer protocolo de diferenciação das células de linhagem monocítica 

humana THP-1 para macrofagos, observando o aumento de CD11b/CD18 

(mac-1) por citometria de fluxo; 

 

c) estudar os efeitos de LoxLDL e HoxLDL na expressão de FcγRII e CD36 em 

células da linhagem monocítica humana THP-1 não diferenciadas e 

diferenciadas para macrófagos; 

 

d) estudar o envolvimento da PPARγ na expressão de FcγRII e CD36 induzida 

por LoxLDL e HoxLDL em células THP-1 não diferenciadas e diferenciadas 

para macrófagos; 

 

e) estudar o envolvimento da PAFR na expressão de CD36 induzida por LoxLDL 

e HoxLDL em células THP-1 não diferenciadas e diferenciadas para 

macrófagos; 

 

f) investigar os efeitos de LoxLDL e HoxLDL na produção de IL-6, IL-8, TNFα,  

IL-10 e TGF-β por THP-1 diferenciadas para macrófagos; 
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g) estudar os efeitos biológicos de uma biblioteca contendo 302 peptídeos 

derivados da ApoB-100 capazes de induzir a produção de citocinas e 

quimiocinas em células humanas, pesquisando:  

−  Produção inicial de IL-8; 

−  Produção das proteínas humanas: IL-8, IL-6, RANTES, MCP-1, IL-1β, IP-10,   

TNF-α, IL-12p70, IFN-γ, MIG e IL-10 por citometria de fluxo; 

−  Expressão de mRNA para IL-8 por PCR quantitativo; 

−  A ativação da via das MAP quinases (ERK1/2, p38 e JNK); 

−  Fluxo de Cálcio intracelular. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Material 

 

4.1.1 Animais 

 

Os animais mantidos em condições livres de patógenos foram adquiridos do 

Biotério do Departamento de Microbiologia, Tumor e Biologia Celular (MTC), do 

Instituto Karolinska, Estocolmo, Suécia. Foram utilizados nos experimentos 

camundongos machos da linhagem C57Bl/6 (H-2b), com idade entre 8 a 10 semanas. 

 

 

4.1.2 Reagentes 

 

O meio de cultura RPMI-1640, Soro Fetal Bovino (SFB), HEPES ácido foram 

adquiridos da GIBCO Co-USA. PMA (Acetado de Phorbol Miristato), Penicilina G 

potássica, Sulfato de Estreptomicina, Aprotitina, Leupeptina, Cloranfenicol, Fluoreto 

de Fenilmetilsulfonila (PMSF), os inibidores de fosfatases (fluoreto de Sódio e 

ortovanadato de Sódio) o c16 PAF, o GW9662, o DMSO e o gradiente Histopaque de 

Ficoll-Hipaque 1119 foram adquiridos da Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, EUA). As 

placas estéreis para cultura de células foram adquiridas da Corning Costar, Co, 

Cambridge, MA, USA ou TPP (Suíça).  Os filtros estéreis Millex® com poros de 0,45 e 

0,20 micra de diâmetro foram adquiridos da Millipore Corporation (Belford, MA, 

USA). O WEB2170 foi adquirido da Boehringer-Mannheim (Mannheim, Alemanha). A 

Rosiglitasona foi adiquirida da Caymam-Chemical (Michigan USA). foram adquiridos 

da Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, EUA).  Os inibidores para p38 (SB203580 10 

µM), ERK1/2 (PD98059 10 µM) e JNK (SP600125 40 µM) foram adquiridos da 

Calbiochem (Merk, Alemanha). Os coquetel de inibidores de protease foi adquirido 

da Roche (Complete™ Protease Inhibitor Cocktail Tablet).   
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O teste PYROGENT® Single Test Gel Clot LAL Assay para verificação de 

contaminação por LPS foi adquirido da Lonza (Basel, Switzerland). 

O Fluo-4 AM e a Probenecida foram adquiridos Invitrogen. O reagente para 

purificação de células mononucleares humanas Linfoprep® foi adquirido da 

Nycomed  (Oslo, Noruega). 

O reagente para dosagem de proteína Bio-Rad protein assay, o tampão de 

amostra Laemmli e os géis de eletroforese (PROTEAN II, Precast Gel, Tris-HCl, 8–16% 

gel de separação, 4% gel de empilhamento) foram adquiridos da Bio-Rad 

laboratories (USA). O marcador de peso molecular PageRuler™ Plus Prestained 

Protein Ladder foi adquirido da Fermentas life sciences (MD, USA). 

As células da linhagem monocítica humana THP-1 foram adquiridas da ATCC. 

Os peptídeos da sequência da ApoB-100 foram sintetizados pela empresa K.J. 

Ross Petersen AS (Klampenborg, Denmark) 

Quanto ao material para biologia molecular: As colunas de purificação de RNA  

(RNeasy) foram adquiridas da Qiagen (Valencia, CA). Os kits para síntese de cDNA  e 

transcriptase reversa-Superscript II foram adquiridos da Life Technologies (Rockville, 

MD). Os primers (assay on demand) da IL-8 humana para PCR quantitativo, TaqMan® 

Universal PCR Master Mix foram adquiridos da Applied biosystems (Foster City, CA).   

Os anticorpos monoclonais marcados para citometria e os kits para dosagem 

de citocinas por FACS (CBA) foram adquiridos da BD Biosciences, EUA. Os kits para 

dosagem de hIL-8, hMCP-1 e mIL-6 foram adquiridos da R&D systems (Minnieapolis, 

MN, USA). As placas de Elisa Maxisorb foram obtidas da Nunclon (Roskilde, 

Dinamarca) ou da Corning Costar, Co, Cambridge, MA, USA. 
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4.2 Metodologia 

 

4.2.1 Obtenção da LDL 

 

 A LDL foi obtida de pool de plasma fresco de voluntários saudáveis em jejum 

com concentrações plasmáticas de Colesterol (CT) e Triacilglicerol (TG) nas faixas 

consideradas normais (CT < 240 mg/dL e TG < 150 mgl/dL) confirmadas em nosso 

laboratório  por método enzimático com kits comerciais utilizados de acordo com as 

instruções do fabricante. 

 O sangue dos doadores foi colhido em tubos contendo EDTA (1 mg/mL) e 

imediatamente centrifugado (4 °C, 10 minutos, 1000 x g) para obtenção do plasma, 

onde foram acrescentados os seguintes conservantes aprotinina 0,1 unidade/mL, 

benzamidina 2 mM, gentamicina 0,5%,  cloranfenicol 0,25% e  PMSF 0,5 mM (Sparrow 

et al., 1989) 

 A fração LDL foi obtida por ultracentrifugação sequencial (Havel et al., 1955; 

Kesaniemi et al., 1983), utilizando-se rotor 50 Ti, a 4 °C, 100.000 x g. Inicialmente o 

plasma foi centrifugado durante 12 horas, para obtenção da VLDL (densidade = 1,006 

g/mL). Após este período a densidade do infranadante foi acertada para 1,063 com a 

adição de KBr e em seguida centrifugado  durante 20 horas (100.000 x g), para 

obtenção da LDL (densidade <1,063 g/mL). A LDL, presente no sobrenadante, foi 

retirada e dialisada durante 48 horas, em PBS 0,05 M, pH 7,4, contendo EDTA 1mM 

para evitar o processo de oxidação. Após este processo a LDL foi esterilizada com 

filtro de 0,22 μm de diâmetro. As proteínas foram quantificadas utilizando o kit BCA 

de acordo com as instruções do fabricante.  
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4.2.2 Modificação da LDL 

 

 Para a oxidação da LDL, uma parte da amostra foi dialisada em PBS por 24 h, a     

4 °C, para retirada do EDTA. Em seguida, para a obtenção da LoxLDL e HoxLDL foram 

utilizados os protocolos a seguir: 

a) Obtenção da LoxLDL:  1 mL da LDL na concentração de 2 mg/mL foi dialisada 

em agitação contra uma solução de sulfato de ferro (FeSO4. 7H2O), 2 µM em 

PBS pH 7,4 e mantido em temperatura ambiente e ao abrigo da luz por 48h 

(Chatterjee et al., 2004). 

  

b) Obtenção da HoxLDL: 1 mL da LDL na concentração 1 mg/mL foi incubada 

com CuSO4 20 μM, por 18 horas a 37 °C, em microtubo contendo alguns furos 

na tampa, para facilitar as trocas com o oxigênio atmosférico (Heinecke et al., 

1984; Zaratin et al., 2002).  

 Após os períodos acima descritos, a oxidação da LoxLDL ou da HoxLDL foi 

bloqueada pela adição de EDTA 1mM.  

 

 

4.2.3 Determinação de TBARS, Dienos conjugados e Hidroperóxidos lipídicos 

totais 

 

O grau de oxidação da amostra foi determinado pela quantidade de 

maloneildialdeído (MDA) formado durante o processo de peroxidação lipídica através 

da dosagem das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (Puhl et al., 1994), 

utilizando como padrão o composto 1,1,3,3 tetrametoxipropano 0,5 mM.  

Resumidamente, em um microtubo foram colocados 50 µL da amostra com 

200 µL do reagente de TBARS (1% de ácido tiobarbitúrico e 15% de ácido 

tricloroacético diluído em H2O milli-q). Em seguida, o microtubo foi aquecido a 100 
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°C, por 15 minutos, para que ocorresse a reação. Após este tempo a mistura foi 

centrifugada e a leitura da absorbância do sobrenadante foi medida utilizando um 

filtro de 540 nm em um leitor de microplacas Dynatech.  

A formação de dienos conjugados foi determinada pela absorbância a 234 nm  

(Kontush et al., 1997). 

O aumento de dienos conjugados está diretamente relacionado com o 

acúmulo de hidroperóxidos lipídicos (LOOH). Para calcular a concentração de 

hidroperóxidos lipídicos totais, utilizamos a equação ∆[LOOH] = 2,05 x ∆A234/εcd, 

onde ∆[LOOH] é a mudança na concentração de hidroperóxidos lipídicos, A234  é a 

mudança na absorbância em 234 nm e εcd = 29.500 M-1 cm-1 é um coeficiente de 

extinção para dienos conjugados (Spranger et al., 1998). Ao aplicarmos a equação 

para LoxLDL, consideramos ∆A234 = A234LoxLDL - A234LDL, pois a equação é baseada 

na diferença da absorbância relacionada a uma amostra controle. Este mesmo critério 

foi utilizado para obtermos a concentração de hidroperóxidos lipídicos totais da 

HoxLDL. 

 

 

4.2.4 Cromatografia de Troca iônica 

 

 As lipoproteínas foram analisadas por meio de cromatografia de troca iônica 

utilizando uma coluna Resource-Q em sistema de FPLC (fast protein liquid 

chromatograph) (Amersham-Pharmacia bioscienses, Suécia). Inicialmente a 

concentração da amostra foi ajustada para 1 mg/mL pela adição de Tris-HCl 0,01M, 

pH 7,4. Para a eluição das amostras foram utilizadas duas soluções: solução A, Tris-

HCl 0,01 M, pH 7,4 e solução B, NaCl 1,0 M. A amostra foi previamente filtrada (0,45 

µm, Millipore, EUA) e posteriormente injetada na coluna. Nos primeiros 47 minutos 

da corrida, a eluição foi feita com um fluxo de 1 mL/minuto em um gradiente linear 

até 42% da solução B, seguido de um gradiente 42-100% de B, de 47 a 52 minutos. A 
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eluição foi constantemente monitorada na faixa de 190 – 400 nm, utilizando “Diode 

Array” (Shimadzu, Japão).  

 

4.2.5 Cromatografia de Exclusão Molecular (Filtração em gel) 

 

A cromatografia de exclusão molecular ou filtração em gel das lipoproteínas 

foi feita utilizando uma coluna Superdex 200 HR em um sistema FPLC da Pharmacia 

Biotech (Uppsala, Suécia). A coluna foi previamente equilibrada com PBS 0,05 M, pH 

7,0 a temperatura ambiente. Inicialmente, a concentração da amostra foi ajustada 

para 1 mg/mL pela adição de PBS 0,05 M pH 7,0 e filtrada em filtro com 0,45 µm de 

poro (Millex, Millipore®). Em seguida, foram injetados na coluna 500 µL de LDL, 

LoxLDL ou HoxLDL 1 mg/mL. A eluição da amostra foi feita utilizando PBS 0,05 M pH 

7,0 em fluxo contínuo de 0,5 mL/min. A eluição foi constantemente monitorada na 

faixa de 190-600 nm, usando detector "Diode Array" (Shimadzu®, Japão).  

   

 

4.2.6 Microscopia Eletrônica de Transmissão   

 

As imagens das partículas de LDL, LoxLDL ou HoxLDL foram obtidas por 

técnica de coloração negativa. Resumidamente, 15 μL de cada lipoproteína foram 

espalhados em grades de 300 ou 400 malhas de parlodium-carbono revestidas com 

cobre. Depois de 1 a 2 minutos para permitir a adsorção à rede, o excesso da solução 

foi removido suavemente com papel absorvente. Em seguida foram adicionados 15 μl 

de ácido fosfotúngstico 2%, pH 7,2 por 5 a 10 segundos. O excesso de volume da 

porção superior da malha foi secado por 5 minutos. Em seguida foram feitas as 

aquisições das fotografias em microscópio eletrônico de transmissão LEO 906E (Zeiss) 

com um feixe de elétrons gerado em 80kV e ampliação de 75.000 vezes. 
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4.2.7 Síntese de peptídeos derivados da Apolipoproteina B-100 

 

Foram sintetizados 302 peptídeos que correspondem a toda a sequência de 

aminoácidos da estrutura da ApoB-100 humana pela empresa K.J. Ross Petersen AS 

(Klampenborg, Denmark). Cada peptídeo foi sintetizado com um tamanho total de 20 

aminoácidos, contendo 5 (cinco) aminoácidos overlap para o peptídeo seguinte, 

cobrindo a sequência total da ApoB-100. Os peptídeos foram numerados de 1 a 302, 

começando da porção N-terminal. A solução estoque de cada peptídeo foi feita em 

NaCl (9 mg/mL).  

Uma fração de cada peptídeo foi modificada pelo tratamento com 0,5 mM de 

malondialdeído (MDA) por 3 h a 37 °C. Após a modificação, os peptídeos foram 

dialisados contra PBS contendo 1 mM de EDTA por 18 h a 4 °C, para a retirada do 

excesso de MDA não ligado ao peptídeo. Os dados a respeito da modificação dos 

peptídeos foram obtidos a partir do ensaio para substâncias reativas ao ácido 

tiobarbiturico (TBARS). Não foram detectados aldeídos nas preparações dos 

peptídeos nativos. Para os experimentos em cultura celular, as soluções estoque de 

peptídeos nativos e oxidados foram diluídas em RPMI/1% de SFB. 

 

 

4.2.8 Cultura das células de linhagem monocítica humana THP-1 

 

As células de linhagem monocítica humana THP-1 foram mantidas em RPMI 

1640 suplementado com 5 % de SFB, 2 mM L-glutamina, 100 µg/mL de 

estreptomicina e 100 U/mL de penicilina e mantidas a 37 °C em atmosfera de 5% de 

CO2. Paras os experimentos, as células foram plaqueadas na concentração 5 x 105 

celulas/mL em RPMI/1 % de SFB em um volume final de 500 µL.  

Para a diferenciação em macrófagos aderentes, as células foram tratadas com 

150 nM de PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate) por 24 h. Em seguida as células 

não aderentes foram aspiradas e foi adicionado novo meio RPMI/5% SFB por 24 h. 
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Após este tempo o meio de cultura foi trocado para meio RPMI/1% SFB. No dia 

seguinte, as células foram estimuladas com os diferentes tratamentos. Os 

experimentos foram feitos apenas com as células aderentes.  

 

 

4.2.9 Obtenção das células mononucleares e neutrófilos do sangue periférico 

 

As células humanas foram obtidas de bolsas de sangue coletadas de doadores 

do Banco de Sangue do Hospital Universitário do Instituto Karolinska, Estocolmo, 

Suécia. As células mononucleares e neutrófilos foram separadas através de 

centrifugação em gradiente de densidade, utilizando os gradientes Linfoprep e 

Ficoll:Hipaque 1119 (Histopaque, SIGMA) para células mononucleares e neutrófilos, 

respectivamente, de acordo com as instruções dos respectivos fabricantes. Em 

seguida, o tubo foi centrifugado a 800 x g por 30 minutos, à temperatura ambiente, 

em centrifuga com baixa velocidade de aceleração e sem freio. As células 

mononucleares e os neutrófilos foram cuidadosamente separados com o auxílio de 

uma pipeta Pasteur.  

As células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foram lavadas 

aproximadamente 4 (quatro) vezes, até que o sobrenadante adquirisse uma 

coloração límpida, indicando a baixa presença de plaquetas. Em seguida, as células 

mononucleares foram suspensas em RPMI/5% SFB, plaqueadas na concentração de 1 

x 106 células/mL em placas de 96 poços, contendo 200 μL por poço e incubadas em 

estufa a 95% O2 / 5% CO2, a 37 °C over night. Após este período, o meio foi trocado 

por RPMI/1% SFB, para prosseguir com os estímulos.  

Quanto aos neutrófilos, estes foram cuidadosamente separados do gradiente, 

lavados com PBS 4 °C e centrifugados a 200 x g. Este procedimento foi repetido duas 

vezes. Em seguida as células foram ressuspensas na concentração de 2 x 106 

células/mL em RPMI/1% SFB e plaqueadas em placas de 96 com 200 μL em cada 

poço. Em seguida, os estímulos adicionados. 
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4.2.10 Obtenção dos macrófagos peritoneais de camundongos C57Bl/6  

 

Os camundongos isogênicos da linhagem C57Bl/6 foram adquiridos do 

biotério de camundongos isogênicos do Departamento de Microbiologia, Tumor e 

Biologia Celular do Instituto Karolinska, Estocolmo, Suécia, onde os animais são 

mantidos em condições de temperatura e luminosidade controladas e livres de 

patógenos. Primeiramente, os animais foram sacrificados em câmara de CO2 e as 

células foram obtidas por lavagem da cavidade peritoneal com 5 mL de PBS a 4 °C. 

Os lavados foram centrifugados (200 x g por 10 minutos a 4 °C) e a concentração das 

células foi acertada para 2 x 106 células/mL em meio RPMI 1640 suplementado com 

HEPES 20 mM, NaHCO3 11 mM,  SFB 5%, L-glutamina 2 mM, 100 μg/mL de 

estreptomicina e 100 U/mL de penicilina. As células foram plaqueadas em placas de 

cultura de 96 poços em volume final de 100 μL e incubadas em estufa a 95% O2 / 5% 

CO2, a 37 °C por 2 h para a adesão dos macrófagos.  Após este tempo, as células não 

aderentes foram retiradas através de lavagem com PBS a 37 °C e os macrófagos 

foram mantidos em RPMI/ 5% SFB. Os estímulos foram adicionados no dia seguinte. 

Após 24 h de estímulo, o sobrenadante foi coletado para análise de citocinas.  

 

 

4.2.11 Células Endoteliais de Aorta Humana (HAEC) 

 

As células endoteliais de aorta humana (HAEC) de cultura primária foram 

adquiridas da CloneticsTM e mantidas em meio de cultura EGM-2 (Endothelial Cell 

Médium). Para os experimentos, as células foram plaqueadas em placas de cultura de 

96 poços em EGM-2, 100 μL por poço. Após as células atingirem uma camada 

semiconfluente, o meio de cultura foi trocado por meio F12 contendo 1% de SFB. No 

dia seguinte, o meio de cultura foi trocado por um novo meio F12/1% SFB e os 

estímulos foram adicionados. Após 24 h, os sobrenadantes foram colhidos para 

dosagem de citocinas por ELISA.   
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4.2.12 Células HEK 293-hTLR4 

 

 As células HEK293 estavelmente transfectadas com o TLR4 humano e 

expressando apenas estes receptores, foram adquiridas da Invivogen e mantidas em 

DMEM/5% SFB. Para os  experimentos, as células foram plaqueadas na concentração 

1 x 104/poço em 100 μL de DMEM/5% SFB. Após as células atingirem uma camada 

semiconfluente, o meio de cultura foi trocado por DMEM/1% SFB. Em seguida, as 

células foram tratadas com os diferentes estímulos. Após 18 h, os sobrenadantes das 

culturas foram coletados para dosagens de citocinas.    

 

 

4.3 Protocolos experimentais utilizados nos experimentos com as formas 

oxidadas da LDL 

 

 Inicialmente, as células THP-1 não diferenciadas foram tratadas com 20 μg/mL 

de LDL, LoxLDL ou HoxLDL por 24 h. Após este período, as células foram lavadas por 

centrifugação a 200 x g e, em seguida marcadas com os anticorpos específicos para 

FcγRII e CD36. A mudança na expressão desses receptores foi analisada por 

citometria de fluxo (Esquema 1). 

 A mudança  na expressão de FcγRII e CD36 induzida pelo tratamento com LDL, 

LoxLDL ou HoxLDL (20 μg/mL) também foi analisada por citometria de fluxo em 

células THP-1 diferenciadas para macrófagos com PMA.  

 Para observar a participação de PPARγ na expressão de CD36 ou FcγRII 

induzida LoxLDL ou HoxLDL, as células foram pré-tratadas com GW9662 (20 μM), um 

antagonista de PPARγ, 30 minutos antes do tratamento com as lipoproteínas. Como 

controle positivo utilizamos a Rosiglitazona (10-7, 10-6, 10-5 M) (Esquema 2). 

 Para observar a participação do receptor de PAF na expressão de CD36, as 

células foram pré-tratadas com WEB2170 (10 e 50 μM), um antagonista de PAFR, 30 
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minutos antes da adição de LoxLDL ou de HoxLDL. Como controle positivo utilizamos 

o PAF (10-6, 10-8 e 10-10 M) (Esquema 2). 

24 h

LDL, LoxLDL
ou HoxLDL
(20 μg/mL)

Análise da 
expressão 
de CD36 e 
FcγRII

Esquema 1

24 h

LDL, LoxLDL
ou HoxLDL
(20 μg/mL)

Análise da 
expressão 
de CD36 e 
FcγRII

GW9662 ou 
WEB2170

30 min
Esquema 2

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

4.3.1 Citometria de Fluxo 

 

Para a determinação da expressão de CD36, FcγRII e CD11b as células THP-1 

foram tratadas com rosiglitazona, LDL, LoxLDL ou HoxLDL (20 µg/mL) por 24 h. Em 

outro grupo de experimentos, as células foram tratadas com GW9662, antagonista de 

PPARγ, 30 min antes da adição das lipoproteínas. Após o período de incubação, as 

células foram centrifugadas a 300 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado 

e as células foram ressuspensas em tampão contendo PBS/1% de SFB e incubadas 

com anticorpos monoclonais anti-CD36, anti-CD11b/CD18 (mac-1) conjugados com 

ficoeritrina (PE)  e anti-CD32 (FcγRII), conjugado com fluoresceína (FITC) por 30 min a 

4 °C no escuro. Após este tempo as células foram lavadas três vezes para retirada do 

excesso de anticorpos. A aquisição foi feita em citômetro de fluxo (FACS calibur – 

Becton) e a análise em software Summit® V3.3 (DakoCytomation).  
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4.3.2 Dosagem de IL-6, IL-8, TNF-α, IL-10 e TGF-β em células THP-1 estimuladas 

com as LDL’s modificadas 

 

 As células THP-1 foram plaqueadas na concentração de 5 x 105 células por 

poço em placa de 24 poços contendo 500 μL de RMPI/5% SFB. Em seguida foram 

adicionados 150 nM de PMA para induzir a diferenciação. Após 24 h, as células não 

aderentes foram aspiradas e o meio de cultura trocado por RPMI/5% SFB. No dia 

seguinte o meio de cultura foi trocado novamente por RPMI sem soro e as células 

foram incubadas em estufa por mais 24 h. Em seguida, as células foram tratadas com 

20 μg/mL de LDL, LoxLDL ou HoxLDL. Após 24 h, os sobrenadantes das culturas 

celulares foram coletados para dosagem de IL-6, IL-8, TNF-α, IL-10 e TGF-β por ELISA.  

 

 

4.4 Protocolos experimentais utilizados nos experimentos com p216 

 

 Esta parte dos experimentos foi feita sob a supervisão do Dr. Zhong-qun Yan e  

Dr. Göran Hansson no laboratório de pesquisa cardiovascular do Instituto Karolinska, 

Estocolmo-Suécia. 

 Nesta parte utilizamos uma biblioteca contendo 302 peptídeos provenientes 

de toda a partícula da ApoB-100 humana, não modificados e modificados com MDA. 

 Inicialmente para saber da capacidade de ativação destes peptídeos em 

monócitos humanos, células THP-1 foram tratadas com os peptídeos e a produção 

de IL-8 no sobrenadante foi analisada 16 h depois por ELISA.  

 Após esse screening inicial para identificação de um peptídeo, os protocolos 

experimentais utilizados são descritos a seguir: 
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4.4.1 Verificação da presença de contaminação por LPS em p216 

 

 O LAL (Limulus Amebocyte Lysate) é um produto derivado do lisado de 

amebócitos do caranguejo Limulus polyphemus, com emprego específico na 

determinação de endotoxinas bacterianas derivadas de bacilos Gram-negativos pela 

formação de gel. A solução estoque de p216 foi analisada para observar a presença 

de LPS pelo teste Limulus. Para isto, utilizamos o kit PYROGENT® Single Test Gel Clot 

LAL Assay (Lonza, Basel, Switzerland )de acordo com as instruções do fabricante. 

 Para a verificação da contaminação por LPS, utilizamos também células 

HEK293 transfectadas estavelmente com TLR4. Estas células crescem em 

monocamada e foram plaqueadas em placas de cultura contendo 96 poços. Assim, 

quando as células atingiram uma semiconfluencia, o meio de cultura foi trocado para 

DMEM/1%. No dia seguinte, as células foram ativadas com 25 μg/mL de p216. A 

produção de IL-8 foi analisada no sobrenantes das culturas 16 h depois. Como 

controle positivo, utilizamos o LPS (100 ng/mL). 

 

 

4.4.2 Tratamento de monócitos e neutrófilos humanos, células endoteliais de 

aorta humana e macrófagos murinos com p216 

 

 Os monócitos e neutrófilos humanos foram purificados como descrito 

anteriormente. Em seguida as células foram estimuladas com 25 μg/mL de p216. A 

produção de IL-8 foi analisada no sobrenadante das culturas dos neutrófilos após 8 h 

de estímulo por ELISA. A produção de IL-8 por monócitos humanos foi analisada por 

ELISA 16 h depois da adição do estímulo. No sobrenadante dos monócitos 

estimulados com p216 também foi analisada a produção de: IL-8, IL-6, MCP-1, 

RANTES, TNF-α, IL-10, IL-1β, IL-12p40, IFN-γ, IP-10 e MIG (CXCL9) por citometria de 

fluxo utilizando o kit CBA (BD Biosciences, EUA). 
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 As células endoteliais de aorta humana foram estimuladas com 25 μg/mL de 

p216, por 16 h e a produção de MCP-1 e IL-8 foi analisada no sobrenadante por 

ELISA. 

 Os macrófagos peritoneais murinos foram estimulados com 25 μg/mL de p216 

por 16 h e a produção de IL-6 murina foi analisada no sobrenadante das culturas por 

ELISA.  

 

 

4.4.3 Analise da expressão de mRNA para IL-8 em células mononucleares 

humanas 

 

 a) Purificação do RNA total 

 

Em uma placa de 24 poços, foram plaqueadas em cada poço 1 x 106 células 

em 500 μL de RPMI/1% SFB. Em seguidas as células foram estimuladas com p216 (25 

μg/mL) por 5 h. Decorrido o tempo de incubação, o sobrenadante foi aspirado e as 

células foram lisadas em tampão de lise RLT presente no Kit para purificação de RNA 

RNeasy (Qiagen, Valencia, CA), de acordo com as instruções do fabricante. Todo o 

protocolo seguinte foi feito com os tubos sempre postos em contato com gelo, para 

manter uma baixa temperatura. Resumidamente, aos possos contendo as células 

estimuladas, foram adicionados 350 μL do tampão de lise RLT e as células foram 

lisadas com uma ajuda de um pipeta. Em seguida, foram adicionados 350 μL de 

etanol 99% e as amostras foram homogeneizadas, utilizando uma seringa de 1 mL 

com uma agulha de 27 G por aproximadamente 5 vezes. As amostras foram 

adicionadas às colunas de purificação e centrifugadas a 10.000 r.p.m. por 15 

segundos. O filtrado foi descartado, sobre a membrana foram adicionados 500 μL de 

tampão RPE e as colunas foram centrifugadas por 10.000 r.p.m. por 15 segundos. Em 

seguida, foram adicionados às membranas 80 μL de DNase por 10 minutos. Foram 

adicionados novamente 500 μL do tampão RPE e as colunas centrifugadas 10.000 
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r.p.m. por 15 segundos. Em seguida, as colunas foram centrifugadas por 10.000 r.p.m. 

por 2 minutos para a secagem da membrana. Para a eluição do RNA preso à 

membrana da coluna, foram adicionados 30 μL de H2O livre de RNase e as colunas 

foram centrifugadas por 1 minuto a 10.000 r.p.m.   

 A concentração de RNA das amostras foi medida em um espectrofotômetro 

nanodrop com comprimento de onda 260 nm. A qualidade do RNA foi analisada em 

Bioanalisador, onde integridade do RNA total foi demonstrada pela presença das 

bandas ribossomais 18s e 28s.  

 

 

 b) Síntese do cDNA 

  

 A síntese de cDNA foi feita por transcrição reversa a partir do RNA total 

purificado. Em um microtudo de 250 μL foram adicionados 200 ng de RNA total da 

amostra, 2 μL de pdN6 (oligonucleotídeos) e H2O livre de RNase q.s.p. 20 μL. Em 

seguida, os tubos foram aquecidos a 70 °C por 3 minutos e postos no gelo para que 

houvesse o resfriamento rápido. Em seguida, foram adionados: 8 μL  de tampão 5 x 

RT; 2 μL  de DTT 0.1 M; 1 μL  de dNTP 25 mM; 1,5 μL de RNAasin; 2 μL de Superscript 

IITM (RNase H- Reverse Transcriptase – Invitrogen ) e 3,5 μL de H2O livre de RNase. Em 

seguida, os tubos foram incubados em um aparelho termociclador programado para 

manter as seguintes temperaturas: 25 °C por 10 min, 42 °C por 50 min e 94 °C min. 

Após a síntese, o cDNA de cada amostra foi a mantido à -20 °C para análise 

posteriores. 

 

 

c) PCR quantitativo da expressão de mRNA para IL-8  

 

Para observar a expressão de mRNA para IL-8 em PCR de tempo real, 

utilizamos primers comprados prontos para o uso da Applied Biosystems.  
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Em cada poço de um placa específica para PCR quantitativo foram adicionados 

1,25 μL de cada amostra de cDNA, 8,25 μL de H2O livre RNase mais 12,5 μL de 

tampão Taq-man Máster Mix 2x concentrado. As placas foram mantidas em gelo 

durante todo o processo de preparação. Após este processo, as placas foram vedadas 

com plástico adesivo apropriado para a reação e centrifugadas a 1.000 r.p.m. por 2 

minutos para evitar a formação de bolhas no fundo de cada poço. A quantificação de 

mRNA para IL-8 (PCR quantitativo) foi feita em um aparelho 7900 HT fast Real-Time 

PCR system (Applied Biosystems), utilizando o software SDS 2.3 para análise de dados. 

A expressão de mRNA para IL-8 das amostras foi feita comparando os dados 

obtidos com uma curva padrão obtida de cDNA humano universal, cuja reação foi 

feita na mesma placa.   

 

  

4.4.4 Análise da fosfoliração de ERK1/2, p38 MAP quinase e JNK em células 

THP-1 

 

a) Preparo da amostra 

 

Em uma placa de 24 poços foram plaqueados, em cada poço, 500 μL da 

suspensão de células THP-1 na concentração de 1 x 106 células/mL, em seguida meio 

RPMI/1% SFB. No dia seguinte, as células foram estimuladas com 25 μg/mL de p216 

por 5, 10, 30 e 60 minutos. Decorrido o tempo de incubação, a reação foi parada pela 

adição de 1 mL de PBS a 4 °C. As células foram centrifugadas e lavadas com PBS a 4 

°C, para retirada do estimulo. Em seguida as células foram lisadas por adição de um 

tampão de lise RIPA [Tris-HCl pH 8 (50 mM), NaCl (150 mM), Nonidet® P40 Substitute 

1% , Deoxicolato de Sódio 0,5%, SDS 0,1%] contendo inibidores de protease 

(Complete™, Roche) e inibidores de fosfatases [fluoreto de Sódio (10 mM)  e 

ortovanadato de Sódio (1 mM)]. A concentração de proteína do lisados celulares foi 

determinada pelo kit para dosagem de proteínas Bio-Rad protein assay, de acordo 
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com as instruções do fabricante. A concentração de proteína de cada amostra 

aplicada no gel foi de 30 µg. 

 

 

b) SDS-PAGE e Imunoblot 

 

O lisados celulares foram homogeneizados com tampão de amostra Laemmli 

(Bio-Rad), contendo 5% de β-mercaptoetanol. As amostras foram aquecidas em 

temperatura acima de 90 °C por 5 minutos, em seguida quantidades iguais das 

amostras (30 µg de proteínas) foram aplicadas em gel de gradiente de 

poliacrilamida-SDS 8-16% e submetidas à eletroforese por 1,5 h a 120 mV. As 

proteínas separadas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose por 60 

minutos a 100 V, utilizando um aparelho de transferência Trans-blot® cell  (Biorad, 

CA USA ). Após a transferência, as membranas foram incubadas com tampão TBS-T 

(NaCl 150 mM, Tris 20 mM, Tween 20 0,01%, pH 7,4) contendo 5% de leite com 

ausência de gordura por 1 hora. Em seguida, as membranas foram tratadas com 

anticorpo monoclonal de coelho contra fosfo-ERK1/2, fosfo-p38 MAP quinase e 

fosfo-JNK, todos com diluição 1 : 1.000 em TBS-T, 5% de BSA e 0,05% de azida 

sódica. A incubação foi de 16 h a 4 °C com agitação em agitador vertical. Após este 

tempo, as membranas foram lavadas 3 vezes com TBS-T, bloqueadas novamente com 

leite 5% em TBS-T por 30 min à temperatura ambiente e incubadas com anticorpo 

secundário anti-IgG de coelho conjugado com peroxidase, diluído 1: 2.000 em leite 

5% em TBS-T por 1 h a temperatura ambiente. As proteínas marcadas foram 

identificadas e comparadas utilizando um marcador de peso molecular de proteínas.  

Os imunecomplexos contendo anticorpos marcados com a peroxidase foram 

visualizados utilizando um kit de ECL plus de acordo com as instruções do fabricante.  

As bandas das proteínas foram visualizadas em filme fotográfico com alta 

sensibilidade. 
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As membranas foram tratadas com tampão stripping (NaOH 5%, SDS 0,1% em 

H2O) por 5 minutos. Após este tempo as membranas foram lavadas com água 

corrente e, em seguida lavadas com TBS-T por 1 h. Após este tempo, as membranas 

foram bloqueadas com leite 5% e incubadas com os anticorpos monoclonais contra 

total-ERK1/2, total-p38 MAP quinase e total-JNK por 16 h a 4 °C. Os passos seguintes 

foram operados como descrito anteriormente. 

 

 

4.4.5 Leitura do fluxo de Cálcio intracelular 

 

 As células mononucleares do sangue periférico foram plaqueadas em 

RPMI/5% de SFB e incubadas a 37 °C por 1 h. Após este período, as células não 

aderentes foram removidas por lavagem com PBS a 37 °C. As células aderentes, em 

sua maioria monócitos, foram marcadas com 0,5 μM de Fluo4-AM na presença de 2,5 

mM de probenecida dissolvidos em HBSS sem soro por 40 min a 37 °C. Após este 

período, as células foram lavadas para retirada do excesso de Fluo4-AM e 

ressupensas em HBSS contendo 2,5 mM de probenecida para evitar o 

extravasamento de Fluo4-AM do meio intracelular.  Em seguida as células foram 

incubadas por mais 30 min a 37 °C para estabilização. Após este período, as células 

foram levadas ao microscópio de fluorescência. Ao poço contendo as células, foram 

adicionados 25 μg/mL de p216 ou 2,5 μM de Ionóforo de Cálcio, o qual foi utilizado 

como controle positivo ou a solução controle. As imagens foram adquiridas no 

tempo 0, 5, 10 e 30 segundos após a adição do estímulo. 

 Para a leitura da fluorescência em leitora de microplacas. As células foram 

marcadas como descrito acima. Em seguida, para cada poço foi feita uma leitura 

inicial de 30 segundos, a fim de observar a fluorescência basal de cada poço 

individualmente. Em seguida foram adicionados 25 μg/mL de p216 ou de p265 ou a 

solução controle. A leitura foi feita a cada 3 segundos, durante um tempo total de 5 
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minutos. Os dados estão expressos em vezes de aumento relacionadas às leituras 

basais de cada amostra individualmente. 

 

 

4.5 Análise Estatística 

 

As análises estatísticas foram feitas utilizando o software GraphPad Prism 

versão 5.01 para Windows.   

 Para a expressão dos receptores em células THP-1, os resultados foram 

submetidos ao teste de análise de variância (ANOVA) seguido do pos teste de 

Newman-keuls.  

 Os dados obtidos na dosagem de citocinas foram submetidos a analise não 

paramétrica de Kruskall-Wallis seguido do teste de comparação múltipla de Dunn. 

Os dados obtidos com células de doadores foram submetidos a analise não 

paramétrica de Kruskall-Wallis seguido do teste de comparação múltipla de Dunn.  

O nível de significância foi estabelecido em p < 0,05.  
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5 RESULTADOS 

 

CAPÍTULO 5.1 – 

  CARACTERIZAÇÃO DE FORMAS OXIDADAS DA LDL E SEU EFEITO NA 

EXPRESSÃO DE RECEPTORES CD36 E FcγRII EM MONÓCITOS/MACRÓFAGOS 

HUMANOS E ENVOLVIMENTO DE PPARγ 

 

5.1.1 Cromatografia de troca iônica das formas oxidadas da LDL  

 

Neste estudo nós modificamos a LDL por dois diferentes protocolos. O 

mecanismo de oxidação da partícula de LDL é acompanhado pelo aumento das 

cargas negativas. Baseado nestas informações, utilizamos uma coluna de troca iônica 

(Resource Q) em sistema de FPLC para verificar o perfil de cargas negativas e obter 

informações a respeito do grau de oxidação da LDL modificada tanto por ferro 

quanto por cobre. A Figura 1 mostra os cromatogramas obtidos da LDL, LoxLDL e 

HoxLDL. Neles podemos observar uma diferença no perfil de cargas negativas de 

acordo com o tempo de retenção na corrida. Comparando os cromatogramas, 

podemos observar um deslocamento dos picos para direita, mostrando que há um 

aumento das cargas negativas em função do processo de modificação utilizado. O 

pico de maior concentração proteica da LDL não modificada é obtido entre 15 e 22 

minutos com um pico principal eluído em 17 minutos. Já a LoxLDL mostra picos nos 

intervalos de tempo parecidos aos da LDL, mas contendo dois picos principais, um 

eluído em 17 e outro em 21 minutos. Já a HoxLDL mostra um total deslocamento da 

corrida, cujos picos são eluídos entre 19 e 30 minutos, com eluição dos principais 

picos em aproximadamente 22 minutos, mostrando um grau de oxidação mais 

elevado.  

 

 

 



RESULTADOS 
 

70

 

 

 

 

 

5.1.2 Eletroforese em gel de agarose das formas oxidadas da LDL  

 

Com o aumento das cargas negativas durante o processo oxidativo, também 

ocorre um aumento na mobilidade eletroforética das partículas. Dessa forma, as LDLs 

obtidas pelos diferentes protocolos de oxidação foram submetidas a uma corrida 

eletroforética em gel de agarose 1%. Os resultados obtidos (Figura 2), confirmam a 

oxidação máxima da HoxLDL, uma vez que esta mostrou um aumento na mobilidade 

eletroforética, comparada com LDL e LoxLDL. Não foram observadas diferenças na 

corrida eletroforética entre LDL e LoxLDL, confirmando o baixo grau de oxidação.  
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Figura 1. Cromatografia de troca iônica da LDL, LoxLDL e HoxLDL.  
 A LDL foi purificada por ultracentrifugação sequencial. As preparações de LDL foram 

obtidas como descrito em material e métodos com mais detalhes. Resumidamente, 
para obtenção da LoxLDL, a LDL (1 mg/mL) foi dialisada com Fe2SO4.7H2O (1 
μM/mg de proteína) por 48 h a temperatura ambiente. Para HoxLDL a LDL (1 
mg/mL) foi oxidada por adição de CuSO4 (20 μM/mg de proteína) por 18 h a 37 °C. 
Em seguida, 500 µL de cada lipoproteína (1 mg/mL) foram injetados em uma coluna 
de troca iônica (Resource Q). Na figura estão representados os perfis 
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5.1.3 Cromatografia de Exclusão Molecular das formas oxidadas da LDL  

 

De uma maneira geral, no inicio do processo oxidativo da partícula de LDL 

ocorre uma diminuição da concentração de antioxidantes, seguido da oxidação da 

porção lipídica, acompanhado da modificação e hidrolise da ApoB-100 gerando 

diversos compostos proteicos de baixo peso molecular. Baseados nestas informações, 

com a finalidade de obter dados a respeito da oxidação da LDL, injetamos 500 μL de 

LDL (2 mg/mL) em uma coluna de cromatografia de exclusão molecular (Superdex 

200R) acoplada a um sistema de FPLC. A Figura 3A mostra os cromatogramas obtidos 

por exclusão molecular da LDL, LoxLDL e HoxLDL. Os dados obtidos mostram que as 

diferentes preparações de LDL possuem perfis cromatográficos únicos de acordo 

com o tempo de retenção. Nossos resultados mostram que a oxidação leva a 

formação de novos produtos de característica proteica, já que o comprimento de 

onda foi estabelecido em 280 nm. Estes novos produtos podem ser observados nos 

cromatogramas da LoxLDL e HoxLDL quando comparados a LDL não modificada. A 

LoxLDL mostra um novo pico de baixa concentração protéica em 25 minutos, 

enquanto que a HoxLDL mostra picos contendo baixo peso molecular eluídos em 38 

e 41 minutos.  

Figura 2. Eletroforese em Gel de agarose da LDL, LoxLDL e HoxLDL.  
 As preparações de LDL foram obtidas como descrito em material e métodos. Em 

seguida, 30 μg de cada lipoproteína foram submetidos a corrida eletroforética em 
gel de agaraose 0,5% em tampão barbital. A figura mostra um experimento 
representativo. As amostras estão identificadas com suas respectivas lanes.  

LDL LoxLDL HoxLDL
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Com estes resultados mostramos que os diferentes protocolos de modificação 

da LDL geram diferentes produtos, justificando assim um estudo comparado entre 

essas partículas.  
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Figura 3. Cromatografia de exclusão molecular e microscopia eletrônica de transmissão 
da LDL, LoxLDL e HoxLDL.  

 As preparações de LDL foram obtidas como descrito em material e métodos. Em 
uma coluna de exclusão molecular (Superdex-200R) foram injetados 500 µL das 
lipoproteínas com concentração de 1 mg/mL. Na figura 3A estão representados os 
perfis cromatográficos obtidos da LDL (......), LoxLDL (----) e HoxLDL  ( ― ). As 
figuras 3B, 3C e 3D mostram as fotografias de LDL, LoxLDL e HoxLDL, 
respectivamente, obtidas por microscopia eletrônica de transmissão em técnica de 
coloração negativa.  
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5.1.4 Microscopia eletrônica das diferentes formas oxidadas da LDL 

 

As Figuras 3B, 3C e 3D mostram as figuras obtidas por microscopia eletrônica 

para LDL, LoxLDL e HoxLDL respectivamente.  Os dados obtidos por microscopia 

mostram que, comparada a LDL, a LoxLDL não apresenta uma mudança drástica na 

disposição das partículas, mas apenas a formação de pequenos agregados. Já a 

HoxLDL apresenta uma perda na integridade da partícula, presença de grandes 

agregados e, em alguns campos podem ser visualizadas fusões entre as partículas de 

LDL.  

 

 

5.1.5 Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico (TBARS), dienos conjugados 

e hidroperóxidos lipídidos totais das LDL’s com diferentes graus de oxidação 

 

Com a oxidação da LDL ocorre um aumento da concentração de MDA, dienos 

conjugados e hidroperóxidos lipídicos totais. Na Tabela 1 pode-se observar a 

quantidade de MDA formado com o processo oxidativo. A LoxLDL mostrou um 

pequeno aumento na concentração de MDA (7,5 nmol/mg de proteína) e dienos 

conjugados (D. O. 3,02), quando comparamos com a LDL (D. O. 2,84 e MDA de 0,2 

mmol/mg de proteína). A HoxLDL possui uma grande quantidade de MDA (53,1 

nmol/mg de proteína) e de dienos conjugados (D. O. 4,00).  

O aumento na absorbância a 234 nm é atribuído a um aumento na quantidade 

de dienos conjugados nas amostras. Por sua vez, o aumento de dienos conjugados 

está relacionado com o acúmulo de hidroperóxidos lipídicos (LOOH), cuja 

concentração pode ser obtida através da equação ∆[LOOH] = 2,05 x ∆A234/εcd, onde 

∆[LOOH] é a mudança na concentração de hidroperóxidos lipídicos; A234  é a 

mudança na absorbância em 234 nm relacionada a LDL não modificada e εcd = 29.500 

M-1 cm-1 é um coeficiente de extinção para dienos conjugados (Spranger et al., 1998). 

Ao aplicarmos a equação para LoxLDL, consideramos ∆A234 = A234LoxLDL - A234LDL, 
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pois a equação é baseada na diferença da absorbância relacionada a uma amostra 

controle. Este mesmo critério foi utilizado para HoxLDL.    Sendo assim, ao aplicarmos 

essa equação aos nossos resultados, obtivemos os valores de ∆[LOOH] para LoxLDL 

de 12,5 μM e para HoxLDL de 80,6 μM. Estes dados mostram o grau de oxidação 

mínimo da LoxLDL e a extensiva oxidação da HoxLDL. 

 

 

 Tabela 1 – Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), Dienos conjugados e 
Hidroperóxidos lipídicos das lipoproteínas modificadas  

 

80,6

12,5

- 

3Hidroperóxidos 
Lipídicos totais 

4.00***53.1***HoxLDL

3.027.5***LoxLDL

2.840.2 LDL 

2 Dienos 

 

1TBARS 
 

 

 

 

 

 
1 TBARS estão expressos em nmol of malondialdeído /mg proteina. 

 2 Dienos conjugados expressos em Densidade Optica de uma solução 1 mg/mL.   
3 Concentração de hidroperóxidos lipídicos em μM. Obtida através da equação   
 ∆[LOOH] = 2,05 x ∆A /ε234 cd, onde ∆[LOOH] é a mudança na concentração de 

hidroperóxidos lipídicos, A 234  é a mudança na absorbância em 234 nm relacionada a LDL 
não modificada e ε

 

 

 

 

5.1.6 Expressão de CD36, FcγRII e CD11b/CD18 (mac-1) em células THP-1 

 

 As células THP-1 possuem um formato arredonado e são mantidas em 

suspensão no meio de cultura. Após o tratamento com 150 nM de PMA por 24 h, 

estas células se tornam aderentes, aumentando a expressão de algumas moléculas de 

membrana, adquirindo o fenótipo semelhante aos macrófagos (Figura 4). Neste 

estudo, utilizamos apenas as células aderentes como controle de diferenciação 

cd = 29.500 M-1 cm-1 é um coeficiente de extinção para dienos 
conjugados.   

 Os dados estão expressos em média ± desvio padrão de três diferentes experimentos. 
***p<0.001 vs LDL. 
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celular. O estágio de diferenciação das células THP-1 foi confirmado pelo aumento da 

expressão de CD11b/CD18 (mac-1). Como mostrado na Tabela 2, as células THP-1 

diferenciadas com PMA apresentaram um aumento de aproximadamente 5 (cinco) 

vezes na expressão de CD11b/CD18 (mac-1). O tratamento com PMA induziu um 

aumento significante na expressão de CD36 (86,6 ± 0,9). Aproximadamente 8 (oito) 

vezes de aumento comparado às células THP-1 não diferenciadas, as quais foram 

utilizadas como controle (10,3 ± 1,2). Quanto a expressão de FcγRII, foi detectado um 

pequeno aumento na expressão deste receptor após a diferenciação com PMA 

comparado com as células não diferenciadas (82 ± 0,67 vs 73,6 ± 0,8 

respectivamente). O aumento na expressão de CD36 e de CD11b/CD18 (mac-1) após 

a diferenciação foi encontrado tanto na porcentagem de células positivas, quanto na 

média da intensidade da fluorescência (MFI). 

 

 

 

 

 

 

Células THP-1 não diferenciadas 

Figura 4. Células THP-1 não diferenciada e diferenciadas para macrófagos com PMA  
 As células THP-1 foram plaqueadas em placas de 24 poços (5 x 105 células/poço em 

RPMI/10% SFB e tratadas com 150 nM de PMA. Após 24 h as células não aderentes 
foram removidas e foi adicionado novo meio RPMI/10% SFB. No dia seguinte, o 
meio de cultura foi trocado por RPMI/1% SFB e os experimentos foram realizados 
24 h depois. As imagens mostram uma figura representativa dos experimentos. 

Células THP-1 diferenciadas com PMA
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Tabela 2 –  Expressão de CD11b/CD18 (mac-1), CD36 e FcγRII em células 

THP-1  não diferenciadas e diferenciadas com PMA.  

  

 

82 ± 0.6 73.6 ± 0.8FcγRII 

86.6 ± 0.9***10.3 ± 1.2CD36 

58.3 ± 7.4***13 ± 1.15CD11b/CD18 (mac-1) 

diferenciadas Não-diferenciadas  

 

 

 

 As células THP-1 não diferenciadas e diferenciadas com PMA foram marcadas com 
anticorpos específicos e a expressão de CD11b/CD18 (mac-1), CD36 e FcγRII foi analisada 
por citometria de fluxo. Os dados estão expressos em media ± desvio padrão de no 
mínimo três diferentes experimentos. ***p<0.001 vs células THP-1 não diferenciadas. 

 

 

 

5.1.7 Efeitos de formas oxidadas da LDL na expressão de CD36 e FcγRII em 

células THP-1 

 

a) em células THP-1 não diferenciadas  

 

As células THP-1 foram tratadas com LDL, LoxLDL ou HoxLDL (20 μg/mL) e a 

expressão de CD36 ou FcγRII foi determinada por citometria de fluxo. O tratamento 

das células THP-1 não diferenciadas com LoxLDL ou HoxLDL aumentou a expressão 

de CD36 comparado ao grupo controle não tratado (Figuras 5A, 5C e 5D). O 

tratamento com LoxLDL induziu um aumento na expressão de CD36, demonstrado 

pela média da intensidade da fluorescência (MFI: 27,3 ± 1,9) (Figura 5A) e pela 

porcentagem de eventos positivos (39.9% p < 0.001) (Figura 5C).  O aumento da 

expressão de CD36 também foi observado após o tratamento com HoxLDL, 

apresentando MFI de 24,9 ± 1,6 com um aumento de 39% (p < 0.001) (Figuras 5A e 

5D) comparado ao grupo controle não tratado (MFI 10,3 ± 1,2). Não foi observado 

aumento na expressão de CD36 ou FcγRII após o tratamento com a LDL não 

modificada (Figuras 5A, 5B e 5E). Estes resultados mostram claramente que o 

tratamento de células THP-1 não diferenciadas com oxLDL, com baixo e alto grau de 
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oxidação, induzem a expressão do receptor CD36, mostrando que este efeito é 

independente do grau de oxidação da partícula de LDL. Entretanto, estes tratamentos 

não afetam a expressão de FcγRII.      

 

 

Figura 5. Efeitos das LDL’s modificadas na expressão de CD36 e FcγRII em células THP-1 
não diferenciadas.  

 As células THP-1 não diferenciadas foram tratadas com LDL, LoxLDL ou HoxLDL (20 
μg/mL) por 24 h. A expressão de CD36 e FcγRII foi avaliada por citometria de fluxo. 
O gráfico 5A e os histogramas 5B, 5C e 5D mostram expressão de CD36 após os 
tratamentos as lipoproteínas. O gráfico 5E mostra a expressão de FcγRII após os 
tratamentos com as lipoproteínas modificadas. Os gráficos estão expressos em 
média ± erro padrão da média de intensidade da fluorescência (MFI) de três 
experimentos independentes realizados em triplicata. Os histogramas mostram um 
experimento representativo de três experimentos independentes. *** p < 0,001 vs
controle não tratado. 
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b) em células THP-1 diferenciadas 

 

Esta parte dos experimentos foi feita utilizando células THP-1 diferenciadas 

com PMA (THP-1 PMA).  Após o tratamento para diferenciação, as células THP-1 

foram tratadas com LDL, LoxLDL ou HoxLDL como descrito acima. As Figuras 6A, 6C e 

6D mostram que tanto a LoxLDL quanto a HoxLDL induzem a expressão de CD36, 

comparados ao grupo controle não tratado. A LoxLDL induziu um aumento na 

porcentagem de eventos positivos em 26,6% (Figura 6C) apresentando uma MFI de 

259 ± 71 (Figura 6A) comparados ao grupo controle 86 ± 2,9. Resultados similares 

foram obtidos após o tratamento com HoxLDL, o qual induziu um aumento de 34,7% 

dos eventos positivos, apresentando MFI de 227 ± 26,3 (Figuras 6D e 6A, 

respectivamente). Diferente dos resultados obtidos com células não diferenciadas, as 

células THP-1 diferenciadas com PMA mostraram um aumento na expressão de 

FcγRII após o tratamento com HoxLDL, apresentando um aumento de 74% e MFI de 

135 ± 2,08 (Figuras 6E e 6F) comparado com o grupo controle (46% eventos 

positivos; MFI 82 ± 0,5). O tratamento com LDL não induziu aumento na expressão 

de CD36 (Figuras 6A e 6B) ou de FcγRII (Figura 6E).   
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Figura 6. Efeitos das LDLs modificadas na expressão de CD36 e FcγRII em células THP-1 
diferenciadas com PMA.  

 As células THP-1 foram diferenciadas para macrófagos pelo tratamento com PMA, 
como descrito em material e métodos. Em seguida, as células foram tratadas com 
LDL, LoxLDL ou HoxLDL (20 μg/mL) por 24 h. A expressão de CD36 e FcγRII foi 
avaliada por citometria de fluxo. O gráfico 6A e os histogramas 6B, 6C e 6D 
mostram expressão de CD36 após os tratamentos com as diferentes lipoproteínas. 
O gráfico 6E e os histogramas 6F e 6G mostram a expressão de FcγRII após os 
tratamentos com as lipoproteínas modificadas. Os gráficos estão expressos em 
média ± erro padrão da média de intensidade da fluorescência (MFI) de três 
experimentos independentes realizados em triplicata. Os histogramas mostram um 
experimento representativo de três experimentos independentes. *** p < 0,001 vs
controle não tratado.  
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5.1.8 Envolvimento de PPARγ na expressão de CD36 e FcγRII induzida por   

formas oxidadas de LDL 

 

 Para investigar o envolvimento de PPARγ na expressão de CD36 induzida pelas 

LDLs modificadas, as células THP-1 foram pré-tratadas com um antagonista de 

PPARγ, GW9662 (20 μM) 30 min antes da adição de LoxLDL ou HoxLDL. Os resultados 

obtidos mostram que a expressão de CD36 induzida por LoxLDL (MFI: 112,6 ± 19,4) 

ou por HoxLDL (MFI: 100,6 ± 17.8) não foi afetada pelo pré-tratamento com GW9662. 

Resultados similares foram obtidos quando utilizamos as células THP-1 PMA (Figura 

7A). Entretanto, o pré-tratamento das células THP-1 PMA com GW9662 foi capaz de 

inibir o aumento na expressão de FcγRII induzida por HoxLDL (Figura 7B). Esta 

inibição equivale a aproximadamente 71% comparado com o grupo controle não 

tratado com GW9662 (MFI: 97 ± 10 vs controle 135 ± 2; meio de cultura 82 ± 0,6). O 

pré-tratamento com GW9662 também inibiu a expressão de eventos positivos (60 ± 

3,0 vs 75 ± 0,9; meio de cultura 45,0 ± 5,0). Juntos, estes dados demonstram que a 

expressão de CD36 pode ser modulada pelo tratamento com LDLs modificadas, 

independente do grau de oxidação, mas que este efeito é independente de PPARγ. 

Entretanto, o aumento na expressão de FcγRII induzido por LDL com alto grau de 

oxidação é dependente da ativação de PPARγ. O tratamento com um agonista de 

PPARγ, a rosiglitazona (10-5 M) induziu um aumento significante na expressão de 

CD36 (MFI: 138; 63,1% de eventos positivos) (Figuras 8A e 8B; Tabela 3). Estes efeito 

foi inibido pelo tratamento com GW9662, apresentando 63,7% de inibição, 

confirmando que a dose do antagonista utilizado em nossos experimentos foi efetiva. 

Em baixas concentrações, a roziglitazona não apresentou efeitos na expressão de 

CD36.  
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Figura 7. Efeitos do antagonista de PPARγ (GW9662) na expressão de CD36 e FcγRII.  
 As células THP-1 foram diferenciadas para macrófagos pelo tratamento com PMA, 

como descrito em material e métodos. Em seguida, as células foram pré tratadas 
com GW9662 (20 μM) por 30 min e, em seguida estimuladas com HoxLDL (20 
μg/mL). A expressão de CD36 e FcγRII foi avaliada após 24 h por citometria de fluxo. 
O gráfico 7A e 7B mostram os efeitos de GW9662 na expressão de CD36 e FcγRII 
induzida por HoxLDL, respectivamente. O histograma 7C mostra o efeito inibitório 
de GW9662 na expressão de FcγRII induzida por HoxLDL. Os gráficos estão 
expressos em média ± erro padrão da média de intensidade da fluorescência (MFI) 
de três experimentos independentes realizados em triplicata. O histograma mostra 
um experimento representativo de três experimentos independentes. ** p < 0,01 
GW9662 + HoxLDL vs HoxLDL. 
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Figura 8. Efeitos da Rosiglitazona na expressão de CD36 em células THP-1 não 
diferenciadas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

20.9 ± 8.8 &63.750.1 ± 15 &Rosigl. + GW9662(20 μM)   

63.1 ± 10.5 **‐ 138 ± 36.6 ***Rosiglitazona 10-5 M 

‐ ‐ 10.3 ± 1.2Controle 

% eventos  
positivos

% de 
inibição

 
MFI 

 

Tabela 3 – Expressão de CD36 induzida por Rosiglitazona em células THP-1  

As células THP-1 não diferenciadas foram tratadas com Rosiglitazona. A expressão de CD36 
foi analisada por citometria 24 h depois. A adição de GW9662 foi feita 30 min antes do 
tratamento com Rosiglitazona. Os dados estão expressos em média ± erro padrão da 
amostra de três experimentos independentes. **p<0,01, ***p<0,001 vs controle. &p<0,05 vs
Rosiglitazona 10-5 M. 
 

 As células THP-1 não diferenciadas foram tratadas com Rosiglitazona (10-7; 10-6 e 
10-5 mol/L) por 24 h. A expressão de CD36 foi avaliada por citometria de fluxo. O 
gráfico 8A e o histograma 8B mostram expressão de CD36 após os tratamentos as 
lipoproteínas. O gráficos está expresso em média ± erro padrão da média de 
intensidade da fluorescência (MFI) de três experimentos independentes realizados 
em triplicata. O histograma mostra um experimento representativo de três 
experimentos independentes.   *** p < 0,001 vs controle não tratado. 
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CAPÍTULO 5.2- 

 

A EXPRESSÃO DE CD36 INDUZIDA POR LoxLDL e HoxLDL EM MONÓCITOS/ 

MACRÓFAGOS HUMANOS É PARCIALMENTE DEPENDENTE DE PAF-R 

 

5.2.1 Ativação do PAF-R induz a expressão de CD36   em células THP-1  

 

Produtos resultantes do processo oxidativo das lipoproteínas são capazes de 

interagir com o PAF-R. Para verificar se a ativação destes receptores aumenta a 

expressão de CD36, as células THP-1 foram estimuladas com diferentes 

concentrações de PAF (10-10; 10-8 e 10-6 M) e a expressão de CD36 foi avaliada após 

24 h por citometria de fluxo. Os resultados obtidos mostram que o estímulo induzido 

por PAF foi  capaz de induzir a expressão de CD36 em células THP-1 quando 

comparadas ao controle não tratado (Figuras 9A e 9B). Este aumento foi significativo 

na dose de 10-6 M de PAF (48,6 ± 5,6 de intensidade de fluorescência, 40,2 % de 

eventos positivos). Este efeito foi significantemente inibido pelo pré-tratamento com 

um antagonista de PAF-R, o WEB2170, na dose de 50 μM, induzindo 54,5 % de 

inibição (Figura 9C). 
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Figura 9. Efeitos do tratamento das células THP-1 com PAF na expressão de CD36. 
 As células THP-1 foram tratadas com diferentes concentrações de PAF (10-6; 10-8 e 

10-10). A expressão de CD36 foi avaliada por citometria após 24 h. O gráfico 9A 
mostra a expressão de CD36 em células THP-1 após o tratamento com PAF. O 
histograma 9B mostra um experimento representativo da expressão de CD36 
induzida por PAF na concentração 10-6 M. O gráfico 9C mostra o efeito de WE2170 
(50 μM) na expressão de CD36 induzida por PAF (10-6 M). O gráfico expressa a 
média ± erro padrão da média de intensidade da fluorescência (MFI) de três 
experimentos independentes realizados em triplicata. O histograma mostra um 
experimento representativo de três experimentos independentes. * p < 0,05 vs
controle não tratado.  
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5.2.2 A expressão de CD36 por formas oxidadas da LDL em células THP-1 é 

dependente de PAF-R 

  

a) em células THP-1 não diferenciadas 

 

A participação de PAF-R na expressão de CD36 e FcγRII induzida por LoxLDL 

ou HoxLDL em células THP-1 não diferenciadas foi investigada utilizando o 

antagonista  WEB2170. Este foi adicionado às células THP-1 não diferenciadas, 30 

minutos antes da adição das lipoproteínas oxidadas. As Figuras 10A e 10B mostram 

que tratamento prévio com o antagonista não interferiu na expressão de CD36 

induzida pela LoxLDL ou HoxLDL, respectivamente, em células THP-1 não 

diferenciadas, indicando que a expressão de CD36 induzida por LoxLDL ou HoxLDL 

em células THP-1 não diferenciadas não é dependente de PAF-R.  
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Figura 10. Efeitos do  antagonista do  PAF-R  (WEB2170) na expressão de CD36 em células 
THP-1 não diferenciadas.  

 As células THP-1 não diferenciadas foram pré tratadas com WEB2170 (10 e 50 μM) 
por 30 min e, em seguida estimuladas com LoxLDL ou HoxLDL (20 μg/mL). Os 
gráficos 10A e 10B mostram a expressão de CD36  após o estímulo de 24 h com 
LoxLDL e HoxLDL em células THP-1 previamente tratadas com WEB2170.  Os 
gráficos estão expressos em média ± erro padrão da média de intensidade da 
fluorescência (MFI) de três experimentos independentes realizados em triplicata. 
*** p < 0,001 vs controle não tratado. 
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 a) em células THP-1 não diferenciadas 

 

O processo de diferenciação das células THP-1 pelo tratamento com PMA por 

si só já induz um aumento na expressão de CD36 comparada com células THP-1 não 

diferenciadas, como mostramos em resultados anteriores (Tabela 2). Ao estimularmos 

as células THP-1 PMA com as lipoproteínas oxidadas, observamos um aumento na 

expressão de CD36, como mostrado em resultados anteriores deste mesmo estudo. 

Em seguida, analisamos a participação de PAF-R na expressão de CD36 em 

células THP-1 PMA. O WEB2170 foi adicionado às células THP-1 PMA 30 minutos 

antes da adição das lipoproteínas oxidadas. Nossos resultados mostram que o 

tratamento prévio das células com WEB2170 inibe o aumento da expressão de CD36 

induzido tanto por LoxLDL quanto por HoxLDL quando comparadas ao grupo 

controle não tratado (Figuras 11A e 11B, respectivamente). O efeito de WEB2170 foi 

mais efetivo na concentração de 50 μM, entretanto para  a HoxLDL o efeito já foi 

significante na concentração de 10 μM. As inibições foram de aproximadamente 45% 

e 73% na intensidade de fluorescência para LoxLDL e HoxLDL respectivamente. 

Mostrando que parte do aumento da expressão de CD36 induzido pela LDL oxidada 

é dependente de PAF-R.  
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Figura 11. Efeitos do antagonista de PAF-R (WEB2170) na expressão de CD36 em células 
THP-1 diferenciadas com PMA. 

 As células THP-1 foram diferenciadas para macrófagos pelo tratamento com PMA, 
como descrito em material e métodos. Em seguida, as células foram pré tratadas 
com WEB2170 (10 e 50 μM) por 30 min e, em seguida estimuladas com LoxLDL ou 
HoxLDL (20 μg/mL). A expressão de CD36 foi avaliada após 24 h por citometria de 
fluxo. Os gráficos 11A e 11B mostram os efeitos de WEB2170 na expressão de 
CD36 induzida por LoxLDL e HoxLDL, respectivamente. Os gráficos estão expressos 
em média ± desvio padrão da média de intensidade da fluorescência (MFI) de três 
experimentos independentes realizados em triplicata.  
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CAPíTULO 5.3 

 

EFEITOS DE FORMAS MODIFICADAS DA LDL NA PRODUÇÃO DE CITOCINAS     

POR MACRÓFAGOS THP-1 

 

5.3.1 Produção de IL-6, IL-8, TNF-α, IL-10 e TGF-β induzidas por formas 

modificadas da LDL em macrófagos 

 

Existem evidências na literatura que, dependendo do grau de oxidação, a LDL 

pode induzir ou inibir a ativação de macrófagos. No Capítulo I mostramos que, 

diferente das células não diferenciadas, as células THP-1 diferenciadas com PMA são 

mais sensíveis a ativação induzida tanto por LoxLDL, quanto por HoxLDL. Desta 

forma, nossa próxima etapa foi investigar a produção de IL-6, IL-8, TNF-α, IL-10 e 

TGF-β por células THP-1 diferenciadas com PMA e estimuladas pelas lipoproteínas 

com diferentes graus de oxidação. 

Em nossos experimentos, avaliamos a produção de duas citocinas pro-

inflamatórias (IL-6 e TNFα), uma quimiocina (IL-8) e duas citocinas anti-inflamatórias 

(IL-10 e TGF-β). De uma maneira geral, os resultados obtidos mostram que a LoxLDL 

e HoxLDL induzem um perfil diferente de produção de citocinas em células THP-1 

PMA. O tratamento das células THP-1 PMA com LoxLDL induziu uma maior produção 

de IL-8 (3.974 ± 198 pg/mL; p < 0,001) (Figura 12A) e IL-6 (503 ± 115 pg/mL; p < 

0,001) (Figura 12B) comparado ao grupo controle não tratado (342 ± 49 pg/mL e 24,6 

± 16 pg/mL para IL-8 e IL-6 respectivamente). A produção de Il-8 e IL-6 induzida por 

LoxLDL também foi significativa (p < 0,05) comparado com a LDL (2.604 ± 192 pg/mL 

e 261 ± 109 pg/mL para IL-8 e IL-6 respectivamente) e a HoxLDL (2.773 ± 191 pg/mL 

e 279 ± 77 pg/mL para IL-8 e IL-6 respectivamente.  O tratamento das células com 

LDL ou HoxLDL induziu um aumento significativo comparados ao grupo controle(p < 

0,001), entretanto não foram observadas diferenças estatisticamente significantes 

entre si.  
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Ao analisarmos a produção de TNF-α, observamos que o tratamento das 

células com HoxLDL induziu uma produção significativa desta citocina (153 ± 45 

pg/mL; p < 0,01), comparado com o grupo controle não tratado (12 ± 9,7 pg/mL) 

(Figura 12C). O tratamento das células com LoxLDL (66 ± 17 pg/mL) ou LDL (83 ± 50 

pg/mL) não induziu uma produção significativa de TNF-α comparado ao grupo 

controle não tratado.  

Em seguida, analisamos a produção de IL-10 e TGF-β no sobrenadante das 

culturas (Figuras 13A e 13B). Os resultados obtidos mostram que a LDL 

extensivamente oxidada (HoxLDL) induziu um aumento significativo na produção 

dessas citocinas (131,4 ± 37 para IL-10 e 1.770 ± 733 para TGF-β; p < 0,05) 

comparado ao grupo controle não tratado (15,4 ± 4 e 408 ± 312 para IL-10 e TGF-β 

repectivamente). A HoxLDL também induziu um aumento significativo (p < 0,05) 

comparada com a LDL  e com a LoxLDL. Não foram observadas diferenças 

significativas na produção de IL-10 e TGF-β induzidas por LoxLDL ou LDL comparadas 

ao controle não tratado. 
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Figura 12. Efeitos das LDL’s modificadas na produção de IL-6, IL-8 e TNF-α em células 
THP-1 diferenciadas com PMA. 

 As células THP-1 foram diferenciadas para macrófagos pelo tratamento com 
PMA, como descrito em material e métodos. Em seguida, as células foram 
tratadas com LDL, LoxLDL ou HoxLDL (20 μg/mL) por 24 h. A produção de IL-6, 
IL-8 e TNF-α foi analisada no sobrenadante por ELISA. Os gráficos 12A, 12B e 
12C mostram a produção de IL-6, IL-8 e TNF-α, respectivamente. Os gráficos 
estão expressos em média ± desvio padrão de seis experimentos 
independentes.  *** p<0,001, **p < 0,01 vs controle; δ p<0,05 vs LDL e LoxLDL 
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Figura 13. Efeitos das LDL’s modificadas na produção de IL-10 e TGF-β em células THP-1 
diferenciadas com PMA. 

 As células THP-1 foram diferenciadas para macrófagos pelo tratamento com PMA, 
como descrito em material e métodos. Em seguida, as células foram tratadas com 
LDL, LoxLDL ou HoxLDL (20 μg/mL) por 24 h. A produção de IL-10 e TGF-β foi 
analisada no sobrenadante por ELISA. Os gráficos 13A e 13B mostram a produção 
de IL-10 e TGF-β, respectivamente. Os gráficos estão expressos em média ± desvio 
padrão de seis experimentos independentes. *p < 0,05 vs controle; δ p<0,05 vs 
LDL e LoxLDL  
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6 DISCUSSÃO  

 
Ao migrarem para íntima arterial, os monócitos diferenciam-se em macrófagos 

e são ativados por diferentes formas de LDL modificada. Nos dois primeiros capítulos 

deste estudo nós utilizamos duas formas de LDL modificada: a) LoxLDL, obtida pela 

incubação com ferro, e b) HoxLDL, a qual foi obtida pela incubação com cobre. O 

processo de modificação oxidativa da LDL é acompanhado pela formação de dienos 

que alteram as cargas positivas dos resíduos de lisina presentes na apoB-100, 

resultando em acréscimo das cargas negativas (Steinbrecher et al., 1987). Os 

componentes presentes na oxLDL  podem induzir diversos efeitos biológicos in vitro 

e in vivo, tais como adesão e diferenciação de monócitos, ativação de células 

endoteliais, efeitos vasculares e ativação do sistema imunológico (Frostegard et al., 

1991; Ronchini et al., 2004). Desta forma o processo oxidativo parece estar 

diretamente envolvido no aparecimento destas substâncias. Os resultados obtidos 

por TBARS, dienos conjugados e cromatografia de troca iônica mostraram claramente 

a diferença no grau de oxidação da partícula de LDL acompanhado por um aumento 

das cargas negativas em HoxLDL quando comparada a LoxLDL e LDL. Embora os 

protocolos de oxidação padronizados neste estudo não possam ser comparados 

quanto ao potencial oxidativo, pois utilizamos diferentes concentrações de ferro ou 

cobre para obtenção de LoxLDL e HoxLDL, respectivamente, resultados presentes na 

literatura apresentam evidências de que, mesmo em concentrações similares, esses 

metais possuem diferenças em seu potencial oxidante, onde o ferro é menos potente 

que o cobre em induzir a oxidação da LDL (Lynch e Frei, 1995). Essas evidências, 

associadas aos nossos resultados das LDL’s com diferentes graus de oxidação nos 

deram segurança de que estávamos trabalhando com duas formas oxidadas de LDL 

diferentes. A LDL com baixo grau de oxidação é caracterizada pela depleção de 

antioxidantes, oxidação dos fosfolipídeos contendo acido araquidônico, baixa 

oxidação de ácidos linoléicos e insignifante modificação da proteína (Chatterjee et al., 

2004). Por sua vez, durante a formação da LDL com alto grau de oxidação, os grupos 
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fosfolipídicos, triacilglicerol e os ésteres de colesterol são transformados em 

hidroperóxidos que reagem com a ApoB-100, resultando na modificação e 

fragmentação das cadeias de aminoácidos (Itabe, 1998; Gaut e Heinecke, 2001). 

Ainda não está claro qual o principal mecanismo responsável pelo início do processo 

oxidativo in vivo, entretanto, diversos agentes causadores desse processo têm sido 

descritos na literatura, tais como ação de enzimas que promovam oxidação  ou até 

mesmo uma clivagem direta da partícula de LDL (Piha et al., 1995), assim como 

substâncias produzidas por células endoteliais ou macrófagos expostos a condições 

pró-inflamatórias (Dugas et al., 1998; Fernvik et al., 2004). Em nosso trabalho 

optamos por utilizar o cobre e ferro, por serem metais de fácil manipulação, 

permitindo um certo controle na concentração necessária para que a reação ocorra. 

Mas também, por existir evidências mostrando que esses metais de transição estão 

presentes em sistemas biológicos em concentrações suficientes para promover a 

oxidação da LDL (Smith et al., 1992; Lamb et al., 1995; Swain e Gutteridge, 1995). 

Diversos trabalhos presentes na literatura mostram que a maioria dos efeitos 

biológicos é dependente de produtos resultantes da extensa modificação da LDL, 

entretanto há poucos resultados que mostram efeitos biológicos de uma LDL com 

um baixo grau de oxidação (LoxLDL), podendo desempenhar efeitos similares ou 

diferentes da HoxLDL, uma vez que possui diferentes produtos oxidados (Thorne et 

al., 1996; Kavanagh et al., 2003; Bae et al., 2009).  

A oxidação da LDL é um processo que se inicia na porção lipídica, e esta 

modificação pode causar uma modificação da partícula de ApoB-100 (Hevonoja et al., 

2000). Nos resultados obtidos com a cromatografia de exclusão molecular, 

mostramos que a LoxLDL apresenta pequenos sinais de modificação da ApoB-100, 

enquanto que a HoxLDL já mostra o aparecimento de produtos de baixo peso 

molecular. Além disto, as fotos obtidas por microscopia eletrônica mostram que é 

necessário um estagio de oxidação mais avançado para quebrar a integridade da 

partícula, gerando a formação de agregados e fusão de partículas de LDL. Levando 

essas informações em consideração, podemos assumir que a LoxLDL é um estágio 
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inicial no processo de oxidação, que pode evoluir para uma HoxLDL, com um elevado 

grau de oxidação. Aparentemente, estas características bioquímicas podem levar a 

diferentes efeitos biológicos, além disso, algumas formas de LDL modificada têm se 

mostrado mais pro-aterogênicas que outras (Han e Pak, 1999; Hevonoja et al., 2000).  

 Diversas propriedades biológicas tem sido descritas para a oxLDL. Embora a 

modificação oxidativa da partícula de LDL tenha sido associada a efeitos pró-

inflamatórios, há evidências de que a oxLDL é capaz de inibir a expressão gênica e 

proteínas inflamatórias induzidas por LPS em macrófagos (Mikita et al., 2001; Rios, 

2004). Além disso, compostos presentes na oxLDL, tais como  sphigosine 1-phosphate 

(S1P) e oxidized 1-palmitoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (oxPAPC) 

foram capazes de inibir a ativação de TLR2 e TLR4 respectivamente (Walton et al., 

2003; Duenas et al., 2008). A complexidades das ações induzidas pela oxLDL pode ser 

explicada pela sua capacidade de interação com diferentes receptores presentes em 

macrófagos, células endoteliais e células de músculo liso, os quais podem ser 

receptores scavenger A, CD36 (Yan e Hansson, 2007), Platelet activating Factor 

receptor (PAF) (Frostegard et al., 1997; Svensjo et al., 2003) e TLR4 (Miller et al., 2005; 

Bae et al., 2009). 

 Neste trabalho mostramos que a LoxLDL e HoxLDL também atuam na 

expressão de FcγRII. Estes receptores estão envolvidos no clearance de complexos 

imunes, citotoxicidade celular dependente de anticorpo, produção de anion 

superóxido e secreção de varias moléculas biologicamente ativas (Jancar e Sanchez 

Crespo, 2005). Poucos são os dados na literatura a respeito da participação de 

receptores Fcγ na aterosclerose, e até o momento não sabemos se sua participação é 

benéfica ou deletéria. Seria de se esperar que a captação de imunecomplexos de 

anticorpos ligados a oxLDL por monócitos/macrófagos reduziria a oxLDL circulante, 

contribuindo para prevenção da lesão aterosclerótica, como tem sido sugerido 

através de estudos em animais imunizados com oxLDL (Pfeiffer et al., 2001; Hansson e 

Nilsson, 2009).  Por outro lado, o engagement do FcγR em fagócitos infiltrados na 
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placa aterosclerótica porderia ativar estas células a produzirem citocinas e 

mediadores lipídicos que aumentariam o processo inflamatório vascular. 

Com a diferenciação de células THP-1 para macrófagos, encontramos que 

ocorre um aumento na expressão de FcγRII, estes resultados estão de acordo com 

dados encontrados na literatura, mostrando que macrófagos expressam uma maior 

quantidade destes receptores que monócitos (Blom et al., 2003), evidenciando a 

eficiência do protocolo utilizado para a diferenciação celular. Nossos resultados 

mostram que HoxLDL, mas não LoxLDL, é capaz de induzir um aumento na expressão 

de FcγRII em células THP-1 diferenciadas.  

Sabe-se que a diferenciação de células THP-1 para macrófagos induz um 

aumento da expressão de PPARγ (Marx et al., 1998). Este aumento também tem sido 

mostrado em células tratadas com oxLDL (Kavanagh et al., 2003). Baseados nestas 

informações, nós decidimos estudar a influência de PPARγ no aumento da expressão 

de FcγRII induzido por HoxLDL em células THP-1 diferenciadas. Nossos resultados 

mostram que o pré-tratamento das células com GW9662, um antagonista de PPARγ, 

reduziu a expressão de FcγRII, sugerindo que monócitos e macrófagos podem 

expressar diferentes receptores para oxLDL e que a captação e ativação dependente 

de receptores FcγII com consequente transformação em células espumosas pode 

ocorrer em uma fase tardia de formação da placa, possivelmente em um estágio 

onde estão presentes os macrófagos e a LDL com alto grau de oxidação. Resultados 

encontrados por um outro grupo de pesquisadores mostraram que agonistas de 

PPARγ aumentam a fagocitose mediada por receptores Fcγ em macrófagos alveolares 

(Aronoff et al., 2007). Neste estudo mostramos pela primeira vez que a oxLDL pode 

ativar PPARγ e aumentar a expressão de FcγRII em macrófagos. A expressão protéica 

e o polimorfismo genético de FcγRII têm sido associados a doenças autoimunes, tais 

como artrite reumatóide e lupus eritematoso sistêmico (van Sorge et al., 2003). Em 

nossos resultados não observamos se a HoxLDL aumenta a expressão do receptores 

FcγIIA ou FcγIIB, os quais são ativadores e inibidores do processo inflamatório, 

respectivamente (Nimmerjahn e Ravetch, 2008). Apesar desses receptores possuírem 
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funções biológicas opostas ao se ligarem a complexos imunes, foi demonstrado que 

o receptor FcγIIB também é capaz de desenvolver funções associadas ao 

desenvolvimento de doenças cardiovasculares quando se ligam a complexos 

formados de proteína C-reativa ligada à oxLDL (Mineo et al., 2005). Entretanto, até o 

momento pouco se sabe da participação deste receptor no contexto da doença 

aterosclerotica, a qual possui varias características de uma doença inflamatória e 

autoimune (Nilsson e Hansson, 2008).   

A captação de oxLDL por macrófagos é mediada por diferentes receptores, os 

quais incluem o receptor scavenger da classe A, CD36 e CD68 (Glass e Witztum, 

2001). A expressão de CD36 por monócitos/macrófagos está diretamente relacionada 

ao aumento da captação das partículas de oxLDL (Nozaki et al., 1995; Tontonoz et al., 

1998). Neste presente estudo, nós mostramos que tanto LoxLDL quanto HoxLDL são 

capazes de aumentar a expressão de CD36, de maneira independente do grau de 

oxidação. Nossos resultados confirmam dados encontrados por outros grupos de 

pesquisa (Kavanagh et al., 2003), mas além disso, mostramos que este aumento 

ocorre de maneira independente do estágio de diferenciação celular, uma vez que 

em nossos experimentos utilizamos THP não diferenciadas e diferenciadas para 

macrófagos. Estes resultados sugerem que a captação de oxLDL dependente de 

CD36, com consequente formação de células espumosas, pode começar nos estágios 

iniciais do processo aterosclerótico, antes da diferenciação de monócitos em 

macrófagos e da formação das estrias gordurosas e que a LDL com baixo grau de 

oxidação podem ser responsáveis por iniciar o processo.  

Vários estímulos, assim com sinalizações intracelulares têm sido descritos 

como responsáveis pelo aumento da expressão de CD36 em monócitos/macrófagos, 

inclusive a ativação de PPARγ (Collot-Teixeira et al., 2007). Nagy e colaboradores 

(1998), utilizando agonistas, mostraram que a expressão de CD36 em macrófagos 

pode ser mediada PPARγ (Nagy et al., 1998; Tontonoz et al., 1998). De fato, há 

evidências sugerindo que parte do efeito da oxLDL pode ser mediado pela ativação 

de PPARγ, uma vez que a oxidação da LDL pode levar a formação de 9- e 13-HODE 



DISCUSSÃO 
 

117

(do inglês hydroxy octadecadienoic acids), os quais são descritos como potentes 

ativadores de PPARγ (Takano e Komuro, 2009). Entretanto, nossos resultados 

mostram que o aumento da expressão de CD36 induzido por LoxLDL ou HoxLDL em 

células THP-1, não diferenciadas ou diferenciadas para macrófagos, não foi 

influenciado pelo pré-tratamento com GW9662, um antagonista de PPARγ. Este 

efeito, porém, não foi observado após o tratamento com rosiglitazona, um agonista 

de PPARγ, o qual foi capaz de induzir um aumento da expressão de CD36 e este 

efeito foi inibido por GW9662. Juntos, estes resultados encontrados claramente 

sugerem o aumento da expressão de CD36 induzido por oxLDL pode envolver 

mecanismos diferentes independentes da ativação de PPARγ. 

Novas funções associadas ao CD36 têm sido descritas e aquele conceito de 

que se tratava apenas um receptor scavenger capaz de interagir com cargas negativas 

tem sofrido mudanças consideráveis. Resultados recentes associam este receptor à 

resistência a infecções por bactérias e fungos, considerando-o um receptor 

reconhecedor de padrões (Hoebe et al., 2005; Stuart et al., 2005; Silverstein e 

Febbraio, 2009). Curiosamente, seu envolvimento também foi demonstrado em 

células sensoriais responsáveis pela sinalização induzida por feromônios em insetos 

(Benton et al., 2007) e pela preferência a alimentos com alto teor de gorduras por 

roedores (Gaillard et al., 2008a; Gaillard et al., 2008b). O receptor CD36 também é 

importante para a fagocitose de células apoptóticas devido a sua interação com os 

fosfolipídeos oxidados presentes na membrana destas células (Febbraio e Silverstein, 

2007). Dados obtidos anteriormente mostram que a fagocitose de células apoptóticas 

diminui na presença de PAF ou de oxLDL, mostrando assim a dessensibilização de um 

mesmo receptor. Esses resultados apontaram para a importância do receptor para 

PAF nestes mecanismos (de Oliveira et al., 2006). Ao lado destes dados, alguns 

grupos de pesquisa mostram que lipídeos oxidados presente na partícula da LDL 

modificada, são capazes de aumentar a expressão de CD36, entretanto até o 

momento não há dados a respeito dos receptores envolvidos nesta ativação (Nagy et 

al., 1998). Neste estudo mostramos que em células THP-1 diferenciadas com PMA e 
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tratadas com LoxLDL ou HoxLDL houve um aumento significativo na expressão de 

CD36 e, pela primeira vez, mostramos que este efeito é dependente de PAF-R.  

O PAF é reconhecido por um único receptor com sete domínios 

transmembrânicos acoplado a proteína G, o qual pode reagir com análogos 

produzidos durante o processo oxidativo da LDL ou grupamentos presentes em 

membranas celulares, tais como fosfatidilcolina ou fosfolipídeos (Marathe et al., 

1999). Foi demonstrado que análogos do PAF são gerados por oxidação em 

condições de stress oxidativo ou tabagismo são capazes de ativar leucócitos e 

plaquetas (Marathe et al., 2001). Além disso, resultados encontrados por nosso grupo 

de pesquisa e por outros laboratórios demonstraram que produtos PAF-like 

formados durante o processo oxidativo e presentes na oxLDL possuem ação no 

endotélio vascular e em macrófagos (Svensjo et al., 2003; Jurado, 2006; Vasques et al., 

2006).  

Diversos grupos de pesquisa têm demonstrado vários efeitos biológicos 

dependentes de fosfolipídeos oxidados presentes na oxLDL. Neste conjunto de 

compostos, pode-se citar espécies oxidadas de fosfaticilcolina (PC) com fosfolipídios 

contendo um grupamento acil na posição sn-2 (Podrez et al., 2002a; Podrez et al., 

2002b), como o 1-palmitoil-2-araquidonoil-PC (oxPAPC), 1-palmitoil-2-linoleoil-PC 

(oxPLPC) , 1-palmitoil-2-oxovaleroil-sn-glicero-3-PC (POVPC) os quais possuem tanto 

afinidade por CD36 (Nicholson e Hajjar, 2004) quanto pelo receptor de PAF (Travers 

et al., 1998; Subbanagounder et al., 1999).  Nossos resultados utilizando LoxLDL e 

HoxLDL mostram que os produtos PAF-like são formados logo no inicio do processo 

oxidativo da LDL e estão presentes até mesmo em partículas altamente oxidadas.   

Os resultados apresentados no presente estudo não são os primeiros a 

levantarem uma dúvida a respeito do aumento da expressão de CD36 mediado pela 

ativação de PPARγ. Resultados mostrados por outro grupo de pesquisa demonstram 

que a ativação de células deficientes de PPARγ, também aumenta a expressão de 

CD36 (Castrillo et al., 2001; Westendorf et al., 2005). Dessa forma, outro fator de 

transcrição, chamado Nrf2 [do inglês nuclear factor erythroid 2 (NF-E2)-related factor 
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2], tem sido descrito como responsável pela expressão de CD36 mediada pela oxLDL 

(Ishii et al., 2004) e, até mesmo por compostos descritos como agonistas de PPARγ, 

como a 15dPGJ2 (Gong et al., 2002; Zhang et al., 2004). Suspeita-se que a principal 

via de sinalização responsável pela a ativação de Nrf2 é a MAPK, PKC e PI3K (Zipper e 

Mulcahy, 2000; Huang et al., 2002; Nakaso et al., 2003) as quais podem ser ativadas 

através do receptor de PAF (Chen et al., 2005). Embora o estudo de Nrf2 não tenha 

sido um objetivo em nosso estudo, essa via de sinalização mostra um grande 

caminho a ser discutido em experimentos futuros que visem uma explicação para os 

resultados agora encontrados. 

Nos resultados encontrados na primeira e segunda parte deste estudo, 

mostramos que células THP-1 diferenciadas para macrófagos apresentam uma maior 

sensibilidade a ativação induzida tanto por LoxLDL quanto por HoxLDL, 

provavelmente pela diferença na expressão de receptores e no potencial inflamatório 

que pode ser atingido por estas células. Sendo assim, o nosso próximo passo neste 

estudo foi obter um perfil na produção de citocinas induzidas por LoxLDL ou por 

HoxLDL em células THP-1 diferenciadas. Os resultados obtidos mostram que a 

LoxLDL induz uma maior produção de IL-6 e IL-8, enquanto que a HoxLDL, de TNF-α, 

IL-10 e TGF-β. Esses resultados realmente nos deixaram surpresos, entretanto, eles 

provam a nossa idéia inicial de que diversos compostos são formados durante o 

processo oxidativo e, mais ainda, que estes novos compostos possuem efeitos 

biológicos diferentes.   Nossos resultados mostram que a LoxLDL possui um potencial 

inflamatório maior que a HoxLDL, pois, apesar desta última induzir também um 

aumento na produção de TNF-α, induz altas concentrações de IL-10 e TGF-β, 

diferente da LoxLDL.  

O estudo das capacidades inflamatórias dos macrófagos tem hoje se 

direcionado para uma discussão referente às subpopulações de macrófagos, 

definidas de acordo com suas características: M1, com características pró-

inflamatórias e M2 com características anti-inflamatórias e funções associadas a fusão 

celular, fibrose e cicatrização (Mosser e Edwards, 2008). Apesar da aterosclerose ser 
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considerada uma doença inflamatória, as duas populações de macrófagos têm sido 

observadas na placa aterosclerótica avançada (Bouhlel et al., 2007). Entretanto, não se 

sabe a respeito dessas sub-populações no estágio inicial da lesão. Em nossos 

resultados, mostramos que a HoxLDL induz uma maior produção de IL-10, TGF-β, 

além de induzir uma maior expressão de CD36, o qual também é outro marcador 

associado ao subpopulação M2 (Gordon, 2003). Dados publicados por Fadok et al 

(1998) mostraram que macrófagos que fagocitaram células apoptóticas estavam 

polarizados para perfil M2, já que apresentaram baixa produção de citocinas pró-

inflamatórias (IL-1β e IL-8) e alta produção de TGF-β e também de prostaglandina E2 

(PGE2) e fator ativador de plaquetas (PAF) (Fadok et al., 1998). Resultados publicados 

anteriormente pelo grupo da Profa Sonia Jancar mostraram que a fagocitose de 

células apoptóticas pode ser mediada por PAF-R (de Oliveira et al., 2006). Além disso, 

mostramos anteriormente que a LDL altamente oxidada é capaz de inibir a expressão 

de COX-2 e iNOS induzidas por LPS em macrófagos (Rios, 2004). Associando estas 

evidências aos resultados encontrados neste estudo podemos levantar uma hipótese 

de que a HoxLDL pode interagir com o receptor de PAF gerando um potencial anti-

inflamatório no macrófago. Outro mecanismo que pode está envolvido seria a 

ativação de PPARγ, cuja expressão tem sido observada em placas ateroscleróticas 

humanas (Ricote et al., 1998). De fato, diversas evidências atribuem a ativação de 

PPARγ à mecanismos anti-inflamatórios e, em nossos resultados mostramos que a 

HoxLDL é capaz de ativar esse receptor. Além disso, resultados de análise de 

expressão gênica, obtidos de microarray em macrófagos tratados com LDL com 

diferentes graus de oxidação mostraram que, ao contrário da LoxLDL, a HoxLDL 

aumenta a expressão de genes relacionados ao PPARγ, além de diversos outros 

genes que apresentaram diferenças entres essas duas formas de LDL (Cho et al., 

2007).  Já a LoxLDL pode interagir com outros receptores, tais como TLR4 sendo mais 

pró-inflamatória (Miller et al., 2003; Miller et al., 2005). Se considerarmos esta 

hipótese para a lesão aterosclerótica, podemos sugerir que a LoxLDL inicia o 

processo inflamatório característico da lesão aterosclerótica, com migração de células 
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para o espaço subendotelial. Essas células captam tanto LoxLDL quanto HoxLDL, 

transformando-se em células espumosas, as quais expressam uma maior quantidade 

de PPARγ (Ricote et al., 1998). Estas células espumosas são importantes para a 

manuntenção da placa, mas também podem produzir TGF-β, o qual contribui para o 

aumento da capa fibrosa (Ishisaki e Matsuno, 2006). Esta idéia não responde como 

estas células produzem metaloproteinases e outras substâncias inflamatórias 

características da lesão. Entretanto, abre um precedente a ser pesquisado no futuro. 

Provavelmente, a melhor maneira de pesquisá-la seria uma caracterização de todos 

os produtos formados durante o processo oxidativo e presentes na LoxLDL e HoxLDL. 

O que talvez não seja viável, uma vez que a LDL é uma partícula tão heterogênea, 

com alto peso molecular e que, ao ser modificada pode gerar uma infinidade de 

produtos que necessitaria de um grande aparato bioquímico e biológico para 

responder para desenvolver um projeto de tamanha grandeza. 

 Na intenção de responder uma parte da pergunta e seguindo a linha de 

raciocínio da ideia acima, delimitamos a próxima etapa deste trabalho em estudar 

fragmentos peptídicos da sequência de aminoácidos da ApoB-100, os quais podem 

ter alguma importância na ativação celular e no processo inflamatório característico 

na lesão aterosclerótica. Dessa forma, no quarto capítulo deste estudo, estudamos a 

ativação de monócitos por peptídeos derivados ApoB-100.  Esta parte do estudo foi 

baseada em evidências sugerindo que não apenas a parte lipídica, mas também a 

porção protéica da LDL modificada pode induzir uma ativação celular (Svensjo et al., 

2003). Nesta parte do estudo, identificamos um peptídeo na estrutura da ApoB-100 

chamado de p216, capaz de [1] induzir a resposta inflamatória em monócitos 

humanos, induzindo a produção de IL-8, MCP-1, RANTES e IL-6; [2] a ativação por 

esse peptídeo é especifica para fagócitos humanos, tais como neutrófilos e 

monócitos; [3]  p216 induz a mobilização de cálcio intracelular e ativa ERK1/2, JNK e 

p38 quinase; [4] a produção de IL-8 ocorre devido a ativação de p38 MAP quinase. A 

modificação da LDL ocorre inicialmente na porção lipídica, aumentando a 

concentração de aldeídos que podem se ligar à lisina na estrutura da ApoB-100 
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(Hevonoja et al., 2000). Entretanto, quando os peptídeos foram modificados com 

MDA, não detectamos a produção de IL-8 observada para o mesmo peptídeo não 

modificado. 

Os macrófagos podem contribuir para aterogênese principalmente após a sua 

interação com oxLDL na intima arterial,  produzindo citocinas  e mediadores 

inflamatórios (Wang et al., 1996; Yan e Hansson, 2007). A ativação dos macrófagos 

durante o processo aterosclerótico causa um aumento na expressão de CD36, 

captação de oxLDL, transformando-se em células espumosas (Endemann et al., 1993; 

Collot-Teixeira et al., 2007). Nos resultados mostrados neste trabalho, nós 

demonstramos que um peptídeo não modificado derivado da estrutura química da 

ApoB-100 pode ativar macrófagos e neutrófilos humanos, induzindo a produção de 

citocinas.  

Em seguida, nós estudamos a via de sinalização responsável pela produção de 

IL-8 dependente da ativação por p216. Os resultados mostram que a ativação de 

PBMCs com p216 induz um aumento fluxo de cálcio intracelular e que a secreção de 

IL-8 é dependente principalmente da ativação de p38, apesar de ocorrer também a 

fosforilação de ERK1/2 e JNK. A ativação de fagócitos induzindo a produção de 

quimiocinas no processo aterosclerótico tem sido demonstrada (Hansson et al., 

2006), entretanto até o momento este fenômeno tem sido atribuído apenas à 

ativação de células pela LDL minimamente modificada ou por fosfolipídios oxidados 

provenientes da oxidação da partícula de LDL, os quais há evidências de que sua ação 

é decorrente da ativação de TLR4 (Honda et al., 1999; Chatterjee et al., 2004; Miller et 

al., 2005). Em nosso estudo mostramos que peptídeos não modificados da ApoB-100 

também são capazes de ativar vias pró-inflamatórias. Mostramos ainda que há uma 

certa especificidade na ativação induzida por p216, pois este fenômeno foi observado 

apenas em fagócitos humanos, tais como monócitos e neutrófilos. O tratamento de 

células endoteliais com p216 não mostrou efeito. Até o momento não se conhece um 

homólogo para IL-8 em camundongos, entretanto, nestes animais a regulação da 

produção de IL-6 é similar à produção da IL-8 humana (Vanden Berghe et al., 1999; 
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Hoffmann et al., 2002), porém a ativação de macrófagos murinos não mostrou efeito 

na produção de IL-6. 

Apesar da ativação de p216 também induzir a produção de IL-6, MCP-1, 

RANTES em PBMCs, a IL-8 é encontrada em concentrações mais elevadas. Ainda não 

sabemos os mecanismos específicos que envolvem a produção de concentrações 

elevadas de IL-8, assim como não sabemos o porquê deste peptídeo não induz a 

secreção de grande parte das citocinas inflamatórias. Uma possibilidade seria a 

especificidade de p216 ativar preferencialmente os fatores de transcrição para a 

síntese de IL-8 em monócitos e neutrófilos. O gene para IL-8 contém elementos 

regulatórios para NF-κB, AP-1 e NF-IL-6 (Mukaida et al., 1994). Estes fatores de 

transcrição podem ser ativados através de quinases de proteínas específicas. Nossos 

resultados mostram que a fosforilação de p38 se faz necessária para a produção de 

IL-8 induzida por p216, apesar de ocorrer também a fosforilação de ERK1/2 e de JNK. 

Estes resultados podem ser explicados pela regulação específica na expressão gênica 

de IL-8 pela p38 quinase (Hoffmann et al., 2002). Além disso, foi demonstrado por 

outro grupo de pesquisa que a ativação de p38 estabiliza o mRNA para IL-8, 

contribuindo para expressão gênica de IL-8 e que a inibição de p38 quinase diminui a 

adesão de monócitos a células endoteliais induzida por IL-8 (Holtmann et al., 1999). 

No presente trabalho, os resultados obtidos por western blot mostraram que ERK1/2 

e JNK MAP quinases também são ativadas.  Embora o uso de inibidores de ERK1/2 e 

JNK não interfira com a produção de IL-8 de maneira significativa, a ativação destas 

quinases pode ser necessária para a sua produção, uma vez que a ativação de 

ERK1/2, JNK e NF-κB podem induzir a transcrição de mRNA o qual pode ser 

rapidamente estabilizado pela via da p38 quinase (Winzen et al., 1999).  

A resposta imunológica gerada contra peptídeos, nativos ou modificados, 

derivados da sequência da ApoB-100  já vem sendo estudada (Fredrikson et al., 

2003a; Fredrikson et al., 2005). Foi demonstrada a presença de anticorpos contra 

estes peptídeos em seres humanos e animais de experimentação, resultando em uma 

resposta imune protetora contra o processo aterosclerótico em camundongos 
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knockout de ApoE (Fredrikson et al., 2003b). A ativação de células participantes do 

processo aterogênico por peptídeos endógenos foi demonstrada por Edfeldt e 

colaboradores (Edfeldt et al., 2006), o qual demonstrou que LL-37, um peptídeo 

endógeno antimicrobiano produzido em infecções, foi encontrado em placas 

ateroscleróticas, podendo ativar células endoteliais e macrófagos contribuindo para a 

inflamação na lesão.  Nossos resultados mostram que um peptídeo derivado da 

ApoB-100 pode iniciar um processo inflamatório em um local livre de infecções, 

contribuindo assim para a aterogênese.  

Com os resultados apresentados neste trabalho, não podemos afirmar em que 

situação este peptídeo será exposto, sendo capaz de iniciar o processo inflamatório, 

recrutando células para a íntima arterial. O peptídeo p216 encontra-se em uma 

região rica em prolina chamada prd2 (Segrest et al., 2001). Esta região possui uma 

ponte dissulfeto entre os aminoácidos 3.167 e 3.297 formando o único loop presente 

em toda a sequência da ApoB-100, que segundo revisado por Segrest et al (2001), 

trata-se de uma resgião exposta na superfície da partícula e que não possui interação 

com lipídeo. Esta ponte dissulfeto não está presente em todas as espécies. Além 

disso, uma pesquisa na base de dados BLAST mostrou que homólogos de p216 são 

encontrados principalmente em primatas. Já em camundongos não foi encontrado 

um peptídeo com boa homologia ao p216. Estes dados estão de acordo com os 

resultados experimentais encontrados, onde não observamos ativação de macrófagos 

de camundongos por p216.  

A fragmentação da ApoB-100 é um fenômeno presente na lesão 

aterosclerótica . Há evidências na literatura que mostram que a LDL obtida da íntima 

arterial de placas ateroscleróticas apresenta diferentes graus de fragmentação 

(Torzewski et al., 1998). Alguns fenômenos podem estar envolvidos nesse processo: o 

primeiro seria a oxidação (Steinberg, 1997; Oorni et al., 2000; Ketelhuth et al., 2008). 

Em nossos resultados, mostramos por microscopia que a extensiva oxidação leva a 

perda da integridade estrutural, resultando em agregação e possível fusão da 

partícula, levando também a quebra da ApoB-100 resultando no aparecimento de 
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produtos de baixo peso molecular; Um outro possível mecanismo responsável pela 

liberação de fragmentos proteicos seria por proteólise. Após a ação de enzimas 

proteolíticas sobre a LDL, ocorre não só a fusão de partículas, mas também foi 

demonstrado que há algumas perdas de fragmentos proteicos (Piha et al., 1995; 

Hevonoja et al., 2000). O p216 está presente na subunidade beta da ApoB-100, 

localizado na superfície da partícula de LDL, o qual facilmente poderia ser exposto ou 

até mesmo liberado após a ação de enzimas ou um processo de oxidação da LDL 

(Hevonoja et al., 2000; Segrest et al., 2001). Ao analisarmos a sequência do p216 no 

programa CLC main workbench, o qual pode identificar locais de clivagens 

enzimáticas na estrutura de proteínas, observamos que a tripsina pode gerar um 

fragmento que contém a sequência completa do p216. Mostrando assim, uma 

situação em que p216 possa ser exposto na placa aterosclerótica.  

 De uma maneira geral, os resultados obtidos neste estudo evidenciam a 

complexidade dos efeitos causados por diferentes formas de LDL oxidada em 

monócitos/macrófagos  e levanta a discussão da dificuldade em encontrar estratégias 

eficazes para o tratamento da aterosclerose. O aumento da expressão de FcγRII 

induzido por HoxLDL era de se esperar que tivesse um efeito benéfico na doença 

aterosclerótica, uma vez que este receptor poderia participar da remoção de 

complexos imunes formados por anticorpos e oxLDL. Entretanto, a expressão destes 

receptores está associada a doenças inflamatórias e até mesmo a aterosclerose, 

sugerindo a necessidade de mais estudos que comprovem sua relevância (Konishi et 

al., 2002; Hernandez-Vargas et al., 2006). Neste caso, o tratamento com antagonistas 

de PPARγ poderiam impedir os efeitos da HoxLDL. Já o tratamento com agonistas de 

PPARγ, tais como rosiglitazona, também não seria uma boa escolha, uma vez que 

estas drogas aumentam a expressão de CD36, promovendo a formação de células 

espumosas (Nagy et al., 1998; Tontonoz et al., 1998). Por outro lado, nossos 

resultados associados a dados presentes na literatura mostram uma função 

importante desempenhada pelo PAF-R ativado pela oxLDL no processo de formação 

da placa aterosclerótica. Os compostos PAF-like contribuem para a migração de 
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monócitos para o espaço subendotelial (Lehr et al., 1993; Leitinger et al., 1997). Neste 

espaço a oxLDL pode interagir com PAF-R induzindo um aumento da expressão de 

CD36 em monócitos. Estas células captam oxLDL através de CD36, diferenciam-se em 

macrófagos e transformam-se em células espumosas, contribuindo para a progressão 

da lesão (Collot-Teixeira et al., 2007). Desta forma o uso de antagonistas do receptor 

de PAF pode ser um tratamento a ser considerado para estabilizar a progressão da 

aterosclerose, uma vez que impediria a migração de monócitos e o aumento de 

CD36, impedindo assim o aparecimento da célula espumosa.  

Além disso, os resultados apresentados neste trabalho mostram pela primeira 

vez a presença de um peptídeo na sequência da ApoB-100 capaz de induzir a 

fosforilação da via das MAP quinases, levando à produção de quimiocinas em 

fagócitos humanos.  É digno de nota que a ativação celular, a qual está presente em 

todas as fases do processo aterogênico, pode ser induzida, não apenas por 

fosfolipídios oxidados, mas também por peptídeos derivados da ApoB-100. Neste 

sentido, a identificação de um único peptídeo responsável pela ativação de 

monócitos, o p216, torna-se relevante. Assim, a busca de fármacos que impeçam a 

interação e/ou efeito deste peptídeo em macrófagos poderia significar uma 

alternativa para o tratamento da aterosclerose. 

De uma forma geral, nosso trabalho contribui para o avanço no conhecimento 

dos mecanismos inflamatórios envolvidos no processo aterosclerótico, nos 

permitindo propor a hipótese esquematizada na figura 1. Além disso, abre novos 

caminhos para estudos posteriores com vistas ao desenvolvimento de novas 

estratégias terapêuticas para a aterosclerose.    
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Figura 1. A LDL circulante entra no espaço subendotelial, iniciando o processo de oxidação, 
transformando-se em oxLDL. A oxLDL interage com PPARγ e com receptores para o 
PAF, aumentando a expressão de receptores Fcγ e de CD36. O aumento na expressão 
de CD36 contribuirá para a uma maior captação de oxLDL pelos macrófagos, 
contribuindo para a formação da célula espumosa. Os fragmentos protéicos da oxLDL 
também podem ativar os macrófagos, induzindo um aumento no fluxo de cálcio, 
fosforilação da via das MAP quinases e secreção de IL-8, a qual contribuirá para um 
aumento na migração de células inflamatórias para o local da lesão. Esta migração 
célular contribuirá para um aumento no numero de células espumosas, as quais podem 
secretar mediadores inflamatórios e proteases. Estas células contribuirão para o 
ambiente inflamatório, participando de todo o processo de desenvolvimento e 
estabelecimento da lesão aterosclerótica. 
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7 CONCLUSÕES 

 

Neste trabalho, estudamos os efeitos de duas formas oxidadas da LDL, uma 

com baixo grau de oxidação (LoxLDL) e uma com alto grau de oxidação (HoxLDL) em 

monócitos e macrófagos humanos. Além disso, estudamos a ativação de monócitos 

humanos por peptídeos derivados da apolipoproteína B-100.  

A partir dos resultados obtidos, podemos concluir que: 

1) Dependendo do grau de oxidação, a oxLDL exerce efeitos diferentes em 

monócitos e macrófagos.  Em monócitos, tanto LoxLDL quanto HoxLDL 

podem induzir a expressão de CD36. Entretanto, apenas em macrófagos a 

HoxLDL pode ativar PPARγ aumentando a expressão de FcγRII;  

2) Parte da expressão do receptor CD36 induzida por LoxLDL ou HoxLDL em 

macrófagos é dependente do receptor de PAF; 

3) A ativação de macrófagos com LoxLDL e HoxLDL induz um perfil diferente 

na produção de citocinas. LoxLDL estimula macrófagos a produzirem altas 

concentrações de IL-6 e IL-8, enquanto que a HoxLDL induz a produção de 

TNF-α, IL-10 e TGF-β; 

4) A ativação de monócitos humanos pode ser induzida por um peptídeo 

derivado da apolipoproteína B-100. Identificamos um peptídeo capaz de 

induzir esta ativação, o p216, o qual induz um aumento do fluxo 

intracelular de cálcio. Estimula monócitos a produzirem IL-8, IL-6, MCP-1 e 

RANTES. A produção de IL-8 é dependente de p38 quinase, apesar de p216 

também ativar ERK1/2 e JNK. 
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