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1 LISTA DE ABREVIATURAS

Células NK: célula natural killer

CLA-1: CD36 and LIMPII analogous-1 receptor
COX-2: ciclooxigenase-2

DDT: dithiothreitol

DMSO: dimetil sulfoxido

EDTA: &cido etileno diamino tetraacético

ELISA: Enzyme — Linked Immunosorbent Assay
e-NOS: éxido nitrico sintase endotelial

ERK: proteina regulada por sinais extracelulares
ERO: espécies reativas de oxigénio

fMLP: formil-metionil-leucil-phenilalanina
FPRL-1: receptor de baixa atividade ao fMLP like 1
G-CSF: fator estimulador de colénia de granulécitos
GM-CSF: fator estimulador de colénia de macroéfagos e granulécitos
H4B: tetrahidrobiopterina

HDL: lipoproteina de alta densidade

HIF: fator induzido pela hipoxia

HRP: peroxidase de raiz forte

IFN-a.: interferon-alfa

IFN-B: interferon-beta

IFN-y; interferon-gama

IL-1: interleucina-1

IL-10: interleucina-10

IL-12: interleucina-12

IL-1ra: receptor antagonista para interleucina 1
IL-1B: interleucina-1beta

IL-23: interleucina-23

IL-4: interleucina-4

IL-6: interleucina-6

IL-8: interleucina-8

iINOS: 6xido nitrico sintase indutivel

IRF: fator regulatério de interferon
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JNK: c-jun N-terminal quinase

LCAT: lecetina colesterol acil transferase
LDL: lipoproteina de baixa densidade
Linfécitos Th1: linfécitos T helper 1

LPS: lipopolissacarideo

MAPK. Proteinas quinases ativadas por mitégenos
M-CSF: fator estimulador de coldnia de macréfagos
MyD@88: fator de diferenciagdo miel6ide 88
NF«B: fator nuclearx B

n-NOS: 6xido nitrico sintase neuronal

NO: éxido nitrico

NOS: éxido nitrico sintases

PGEZ2: prostaglandina E2

PK: proteinase K

PKC: proteina quinase C

PMA: acetato de forbol miristato

Poly B: Polimixina B

RNOS: espécies reativas de nitrogénio
RPA: Ensaio Protegido pela Ribonuclease
SAA: amil6ide sérica A

TLR: receptor Toll-like

TLR4: receptor Toll-like -4

TNF-a: fator de necrose tumoral-alfa

VEGF: fator de crescimento vascular endotelial
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2 RESUMO

Nos ultimos anos, nosso grupo de pesquisa vem descrevendo varios efeitos
da SAA em células do sistema imune no que diz respeito a expressao e liberacao
de citocinas pro-inflamatérias. Neste estudo centramos nossa atencdo na
verificagdo dos efeitos da SAA sobre células mononucleares. Para isto, usamos
trés modelos experimentais. Em murinos, descrevemos a habilidade da SAA
induzir a producao de NO por macrofagos peritoneais e, com uso de animais
knockout para TLR4, sugerimos que SAA seja um ligante endégeno do TLR4. Em
células mononucleares de sangue periférico humano, a SAA induz a expressao e
liberacao de CCL20, uma quimiocina importante na transicdo da resposta imune
inata para adaptativa, bem como a expressao dos fatores M-CSF e VEGF. Em
células THP-1, mostramos a cinética de fosforilacao de proteinas tirosina quinases
promovida pela SAA e comparamos com LPS, um estimulo pré-inflamatério
classico. Ainda em células THP-1 mostramos que a SAA induz a fosforilacdo de
duas proteinas importantes no processo inflamatério por induzirem a ativagdo de
NF«xB; a p38 e a ERK1/2. Com este estudo contribuimos com o conhecimento a
respeito do papel regulatério da SAA em células mononucleares. A acao da SAA
sobre estas células torna-se importante, pois estas sédo cruciais na resposta imune
inata e também atuam como células acessorias na resposta imune adaptativa.
Desta forma, evidencia-se que, no processo de fase aguda, a expressdo e a
sintese de SAA resultam na modulagédo de etapas que controlam este processo e

sua progressao.

Palavras-chaves: Amildide sérica A (SAA). Células mononucleares. Inflamagao.
Quimiocinas. Oxido nitrico (NO).
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Serum amyloid A: biological effects on mononuclear cells

3 ABSTRACT

In the past few years, our research group has described various effects of
serum amyloid A (SAA) on cells of the immune system regarding the expression
and release of pro-inflammatory cytokines. In this study we have focused on the
effects of SAA on mononuclear cells. In order to do this, we have used three
experimental models. In the murine experimental model, we described SAA’s
ability to induce the production of NO through peritoneal macrophages and, by
using knockout animals for TLR4, we suggested that SAA is an endogenous
agonist of TLR4. In mononuclear cells of peripheral human blood, SAA induced the
expression and release of CCL20, an important chemokine in the transition from
the innate to the adaptive immune response, as well as the expression of M-CSF
and VEGF-factors. In THP-1 cells, we showed the phosporylation kinetics of
tyrosine protein kinases induced by SAA, and we compared it to LPS, a classic
pro-inflammatory stimulus. We also demonstrated, in THP-1 cells, that SAA
induced the phosphorylation of two proteins, namely p38 and ERK1/2, that are
crucial in the inflammatory process because they induce the activation of
transcription factors. With this study, we contributed to the knowledge of the
regulatory role of SAA in mononuclear cells. Activity of SAA on these cells is highly
important, for they are crucial in the innate immune response and act as accessory
cells in the adaptive immune response. Hence it is evident that, in the acute phase
process, the expression and synthesis of SAA result in the modulation of the
phases that control this process and its progression.

Key words: Serum Amyloid A (SAA). Mononuclear cells. Inflammation.
Chemokynes. Nitric oxide (NO).
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4 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

A resposta inflamatéria aguda se caracteriza por uma série de eventos
locais e sistémicos. Dentre os eventos locais incluem-se o acumulo e ativacao de
células do sistema imune como leucdcitos polimorfonucleares e mononucleares. A
presenca dessas células € importante para os eventos inicias, bem como para a
progressao e resolugdo do processo inflamatério. Em relacdo aos eventos
sistémicos, destaca-se 0 aumento da sintese das proteinas de fase aguda pelo
figado. Durante a resposta inflamatéria, o0 aumento da concentracdo plasmatica
destas proteinas varia de 1.5 até 1000 vezes como € o caso da proteina C reativa
e da amil6ide sérica A (SAA).

A SAA é uma proteina altamente conservada entre as espécies, porém a
sua funcdo nao é totalmente conhecida. Além disso, 0 que chama a atengdo em
relacdo a SAA é que as tentativas feitas até o momento para o desenvolvimento
de animais knockout nao foram bem sucedidas.

Inicialmente, imaginava-se que o principal papel da SAA durante a
inflamacéo seria a sua influéncia sobre o metabolismo de colesterol. Entretanto,
devido a coincidéncia temporal entre 0 aumento da concentracao plasmatica da
SAA e a migragao de células para o foco inflamatério, nosso grupo de pesquisa
tem trabalhado com a hip6tese de que um dos principais alvos para os efeitos
biolégicos da SAA seriam células do sistema imune. Assim, 0 nosso grupo de
pesquisa descreveu algumas atividades imunomodulatérias da SAA como o
aumento da expressao e liberacao de citocinas proé-inflamatérias e do “pool” de
espécies reativas de oxigénio (ERO) geradas por neutréfilos e células
mononucleares (1, 2, 3, 4). Em adi¢do, nosso grupo propde que a agdo da SAA
sobre os neutrofilos seja um fator importante na progressao de doengas cronicas,
por exemplo, diabetes (5). Através de estudos clinicos, nosso grupo mostrou que a
SAA pode ser um excelente marcador diagnostico para exsudatos (6) e processos
inflamatérios em neonatos (7).

No sentido de ampliarmos o quadro de efeitos biolégicos da SAA sobre

células do sistema imune, neste estudo tivemos como objetivo reconhecer novas
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atividades da SAA sobre células mononucleares, através da producao de NO, da
expressdo e da liberagdo da quimiocina, CCL20, da expressao de fator
estimulador de colénia (M-CSF) e da expressdo do fator de crescimento
(VEGF).Além disso, observar se a producao de NO induzida pela SAA depende da
ativagao do receptor TLR4. Como nao se conhece muito sobre vias de sinalizagao
intracelular ativadas pela SAA temos também como objetivo reconhecer o perfil de
fosforilacdo de proteinas tirosina quinases promovido pela SAA e comparar os
padroes temporais de resposta desencadeados pela SAA com o
lipopolissacarideo (LPS), um estimulo inflamatério ex6geno classico. O
reconhecimento de novas atividades da SAA é importante para o conhecimento do
papel desta proteina na resposta de fase aguda, assim como na progressao do
processo inflamatério que acompanha a maioria das doengas cronicas.

18



Revisdo da Literatura



5 REVISAO DA LITERATURA

5.1- Amiloide Sérica A

As SAA sao apolipoproteinas de 12 kDa encontradas na circulagcdo em
concentracoes basais que variam de 1-10ug/mL. Durante processos inflamatérios
seus valores aumentam cerca de 1000 vezes, podendo chegar a 1Tmg/mL (8). Ha
fortes indicios que a SAA desempenha uma importante fungao bioldgica, uma vez
que € uma proteina altamente conservada, esta presente em varias espécies de
vertebrados e ndo ha descri¢do de individuos deficientes nesta proteina (9).

Em humanos, os genes homologos SAAT e SAA2 codificam as proteinas
SAA1 e SAA2, as quais estdo aumentadas durante a resposta de fase aguda.
Enquanto que o gene SAA4 codifica a proteina SAA4, a qual é expressa de forma
constitutiva. O SAA3 denominado de pseudogene nao codifica RNA mensageiro
ou proteina (9). Apesar da SAA ter sido seqlienciada em varias espécies, ndao ha
um numero consideravel de estudos referentes a sua estrutura. Sabe-se que a
SAA apresenta uma regiao a-hélice na regiao amino terminal o que permite sua
ligacao com a HDL (8). Além da associagao da SAA com a HDL ser uma forma de
transporte da SAA, acredita-se que essa ligacdo seja importante para manter a
SAA inativa durante o seu transporte pelo compartimento circulatério. Sabe-se que
a SAA nao associada a HDL atua como um potente estimulo para células
inflamatorias, enquanto que o mesmo nao acontece quando a proteina esta
associada a HDL (10). Desta forma, a HDL parece ser um transportador seguro da
SAA para sitios especificos, por exemplo, o foco inflamatdrio.

A associagdo da SAA com a HDL leva o deslocamento da apolipoproteina
Al e durante a resposta de fase aguda, a SAA, por estar elevada, passa a ser a
apolipoproteina predominante da HDL, compondo 87% da fragédo protéica. Dentre
as lipoproteinas, a HDL € aceptora preferencial da SAA, porém a SAA também
pode ligar-se a outras lipoproteinas em menor grau de afinidade (11, 12).

A SAA ¢ sintetizada principalmente pelo figado na presenga dos estimulos

inflamatérios como TNF-a, IL-1 e IL-6 (9). Os fatores de transcricao envolvidos na
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transcricao génica da SAA sdao NFxB e C/EBP (13). Além disso, a inducédo da
sintese da SAA pode ocorrer devido ao efeito sinérgico entre IL-1 e IL-6, os quais
promovem a formacao do complexo entre a STAT3 com a subunidade p65 do
NF«xB (14). Além do tecido hepatico, a SAA pode também ser produzida por sitios
extra-hepaticos como mondcitos, adipdcitos, microglia de pacientes com doenca
de Alzheimer, lesdes ateroscleréticas entre outros (15 - 18).

Inicialmente, acreditava-se que os efeitos bioldgicos da SAA se restringiam a
modulagcdo do metabolismo de lipides durante a inflamacdo. Nesta linha foi
descrito que a SAA regula o papel da HDL no transporte reverso do colesterol pela
modulagdo da LCAT (19), modula o efluxo de colesterol (20, 21) entre outros
efeitos.

Nos ultimos anos tem-se observado um avango na descricdo dos efeitos
biolégicos da SAA sobre diversos tipos celulares, principalmente sobre células do
sistema imune. Como por exemplo, sua atividade quimiotdtica para mondcitos,
leucécitos polimorfonucleares, mastocitos e linfocitos T, em concentragbes que
sd@o encontradas durante a resposta de fase aguda, e o aumento influxo de calcio
intracelular. Estas atividades se devem a associagdo da SAA a receptores
acoplados a proteina G (22 - 25).

O nosso grupo de pesquisa também tem contribuido com a descricdo dos
efeitos da SAA sobre células do sistema imune. Neutréfilos e mondcitos
estimulados com SAA aumentam a expressdo de RNA mensageiro e liberacao de
citocinas importantes para os eventos iniciais da resposta inflamatéria, como TNF-
o, IL-1B, IL-1ra e IL-8 (1, 2, 3). A liberacdao de TNF-a promovida pela SAA, em
neutrofilos, requer a participacdo de sinalizadores intracelulares como p38,
ERK1/2, PI3K e da ativacdo de fator de transcricdo, NFxB (3). Em neutrdfilos,
nosso grupo descreveu a atividade de priming da SAA na produgéao de ERO frente
a particulas opsonizadas (4), e recentemente, foi mostrado que esta atividade da
SAA induzir a producéo de ERO ¢ independente do receptor FPRL-1 (26).

Ainda, sobre suas atividades imunomodulatérias descreveu-se que a SAA
induz: (i) a expressao e a liberacdo das citocinas IL-10, IL-12 e IL-23 (27, 28), (ii) a

expressao da integrina (CD18/CD11b) (22), (iii) a liberacdo de metaloproteinase-9
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(MMP-9) (29), (iv) a expressao de COX-2 e a PGE2 (30), (v) a inibicdo da
apoptose de neutréfilos (31) e (vi) a liberagédo de tissue factor (32). Além disso,
da mesma forma que a proteina C reativa, a SAA apresenta atividade de
opsonina (33).

Acredita-se que a acdo da SAA nao esteja restrita somente a processos
inflamatérios agudos, mas também a processos inflamatérios crénicos onde seus
niveis plasmaticos estdo permanentemente aumentados, porém inferiores aqueles
encontrados durante uma resposta aguda. Sabe-se que ha um aumento da
expressdo da SAA na aterosclerose e na artrite (34, 35). Nessa linha, o nosso
grupo descreveu recentemente, que na presenca da SAA, neutréfilos e mondcitos
de pacientes diabéticos aumentam a liberacdo de citocinas e migracao quando
comparados as células de individuos higidos. Este aumento das atividades dos
leucocitos e a acumulagao destas células podem estar associados a complicagdes
vasculares encontradas nestes pacientes (5). Além disso, adipdcitos tem a
habilidade de secretar mediadores pro-inflamatdérios, incluindo a SAA (36). Como a
obesidade € considerada um processo inflamatério crénico e acredita-se que a
SAA possa ter um papel importante na inflamacao local e sistémica e na producao
de acidos graxos livres (37).

Além da busca pelo reconhecimento sobre os efeitos bioldgicos da SAA,
tem-se investigado os receptores utilizados por esta proteina. Até momento foram
descritos quatro receptores: (i) FPRL-1, um receptor transmembrana, associado a
proteina G que apresenta baixa afinidade por fMLP e alta afinidade para lipoxina
A4, e através desse receptor a SAA atua como quimiotatica para células
fagociticas (23) e induz a producdo de citocinas (38, 39) (ii) Tanis, um receptor
expresso pelo figado e regulado por concentracbes de glicose, o qual a SAA é o
ligante exclusivo (40), (iii) CLA-1, receptor scavenger de HDL expresso por
mondcitos, e através do qual a SAA promove liberacdo de IL-8 (41) e (iv) RAGE,
receptor multiligante encontrado em células mononucleares, a sua ativagao pela
SAA esta envolvida na inducao da liberacao de tissue factor (32) e na ativacao de
NF«B em sinoviocitos (42).

Além dos avancos na compreensao dos efeitos bioldégicos da SAA, através
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de estudos clinicos, foi descrito que a SAA pode ser importante marcador para
distincao de exudatos (6), inflamagcéo em neonatos (7) e no prognéstico de doenca
coronariana (43).

5.2- Células Mononucleares e ativacao por LPS

No sangue periférico de humanos as células mononucleares compreendem
cerca de 70% de linfocitos e 30% de mondcitos. Os mondcitos circulam no sangue
periférico em torno de 18 a 72 horas, ap06s este periodo os monécitos migram para
diferentes tecidos e se diferenciam em macréfagos teciduais (44). Dentre os
fatores responsaveis pela sua diferenciagdo se destacam o fator estimulador de
colénia de macréfagos (M-CSF) e o fator estimulador de colénia de granulécitos-
macroéfagos (GM-CSF) (45). Os macréfagos teciduais apresentam denominagdes
de acordo com o local onde sdo encontrados, por exemplo, célula de Kupfer

(figado), macréfago alveolar (pulméo) e microglia (sistema nervoso central) (44).

As integrinas controlam a passagem dos monécitos do sangue através do
endotélio, do intersticio e do epitélio (44). Uma vez no tecido estas células
diminuem a proliferacao, porém € mantida ativa a sintese de RNA mensageiro e
de proteinas (46). Embora os macréfagos possam morrer in situ, estes também
podem migrar para os linfonodos para serem drenados. Existe a possibilidade
dessas células voltarem para a corrente circulatéria, e macréfagos derivados de
mondcitos podem se diferenciar em células dendriticas dependendo do estimulo
encontrado no local, como a fagocitose e a presenca de leucotrienos (47).

Os macroéfagos tém um importante papel na defesa do hospedeiro. Estas
células juntamente com os neutréfilos formam a primeira linha de defesa, assim se
caracterizam como um importante componente da resposta imune inata. Além
disso, os macrofagos atuam como moléculas acessérias na resposta imune
adaptativa (44).

A ativacdo dos macrofagos € classificada em classica e alternativa. A
ativacéo classica dos macréfagos depende de produtos provenientes da ativagao
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de células T helper 1 (Th1) e de natural killer (NK). Entre os produtos secretados
por estas células, estd o IFN-y (44) e as citocinas IL-12 e IL-18. Por outro lado, a
ativagéo alternativa dos macréfagos envolve a presencga das citocinas IL-4 e IL-13,
que sao produtos de células T helper 2 (Th2) ativadas em reposta alérgica, celular
e humoral frente a parasitas e patégenos extracelulares (48).

Um exemplo de ativacdo classica de macrofagos € o que ocorre com 0o
LPS. O LPS é um complexo glicolipidico que faz parte da parede de bactérias
gram-negativas. E composto de uma regido hidrofilica e de uma regido
hidrofébica, conhecida como lipide A (49).

O processo de ativacdo celular induzido pelo LPS se deve ao
reconhecimento desta molécula pelo receptor de membrana TLR4. Para que o
LPS ative este receptor é necessario que ocorra a interacdo do LPS com a
proteina ligadora de LPS (LPB), seguida da interacao do complexo LBP-LPS com
o CD14, que pode estar ancorado a membrana ou soluvel, desta forma, formando
um composto ternario que entdo sera reconhecido pelo TLR4. Por fim, ocorre a
transducao de sinal para o meio intracelular com o auxilio da proteina MD2, uma
proteina especifica para TLR4, seguida pela ativacdo de uma via dependente de
MyD88 ou independente de MyD88 (50).

Mondcitos/macréfagos ativados por LPS expressam e produzem varios
mediadores inflamatoérios, como prostandides, leucotrienos, espécies reativas de
oxigénio, NO, IL-1, IL-6, TNF-o. e IFN-o/B. Esta ativacdo é seguida de uma
resposta antiinflamatoéria pela indugdo da citocina antiinflamatéria 1L-10. Além
disso, os macréfagos durante a ativacdo expressam moléculas de superficie
celular do complexo de histocompatilidade principal da classe Il (MHC II),
moléculas co-estimulatérias como o B7.1, receptores scanveger e receptores de
manose. Este conjunto de efeitos desencadeados pelo LPS promove agcées como
fagocitose, endocitose e apresentacdao de antigenos, que contribuem para a
disseminacédo de patdgenos invasores (51). Entretanto, a producédo excessiva e
descontrolada destes efeitos pode levar a sérias complicagdes sistémicas como a

disfungdo microvascular, o dano tecidual e o choque séptico (52).
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5.3- Receptores Toll-Like

A descricdo dos receptores Toll-like surgiu a partir da descoberta do
receptor Toll feita em Drosophila, considerado um fator crucial para producao de
peptideos antimicrobianos e também para o desenvolvimento do inseto (53, 54). A
partir desse achado, descobriu-se uma familia de receptores homologos em
humanos, os quais foram denominados de receptores Toll-like. Estes receptores
estariam envolvidos na ativacdo do NFkB e na expressdo de genes controlados
por este fator de transcricao (55). Até o momento foram descobertos em humanos
13 receptores Toll-like (56), que s&o expressos por uma grande variedade de tipos
celulares, como os macréfagos e as células dendriticas (57).

A estrutura basica dos receptores Toll-like consiste em um dominio
transmembrana, uma regido extracelular constituidas por seqiéncias repetidas de
leucina, que permitem o reconhecimento de seus ligantes, e uma regido
intracelular, que apresenta homologia com o receptor de interleucina-1 (55).

A sinalizagdo desencadeada pela ativacado de receptores Toll-like depende
do recrutamento de proteinas sinalizadoras, que s&o responsaveis pela
transducdo de sinal intracelular até a ativacdo de fatores de transcricdo, como
NFkB e membros da familia de fatores regulatérios de interferon (IRF). As
proteinas sinalizadoras envolvidas na ativagdo dos receptores Toll-like s&o:
MyD88, MAL conhecida como TIRAP, TRIF, TRAM e SARM (58). O recrutamento
dessas proteinas sinalizadoras pelos receptores é complexo e depende da
natureza do estimulo e do receptor ativado, um exemplo disso é o0 que ocorre com
o LPS.

A ativagado celular induzida pelo LPS se deve ao reconhecimento desta
molécula pelo receptor de membrana TLR4, seguido do recrutamento da proteina
MD2, sendo que o0s eventos subseqientes podem ser dependentes ou
independentes de MyD88. A ativacdo dependente de MyD88 envolve a ativagao
de uma série de proteinas que culmina na translocacdo do NF«xB e consequente
producdo de mediadores como TNF-a e IL-6, por exemplo (59). Por outro lado, a
via independente de MyD88 tem o envolvimento da proteina sinalizadora TRIF e
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ativacdo de IRF3 (60). Esta via leva a producao de mediadores pré-inflamatérios
de forma mais lenta, como a producéao de NO e de IP-10.

Além do TLR4, ha outros receptores Toll-like que reconhecem diferentes
tipos de moléculas especificas de bactérias, de fungos e de virus. Para o
reconhecimento de moléculas, os receptores Toll-like atuam na forma de
homodimeros ou heterodimeros (61). De forma resumida segue uma lista de
varios ligantes de origem bacteriana para os receptores Toll-like.

Receptor Ligante
TLR1/2 Lipoproteina triacilada
TLR2 Lipoteichoic acid, zimozan, peptideoglicano
TLR2/6 Lipoproteina diacilada
TLR4 Lipopolissacarideo
TLR5 Flagelina
TLR9 Nucleotideos (CpG)

Fonte: Immunology and Cell Biology (2007)85,411-419
Tabela 1: Lista de ligantes dos receptores Toll-like.

Além de reconhecer moléculas exogenas, os receptores Toll-like estao
envolvidos também no reconhecimento de moléculas enddgenas, sendo que
grande parte das moléculas reconhecidas como ligantes enddgenos desses
receptores sdo produtos de injuria tecidual. Dentre os receptores que reconhecem
estas moléculas esta o TLR4. Até o momento, varias moléculas enddgenas séo
agonistas de TLR4, como é caso de heat shock proteins 60 (HSP60), do acido
hialurénico, da HMGB1, do heparan sulfato e da fibronectina (62).

5.4- Oxido Nitrico

O NO é um radical livre sintetizado a partir da reacao entre o aminoacido L-
arginina e o oxigénio molecular, utilizando NADPH como doador de elétrons e o
grupamento heme, FMN, FAD e a tetrahidrobiopterina (H4B) como cofatores,
numa reag¢ao que consome cinco elétrons (63). A reacao consiste na conversao de
L-arginina a NO e L-citrulina via um composto intermediario, N"-hidroxila-L-

arginina (64). A produgdao de NO é catalisada por um grupo de enzimas
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denominadas NOS que podem ser diferenciadas em trés isoformas: eNOS, iINOS
e nNOS (65).

Embora essas trés isoformas catalisam a mesma reacao, elas diferem entre
si na regulacdo, na amplitude e na duracao da producao de NO. A eNOS e a
nNOS sao expressas de forma constitutiva nas células e reguladas pelo influxo de
calcio e da sua ligacao a calmodulina. A quantidade de NO sintetizado pelas NOS
constitutivas é pequena e ocorre de forma transiente. O NO produzido por estas
enzimas reage com atomos de ferro no grupamento heme da guanilato ciclase,
levando a producdo de GMP ciclico, segundo mensageiro, que contribui para o
relaxamento da musculatura lisa (66).

De forma diferente das outras isoformas, a expressao da iNOS é modulada
por citocinas (por exemplo, IL-1, IFN-y, TNF-a) e produtos bacterianos (por
exemplo LPS) (67 - 69). A expressdo desta isoforma enzimatica se deve
principalmente pela sintese de novo e pela estabilidade do RNA mensageiro (70 -
73).

Os fatores de transcricao que participam da ativacao da expressao da iNOS
sdo NFxB, AP-1, STAT-1a, IRF1 e outros (65). Dependendo da origem do
estimulo, diferentes vias de sinalizagdo estdo envolvidas na expressao da iNOS.
Além disso, a prépria producdo de NO regula a transcricao da iNOS, visto que
baixas concentracbes de NO ativam a translocacdo de NFxB para o nucleo, e
consequentemente, aumenta a expressdo da iNOS. Da mesma forma, altas
concentragdes de NO inibem a sua prépria produgdo, prevenindo assim que
ocorra uma producao descontrolada de NO (74, 75).

As altas concentragdes de NO produzidas pela ativacdo da iNOS estéo
associadas aos efeitos indiretos do NO. O NO, em condicbes anaerodbicas, €
rapidamente oxidado formando espécies reativas de nitrogénio (RNOS) (76). As
RNOS promovem a nitrosilacdo de grupamentos tidis na glutationa e nas
proteinas. A reacdo de nitrosilacdo inibe muitas proteinas e dentre elas se
destacam as enzimas mitocondriais e os fatores de transcricdo. Em altas
concentragdes, o NO pode reagir com anion superdxido (O2), gerando anion
peroxinitrito (OONQO") que é altamente téxico (77, 78).

27



O NO apresenta diversas atividades biolégicas. Em concentragdes
fisiolégicas, o NO atua como inibidor da agregacdo plaquetaria, como agente
vasodilatador e como neurotransmissor (66). Além disso, é reconhecido que NO
exerce um importante papel no sistema imune. Isto se deve ao fato de que a
producdo de NO ocorre em um grande numero de células que compdem este
sistema, e devido a sua atividade citotéxica e citostatica para patégenos e células
tumorais (65). Essas acbes sao mediadas pela inibicdo de varias enzimas dentro da
célula alvo, incluindo o complexo | e IV da cadeia respiratéria das mitocéndrias (79,
80) e pela modificagdo do DNA (81). Adicionalmente, o0 NO apresenta uma atividade
pro e anti-apoptética. A atividade pré-apoptotica do NO se deve a ativagédo das
caspases, por liberar o citocromo ¢ mitocondrial para o citosol, por aumentar a
expressao de p53 e alterar a expressao de proteinas associadas a apoptose, dentre
as quais Bcl-2 e familia Ho (82). A acado anti-apoptética do NO se deve a
mecanismos como a inibicdo das caspases via reacao de nitrosilagao (83).

5.5- Quimiocinas e Fatores de Crescimento

As quimiocinas representam uma familia de proteinas de peso molecular
entre 8 a 15 kDa, que se caracterizam pela sintese de novo por diversos tipos
celulares frente a diferentes estimulos (84).

Dentre os efeitos das quimiocinas esta o controle do recrutamento de
leucocitos durante a homeostasia e a inflamacao e a participagao na transicao da
resposta imune inata para adaptativa. Sobre os efeitos no recrutamento de
leucocitos, as quimiocinas atuam em duas etapas do processo. Na primeira etapa,
as quimiocinas estao envolvidas no extravasamento de leucdcitos do sangue para
linfonodos e tecidos inflamados. Na segunda etapa, estas moléculas controlam a
direcéo e posicionamento de leucécitos dentro de 6rgaos linféides secundarios e
tecidos (85). Além destes efeitos, as quimiocinas exercem efeitos na angiogénese,

na diferenciagao celular e no crescimento e metastase de tumores (84).

Dentre as quimiocinas destaca-se a CCL20 que é objeto de nosso estudo.
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CCL20 também € conhecida como proteina inflamatéria de macréfago-3alfa (MIP-
3a), LARC ou Exodus (86). In vivo, a expressao de CCL20 é restrita a mucosa e
tecido inflamado (86). In vitro, a CCL20 é expressa por células granulociticas,
monociticas e linfécitos B e T frente a estimulos como PMA, ionomicina, TNF-a e
LPS (87). Outros tipos celulares secretam de CCL20 como é o caso de células
eritréides e células epiteliais de intestino (88). Além de estimulos inflamatérios, a
CCL20 pode ser induzida pela a concanavalina A (89) e por condi¢gdes de hipoxia
(90).

A cinética de expressao de RNA mensageiro para CCL20 depende do tipo
celular e do estimulo utilizado. Ceélulas HUVEC estimuladas com TNF-
o, expressam CCL20 em 3 horas. Neutréfilos expressam RNA mensageiro para
CCL20, em 3 horas de incubagao, quando estimulados somente com LPS (91), e
em 21 horas, quando estimulados com a combinacdo fMLP /LPS ou IFN-y/LPS
(92).

CCL20 tem como principal fungé@o recrutar células dendriticas imaturas e
linfocitos T e B (87). Diferente de outras quimiocinas, CCL20 atua via ativagao de
um unico receptor, o CCR6, o qual é expresso por células dendriticas imaturas e
células T (93). Como as outras quimiocinas, a CCL20 também apresenta atividade
microbicida para bactérias gram-negativas (94).

Além disso, a CCL20 é associada a certas doengas. No cancer de
pancreas, por exemplo, a sua expressao esta envolvida na invasao das células
tumorais pela indugcdo de MMP-9 (95) e, recentemente, foi descrita que a presenca
de CCL20 é um dos elementos responsaveis pelo escape de células tumorais
(96).

Além das citocinas, foi de nosso interesse avaliar o efeito de SAA sobre
fatores estimuladores de colénia como M-CSF e o fator de crescimento VEGF.

O M-CSF também conhecido por CSF-1, além de ser importante para
formagéo de mondcitos a partir células pluripotentes, promove a diferenciagdo de
mondcitos em macrofagos, o aumento da produgcdo de anion superdxido, a

fagocitose, a quimiotaxia e a producao de citocinas. (97). Adicionalmente, o M-
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CSF pode amplificar ou diminuir algumas repostas do sistema imune. A
amplificagdo da reposta imune via M-CSF se deve ao aumento da expresséo de
CD14, que contribui para o aumento da produgdo de citocinas na presencga de
LPS, enquanto que a diminuicdo da resposta se deve a inibicao da expressao dos
receptores TLR1, TLR2, TLR6 e TLR9 (98). O M-CSF esta associado a doencas
como aterosclerose, obesidade e cancer (99). Neste ultimo caso, por exemplo, o
M-CSF induz a expressdo de VEGF via HIF, que leva o seu envolvimento na
angiogénese de tumores soélidos (100).

VEGF é uma potente molécula vasoativa, angiogénica e moduladora da
permeabilidade vascular (101). A sua expressao é modulada por citocinas, LPS,
hormonios e hipoxia (102). Células mononucleares estimuladas com LPS, durante
4 horas, aumentam a expressao de RNA mensageiro para VEGF, sendo que parte
deste aumento se deve ao efeito de LPS na estabilidade do RNA mensageiro
(103, 104). Outras condi¢cbées, como LDL oxidada incubada com macréfagos,
promovem o aumento de expressdo de VEGF em um intervalo de 24 a 48 horas
(105). O VEGF atua tanto em condic¢des fisiolégicas quanto em patoldgicas. Em
condigdes fisioldégicas, o VEGF, em conjunto com a hipédxia, é responsavel pela
angiogénese no musculo esquelético, corpo luteo e endométrio (106). Em
condi¢des patolégicas, o VEGF estd associado com o crescimento de tumores, o
reparo tecidual e o retorno a homeostasia durante a inflamacdo, a
neovascularizagdo e o aumento da permeabilidade intra-ocular o que pode
acarretar, por exemplo, o deslocamento de retina e outras complicacdes oculares,

em pacientes diabéticos (102).

5.6~ Vias de Sinalizacao

Em células eucaridticas, as vias de sinalizacao celular controlam uma
variedade de processos como divisdo, especializagdo, morte e metabolismo
celular. Modificagcbes poés-traducdo, como por exemplo, a fosforilacao de
proteinas, é a base do que se denomina de transducao de sinais biolégicos. Este

processo dinamico e reversivel é controlado pela interagdo entre proteinas
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quinases e fosfatases. Existem varios tipos de proteinas quinases envolvidas na
transducao de sinal onde todos apresentam a mesma atividade catalitica, isto é,
todas adicionam um grupamento fosfato a um aminoécido a proteina alvo. Ha trés
grupos de proteinas quinases classificadas de acordo com o0s aminoédcidos a
serem fosforilados que sao: (i) proteinas serina/treonina quinase; (ii) proteina
tirosina quinase; e 0 outro grupo menos comum que apresenta capacidade de
fosforilar tanto proteinas com residuos serina/treonina como tirosina (107).

Entre as proteinas serina /treonina quinase estdo os membros da via de
sinalizagdo conhecida como MAPK. Durante a ativacdo do sistema imune a via
das MAPK esta envolvida, por exemplo, na transducao de sinais intracelulares e a
subsequente ativacdo NF«xB, importante fator de transcricdo para producao de
mediadores inflamatérios, por exemplo, as citocinas (108).

A via de sinalizacdo das MAPK é composta por trés tipos de proteinas
quinases: a quinase regulada por sinais extracelulares (ERK1/2), p38 e JNK.
ERK1/2 é importante para o crescimento, desenvolvimento e sobrevivéncia
celular. p38 e JNK estao envolvidas na mudanca transcricional, sintese protéica,
expressao de receptores de membrana e estrutura do citoesqueleto que vao levar
a sobrevivéncia celular ou a apoptose (109).

As proteinas tirosina quinases encontram-se no citoplasma e podem se
associar aos receptores de citocinas, além disso, fazem parte da estrutura de
receptores de membrana para fatores de crescimento. Dentre os fatores de
crescimento relacionados a atividade tirosina quinase estao EGF e VEGF (109).

A fosforilagdo de tirosina quinase € um mecanismo importante para
transducdo de sinal e regulacdo de uma variedade de processos fisiol6gicos de
organismos multicelulares. Os processos regulados por este evento incluem a
decisao de proliferacdo, diferenciacdo e morte celular (111).

Todas as células do sistema imune apresentam altos niveis de fosforilagcao
em tirosina quinase e codificam muito mais genes para estas proteinas que outros
tipos celulares. A fosforilagdo de tirosina quinase regula a ativagao de linfécitos via
ligacao de antigeno e receptor, diferenciacao celular induzida por citocinas, e

também esté envolvida na ativagdo de NFxB (111).
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6 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi reconhecer novas atividades da SAA em

células mononucleares, tais como a producao de NO, expressao e liberacao de

quimiocinas, fatores estimulantes de col6nias e fatores de crescimento. Também

tivemos como objetivo reconhecer perfis de sinalizagdo desencadeados pela SAA

e compara-los com o lipopolissacarideo (LPS), um estimulo ex6geno classico.

(iii)

(vi)

(vi)

Diante disso, 0s nossos objetivos especificos foram:

Verificar a habilidade da SAA induzir a producao de NO em macrofagos de
peritbnio de camundongos da linhagem C57BL/6;

Com uso de modelo murino identificar se a SAA € um ligante endégeno de
TLR4, para isso foi utilizado camundongos das linhagens C3H/HeJ
(deficiente natural de TLR4) que foram comparados com o controle
C3H/HePas (TLR4 integro); C57BL/10ScCr (delecao do gene TLR4) que
foi comparado com animais da linhagem C57BL/6 (TLR4 integro);
Identificar se a proteina sinalizadora MyD88 esta envolvida na producao de
NO induzida pela SAA através de animais knockout em MyD88 (MyD88™) e
comparar com wild type (MyD88**);

Verificar o efeito da SAA na cinética de expressdao de RNA mensageiro
para CCL20, M-CSF e VEGF em células mononucleares de sangue
periférico humano;

Avaliar através de inibidores de MAPK e de toxina pertussis a cascata de
sinalizagao e a ativacao de receptores acoplados a proteina G, tipo Gi, na
indugéo de CCL20 em células mononucleares;

Definir o perfil e cinética de fosforilagdo de proteinas tirosina quinases
promovido pela SAA em células monociticas (THP-1) e comparar com
LPS; e

Avaliar a cinética de fosforilagdo de p38 e ERK1/2 promovida pela SAA em
células THP-1.
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7 MATERIAL E METODOS

7.1- Reagentes

Os reagentes ciclohexemida, dietilpirocarbonato (DEPEC), fenol saturado
com Tris, Histopaque ® (d=1077), lipopolissacarideo de E.coli sorotipo 026:B6,
meio RPMI 1640 e Sigmacote (silicone) foram obtidos da Sigma Chemical Co (St
Louis, MO). Proteinase K (PK), soro fetal bovino (FBS) e Trizol® foram obtidos da
Invitrogem. Da empresa Merck (Darmstadt, Alemanha) foram obtidos alcool
isopropilico, bicarbonato de sddio, cloreto de potassio, cloroférmio, fosfato de
sodio dibasico, fosfato de potdssio monobasico, e dimetilslféxido (DMSO).
Actinomicina D, PD98059, SB203580 e Polimixina B (PMB) foram obtidos da
Calbiochem-Novabiochem (La Jolla, CA). Estreptomicina: penicilina foi adquirida
da GIBCO-Life Tecnologies. O Kit DuoSet para determinacdo por ELISA da
quimiocina CCL20 foi adquirido da R&D (Minneapolis, USA). Recombinante
humana da SAA foi adquirida da Pepro Tech Inc (Rocky Hill, NJ). Anticorpos anti-
iINOS, anti-fosfotirosina (PY20) foram adquiridos da BD-transtuction. RiboQuant
TM Multi-Probe RNase Protection Assay System foram obtidos da Pharmingen
(San Diego, CA). Da Cell Siganling foram obtidos os anticorpos anti-ERK1/2
fosforilada e total e p38 fosforilada e total. O radioativo fésforo (P*?) foi adquirido
da Ge Healthcare (USA).

7.2- Méetodos

7.2.1 Isolamento de células mononucleares de sangue periférico humano

As células mononucleares foram obtidas a partir de sangue periférico de
individuos saudéaveis recrutados entre professores, funciondrios e alunos do
Departamento de Analises Clinicas e Toxicolégicas da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas/Universidade de Sao Paulo. Os voluntarios foram esclarecidos
sobre o projeto de pesquisa e deram consentimento formal para a participacdo no
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estudo (CEP FCF-USP n® 224).

Apo6s 8 horas de jejum, o sangue foi coletado em tubos com heparina
(10Ul/ml de sangue) e as células foram isoladas pelo método descrito por Boyum
(112). O sangue foi diluido na proporcao 1:1 com PBS 10mM, pH 7,4 (filtrado em
Millipore de poro 0,22um). A diluigao foi colocada sobre 10mL de Histopaque®. O
material foi centrifugado a 2500 rpm a temperatura ambiente por 20 minutos. Apds
a centrifugagédo foi recolhida a camada de células mononucleares. As células
mononucleares (~ 30% mondcitos e 70% linfécitos) passaram por processos de
lavagem com PBS 10 mM, pH 7.4 em diferentes rota¢ées (1800, 1500 (2X), 1200
rom) por 10 minutos e foram ressuspendidas em RPMI 1640. A contagem das

células foi realizada em camara de Neubauer.

7.2.2 Cultura de células mononucleares para determinacdo de CCL20

O meio de cultura utilizado foi RPMI 1640 modificado e suplementado com
bicarbonato de sédio 2.0g/L, estreptomicina 100ug/mL, penicilina a100UlI/mL e
soro fetal bovino 10%. O meio foi filtrado em 0.22um (Millipore) e acondicionado
em frasco estéril. Todos os procedimentos foram realizados em fluxo laminar.
Células mononucleares (2,5x10°células/mL) foram estimuladas com SAA, na
concentracdo determinada para cada tipo de ensaio, € mantidas em placas de
fundo chato durante periodos desejados, em estufa com 5% de CO, a 37°C. Apos
o tempo de incubacéo placas foram centrifugadas a 500 g por 10 minutos a 4°C, o
sobrenadante foi recolhido em eppendorfs previamente identificados e congelado

a -80°C até o momento da quantificacao da citocina.

7.2.3 Cultura de células mononucleares para extracao de RNA

O meio utilizado foi RPMI 1640 nas mesmas condi¢cbes do item 7.2.2 As
células mononucleares (0.8x10” células/ mL) foram estimuladas com SAA (20
ug/mL) e mantidas em cultura durante 2, 4 e 12 horas. Ao final da incubacao, o

material foi centrifugado por 500g durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
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coletado e armazenado, para posteriores determinac¢des de citocinas, e o pellet foi
processado para extracao de RNA.

7.2.4 Gélulas THP-1

As células monociticas leucémicas foram doadas pelo Prof. Dr. Hugo Pequeno
Monteiro do Departamento de Bioquimica/CINTERGEN — EPM/UNIFESP.

7.25 Descongelamento de células THP-1

As células inicialmente foram descongeladas parcialmente a 37°C e apéds
foram ressuspendidas em 10 mL de RPMI com 10% de soro. Para retirada do
DMSO da solugao, centrifugou-se a 1500 rpm por 10 minutos a temperatura
ambiente, desprezou-se o sobrenadante. Foram adicionados ao pellet celular 20
mL de RPMI com soro 10% e a seguir a solugao contendo as células foi
transferida para garrafas de 75 cm® para expansdo celular. Apés o periodo de

expansao foram feitas aliquotas para congelamento.

7.2.6 Congelamento de células THP-1

As células foram retiradas das garrafas e transferidas para tubo Falcon e
centrifugadas a 1500 rpm por 15 minutos. Apds, o pellet foi ressuspendido em
solugao de congelamento que continha DMSO 10%, FBS 50% e 40% de RPMI e
transferiu-se 1 mL desta solugéo para criotubos que foram mantidos em -80°C por
16 horas. Apds esse periodo os vials foram transferidos e mantidos em nitrogénio

liguido para serem usados conforme o necessario.

727 Cultura de células THP-1 para ensaios de Western Blot

As células foram mantidas em garrafas de 75cm® em atmosfera de 5% de
CO, a 37°C em meio RPMI suplementado com 10% de soro, estreptomicina e

penicilina e o meio foi trocado a cada 2 dias. Para cultura, as células (1,0 x10°
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células/mL) foram plaqueadas em placas de fundo chato e estimuladas com SAA

(10 ug/mL) e LPS (10 pg/mL) e mantidas durante diferentes tempos.

7.2.8 Animais

Os camundongos (fémeas) de 6 a 10 semanas foram fornecidos pelo Biotério
de Camundongos Isogénicos do Departamento de Imunologia do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo. O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal (Protocolo n°103) da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo.

As linhagens utilizadas neste estudo foram:

1. C57BL/6 (controle)
C3H/HedJ (mutagao no receptor TLR4)
C3H/HePas (controle de TLR4)
C57BL/10ScCr (delegao do gene TLR4)
MyD88™ (knockout em MyD88)

o &~ 0D

7.2.9 Administracio de Concanalina A (Con A)

Quando necessério os animais receberam via intraperitoneal 10 ug de Con
A (diluida em 200 pl de PBS estéril) e o grupo controle recebeu 200 puL de PBS

estéril. 48h apds receberem o estimulo, os animais foram sacrificados.

7.2.10 Obtencédo de células de peritbnio

Os animais foram sacrificados de acordo com normas vigentes do Comité
de Etica em Experimentagdo Animal. Em seguida, a cavidade peritoneal foi lavada
com 5 mL de PBS estéril. A suspensao celular foi obtida por aspiragcdo com
seringa e agulha e colocada em tubo de polipropileno de fundo curvo e mantida a
4°C até a realizacao dos ensaios.

Apés a coleta, 90 uL da suspenséao celular foram fixados e corados em 10

uL de uma solugao contendo 0,5% de cristal violeta diluido em acido acético 30%
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e as células foram contadas em camara de Neubauer. A suspensao celular teve
seu volume ajustado para 2,0x10° células/mL e centrifugada a 1000 rpm a 4°C por
10 minutos. Em seguida, o pellet foi ressuspendido em meio RPMI1640
suplementado com SFB 10%.

7.211 Cultura de macréfagos de peritbnio

Células peritoneais foram ressuspendidas em meio RPMI 1640
suplementado com 2mM de L-Glutamina, 23mM de L-asparagina, 0,1mM de &cido
piravico, 1TmM de acido folico, 1% de estreptomicina, 100U/mL de penicilina G e
5% de soro fetal bovino.

Foram plaqueados 100 uL da suspensdo celular (2,0 x 10° células/mL) em
placas de cultura de fundo chato de 96 pocos e as células foram incubadas com
estimulos a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO,. Apéds periodo de incubagao

o sobrenadante foi recolhido para posterior determinagéo de nitrito.

7.2.12 Incubacédo de células mononucleares e macréfagos de peritbnio com

SAA e inibidores imidazdlicos

Os inibidores utilizados foram PD 98059 (inibidor de ERK1/2, 50uM) e SB
203580 (inibidor de p38 MAPK, 10uM). Para os ensaios com macréfagos de

peritbnio, as células foram pré-incubadas com os compostos imidazdlicos durante
15 minutos, estimuladas com SAA (10 ug/mL) e mantidas em cultura durante 24
horas. No final do periodo de incubacdo, o sobrenadante foi recolhido para
determinagdo de NO e o pellet celular foi processado para deteccdao de iINOS
através de western blot. Para os ensaios com células mononucleares humanas, as
células passaram pelo mesmo processo de pré-incubagao descrito acima, porém
foi utilizado SAA na concentracdao 17 ug/mL e mantidas em cultura durante 4
horas. Ao término do periodo de incubagédo, o sobrenadante foi recolhido para
determinagao de CCL20 e o pellet foi submetido ao processamento para extracao
de mRNA.
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7.213 Incubacio de células mononucleares humanas com actinomicina D
(ACTD) e ciclohexemida (CHX)

Células mononucleares foram pré-incubadas com ACDT (10 pg/mL) e CHX
(100 pM) durante 30 minutos. Ao final da pré-incubagdo as células foram
estimuladas com SAA (17 ug/mL) e mantidas em cultura durante 12 horas. O

sobrenadante foi coletado e armazenado a - 80°C para posteriores andlises.

7.214 Incubacao de células mononucleares humanas com toxina pertussis
e SAA

Inicialmente, células mononucleares foram pré-incubadas com toxina pertussis
(100 ng/mL) durante 15 minutos a 37°C. Em seguida, foram estimuladas com SAA
(17 png/mL) e mantidas em cultura durante 4 horas para extracdo de mRNA e

determinagdo de CCL20 no sobrenadante.

7.2.15 Tratamento de SAA e LPS com proteinase K e polimixina B

SAA (10 ug/mL) e LPS (0,1 pg/mL) foram pré-incubadas com proteinase K
(50 pug/mL) diluida em PBS contendo Ca™ e Mg™ ou polimixina B (25 pg/mL)
diluida em PBS, por 45 minutos a 37°C. Ao término das incubacdes a solucdo com
SAA e LPS foi adicionada a cultura de macréfagos e foram incubadas por 48
horas para determinacao de NO.

7.2.16 RBemocio de endotoxina da SAA

Para remocgao de endotoxina da preparagao de SAA utilizamos o método de
separacao por duas fases com Triton-X descrito por Aida e Pabst (113). Foi
adicionado Triton X (1%) a solucdo de SAA que foi mantida a 4°C durante 30
minutos, com agitacdo a cada 5 minutos. Apds este periodo, a solucao foi
incubada a 37°C durante 5 minutos. Ao final da incubacdo, a solucao foi
centrifugada a 1000 rpm por 5 minutos, para separacao das fases, ficando na fase

inferior a endotoxina ligada ao detergente e na superior a proteina. Apéds trés
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ciclos, foi realizado um gel de poliacrilamida 18%, para verificar concentragdo de
proteina da SAA.

7.2.17 Isolamento de RNA

A extragcdo de RNA foi realizada através do método de TRyzol®, conforme
protocolo descrito pelo fabricante. Para a avaliagdo da concentragdo e pureza do
RNA total foram realizados ensaios espectofotométricos (A260 e A260/280 nm,
respectivamente). O pellet de RNA foi ressuspendido em agua livre de RNAse e

estocado a -70°C até o momento da analise por RPA.

7.2.18 Ensaio Proteqgido pela Ribonuclease (RPA)

O ensaio protegido pela ribonuclease (RPA) é um método altamente sensivel
e especifico para deteccao de RNA mensageiro. A caracteristica deste método é
permitir a deteccdo de RNA mensageiro de diferentes componentes em uma
mesma amostra. O principio basico desta técnica consiste em sintetizar o RNA
anti-sense, marcado com P%% pela T7 polimerase a partir da sonda (cDNA). A
sonda sintetizada é colocada em contato com RNA alvo em excesso para
hibridizagdo em solucéo, depois desse periodo a sonda livre e as fitas simples de
RNA remanescentes sao digeridas com RNases. As duplas fitas de RNA (RNA-
protegido) sédo purificadas e resolvidas em gel de poliacrilamida desnaturante e a
imagem é detectada por phospho-detector.
Para execucao desta técnica foi empregado um template de DNA para MIP-
3a, IL-10, IL12p40, RANTES, G-CSG e VEGF. A partir do template foi sintetizada

uma sonda marcada com P*** de acordo com o protocolo descrito a seguir:

7.2.18.1 Sintese da Sonda Radioativa

Para sintese da sonda radioativa todos os reagentes foram descongelados
no gelo exceto, a enzima RNA polimerase que foi mantida -20°C, e o radioativo
UTP-P* foi descongelado a temperatura ambiente.
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Em eppendorf de 1,5 ml foi colocado na seguinte ordem: 1uLde RNAsin;
1uL de pool de GACU; 2uL de DTT; 4uL de tampao de transcricdao; 1uL de RNA
template; 8 uL de UTP; 2uL de RNA T7 polimerase; apods a solucao foi agitada e
minifugada e mantida a 37°C por 1 hora.

Ao final deste periodo foi adicionado 2uL de DNAse, e incubado novamente
30 minutos a 37 °C. Terminado o tempo de incubagao foi adicionado: 26 uL de
EDTA 20 mM; 25 uL de Tris saturado por fenol; 2 5uL de cloroférmio: alcool
isoamilico (50:1); e 2 uL de tRNA de hifas e centrifugado a temperatura ambiente
por 5 minutos.

Seguido da centrifugacao foi recolhida a fase aquosa e transferida para um
novo eppendorf e adicionado 50uL cloroformio: alcool isoamilico (50:1), que foi
centrifugada novamente por 2 minutos a temperatura ambiente. Apés periodo de
centrifugacao, a fase aquosa foi transferida para outro tubo e, adicionado 50 pL de
acetato de amoénia (4M); 250 uL de etanol gelado (100%). O tubo foi agitado por
inversao e incubado por 30 minutos a -70°C. Em seguida, foi centrifugado por 15
minutos a 4°C. Apéds este periodo o pellet foi lavado com 100 pL de etanol gelado
(90%) e centrifugado por 15 minutos a 4°C. O pellet foi seco a temperatura e
ressuspendido em tampéo de hibridizagao.

Para contagem das emissdes B foi utilizado 1uL de solugao para 5 mL do
liquido de cintilacdo contadas em cintilador. Apds a contagem segue-se para a

proxima etapa.

7.2.18.2 Preparagdo do RNA e hibridizagdo

Foram utilizados 8 ng de RNA total de cada amostra o qual foi mantido em
volume final de 2uL, 2 ul de tRNA de hifas (controle negativo) e 2 uL de controle
positivo da sonda. Em seguida foram adicionados 8 uL de tampao de hibridizacao
e 2 uL da sonda marcada. Apds, foi adicionado 6leo mineral para a incubagdo em

banho seco a 56°C durante 16 horas.
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7.2.18.3 Tratamento com RNAse

Ao final da incubacado a temperatura foi ajustada para 37°C e as amostras
foram incubadas por 30 minutos. Em seguida estas foram tratadas com 100 pL de
uma solugao que continha tampao de RNAse e RNAse A + T1 e incubadas por 45
minutos a 30°C.

Ao término da incubacgdo, para total digestdo das RNAse, as amostras
foram tratadas com 18 pL de uma solugao tampéao contendo tampao de proteinase
K, poteinase K e tRNA de hifas e incubadas por 15 minutos a 37°C. Apdés, foi
adicionado 65uL de Tris: saturado por fenol e em seguida 65uL de cloroférmio:
alcool isoamilico, homogeneizado e centrifugado por 5 minutos a temperatura
ambiente. A fase aquosa foi transferida (100 a 120 uL) para tubos identificados e
foi adicionado 120uL de acetato de amoénia; 650uL de etanol gelado (100%). A
seguir foi centrifugado por 20 minutos a 4°C, e o pellet proveniente foi lavado com
etanol 90% e centrifugado por 5 minutos a 4°C. Apds, foram adicionados 5ulL de
tampdo de amostra 1x, colocadas no banho seco a 90°C por 3 minutos e
transferidas imediatamente para gelo e aplicadas no gel.

7.2.19 Lise Celular

As células foram mantidas em cultura nas condigdes descritas no item 3.3.3
e apos o periodo de incubacao o sobrenadante foi descartado e o pellet celular foi
lavado com PBS gelado e centrifugado (3000 rpm) durante 5 minutos a 4°C. Este
procedimento foi realizado duas vezes. Em seguida, o pellet foi ressuspendido em
250 pL de tampao de lise A suplementado com inibidores de protease, fosfatase,
serina e tirosina e incubados durante 1 hora, no gelo. Ap6s este periodo o lisado
foi centrifugado a 12000 rpm durante 10 minutos a 4°C para remocao de restos
celulares. O material foi armazenado -80°C, para posterior dosagem de proteinas

pelo método de Bradford.
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7.2.20 Western Blot

As reacoes de Western Blot foram realizadas a partir de géis de poliacrilamida
utilizando 40 pg de proteina por pogo em diferentes concentracdes de acordo com
a proteina a ser estudada. O lisado de proteinas foi submetido a eletroforese em
tamp&o de corrida a 250 volts e 8 mA durante a noite. A transferéncia foi realizada
em membrana de nitrocelulose aplicando-se uma corrente de 200 mA por 2 horas,
em cuba de transferéncia. A confirmacao da transferéncia foi realizada incubando-
se a membrana com Ponceau S. Em seguida, a membrana foi lavada com TBS-
Tween (0,1%) durante 3 vezes de 15 minutos e bloqueada. A revelacdo foi
realizada usando-se metodologia de quimiluminescéncia utilizando-se o luminol

como substrato e a enzima peroxidase.

7.2.20.1 Western Blot para ERK e ERK fosforilada

As reagbes de Western Blot para ERK e ERK fosforilada foram realizadas a
partir de géis de poliacrilamida a 12% e transferidos para membranas de
nitrocelulose. O bloqueio foi realizado em TBS-Tween (0,1%) com 5% de leite, pH
7.6, durante a toda noite sob agitagdo a 4°C. Apoés este periodo a membrana foi
lavada 3 vezes por 15 minutos com TBS-T (0,1%), e foi adicionado anticorpo
primario anti-ERK (1:2000) ou anticorpo anti-ERK fosforilada (1:2000) diluido em
TBS-Tween (0,1%) com 5% de BSA a membrana e mantida sob agitagao, a 4°C,
durante a noite. Apds o periodo de incubagao a membrana foi novamente lavada 3
vezes por 15 minutos, com TBS-T (0,1%) a temperatura ambiente. Em seguida, foi
adicionado anticorpo secundério anti-lgG de coelho (1:3000) diluido em TBS-T
(0,1%) a membrana e incubada durante 1 hora sob agitagdo a temperatura
ambiente. Apds a incubagdo, a membrana foi lavada 1 vez durante 15 minutos e 2

vezes durante 5 minutos com TBS-T (0,1%) e revelada.
7.2.20.2 Western Blot para p38 total e p38 fosforilada

As reacOes de Western Blot para p38 e p38 fosforilada foram realizadas a

partir de géis de poliacrilamida a 12% transferidos para membranas de
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nitrocelulose. O bloqueio foi realizado em TBS-Tween (0,1%) com 5% de leite, pH
7.6, durante a noite, sob agitacao a 4°C. Apés este periodo a membrana foi lavada
3 vezez durante 15 minutos com TBS-T (0,1%), e foi adicionado anticorpo primario
anti-p38 (1:1000) ou anticorpo anti-p38 fosforilada (1:1000) diluido em TBS-Tween
(0,1%) com 5% de BSA a membrana, que foi mantida sob agitacdo, durante a
noite 4°C. Ao final da incubagao, a membrana foi novamente lavada 3 vezes por
15 minutos com TBS-T (0,1%) a temperatura ambiente. Em seguida, foi
adicionado anticorpo secundario anti-lgG de coelho (1:2000) diluido em TBS-T
(0,1%) a membrana, que foi incubada durante 1 hora sob agitacao a temperatura
ambiente. Apds a incubacdo a membrana foi lavada 4 vezes durante 15 minutos e

2 vezes com TBS-T (0,1%) e revelada.

7.2.20.3 Western Blot para Tirosina quinase fosforilada

As reagbes de Western Blot para tirosina quinase fosforilada foram
realizadas a partir de géis de poliacrilamida de 12% e 8% para deteccédo de
proteinas de baixo e alto peso molecular, respectivamente, e foram transferidos
para membranas de nitrocelulose. O bloqueio foi realizado em TBS-Tween (0,1%)
com 5% BSA, pH 7.6, durante 2 horas sob agitacdo e temperatura ambiente. Apds
este periodo, a membrana foi lavada 3 vezes por 15 minutos com TBS-T (0,1%), e
foi adicionado anticorpo primario anti-ptyr (1:1000) diluido em TBS-Tween (0,1%)
com 5% de BSA, pH 7.6 a membrana, e mantida sob agitacdo a 4°C, durante a
noite. Apos o periodo de incubagado, a membrana foi novamente lavada 3 vezes
por 15 minutos, com TBS-T (0,1%) a temperatura ambiente. Em seguida, foi
adicionado anticorpo secundério anti-lgG de camundongo (1:2000) diluido em
TBS-T (0,1%) a membrana e incubada durante 1 hora sob agitagdo a temperatura
ambiente. Apds a incubacdo a membrana foi lavada 1 vez por 15 minutos e 2

vezes por 5 minutos com TBS-T (0,1%) e revelada com sistema PIERCE.

7.2.20.4 Western Blot para iINOS

Os blots para iNOS foram realizados em gel de poliacrilamida 8% e
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transferido para membrana de nitrocelulose. A membrana foi bloqueada por 2
horas em TBS-Tween (0,1%) com 5% de leite a temperatura ambiente. Em
seguida, foi adicionado Ac primario (BD-Transdution) (1:1000) diluido emTBS-
Tween com 5% de leite (0,1%) durante a noite a 4°C. Apo6s este periodo a
membrana foi lavada com TBS-Tween (0,1%) 3 vezes por 5 minutos a
temperatura ambiente. Logo apds, foi adicionada a membrana uma solugcéo
contendo anticorpo secundario (anti-rabbit) diluido 1:1000 em TBS-Tween (0,1%)
e incubado sob agitacdo durante 1 hora em temperatura ambiente, seguida pela

revelacao pelo sistema PIERCE.

7.2.20.5 Western Blot para S-Acitna

O blot foi realizado em gel de poliacrilamida 15% transferido para
membrana de nitrocelulose. A membrana foi bloqueada durante 2 horas a
temperatura ambiente em TBS-Tween (0,1%) com 5% de leite diluido, pH 7.5.
Apods, foi lavada 3 vezes por 5 minutos com TBS-Tween 0,1%, em seguida doi
adicionados anticorpo B-actina diluido 1:5000 diluido em TBS-T com 5% de BSA
pH 7.5, durante a noite a 4°C. Apds a incubagédo, a membrana foi lavada 3 vezes
por 5 minutos com TBS-Tween 0,1%, seguida da adicdo da incubagao durante 1
hora com anticorpo-secundario diluido 1:4000 em TBS-T (0,1%) com 5% de BSA,
pH 7.5. Ao término a membrana foi lavada 1 vez durante 15 minutos e 2 vezes

durante 5 minutos com TBS-Tween 0,1%.

7.2.21 ELISA

As determinacées de CCL20 foram feitas através de placas de ELISA
montadas e padronizadas a partir do DuoSet da R&D. As placas usadas foram
Polysorp (cod. 46957, Nuc-Immuno Module).
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Solucao Estoque Concentracao de Uso

Anticorpo de captura 360 png/mL 2 ug/mL
Anticorpo de deteccéo 9 ug/mL 50 ng/mL
Padrao 70 ng/mL 1 ng/mL

Tabela 2: Concentracdes de anticorpos utilizados para ELISA.

Preparo da Placa

1.

3.

Anticorpo de captura foi diluido em PBS, na concentracao final desejada.
Foram colocados 100uL de anticorpo diluido por poco e a placa foi deixada
em local escuro e a temperatura ambiente durante 20 horas.

Apo6s o periodo de sensibilizagdo, os pocos foram aspirados e lavados com
tampao de lavagem (0,05% Tween 20 em PBS, pH 7.4) por trés vezes.

Os pocos foram blogueados com 300 uL de tampao de bloqueio

(1% de BSA, 5% de sucrose, 0,05% de NaN3; em PBS), durante 1 hora.

Procedimento de Dosagem

1.

Os padrdes foram diluidos em reagente diluente (0,1% de BSA, 0,05% de
Tween 20 em tampao Tris-salina, pH 7,4) e quando necessario, as
amostras foram diluidas no mesmo tampé&o.

Foram pipetados 100 uL de amostra e padrdao por pog¢o e incubados
durante 2 horas a temperatura ambiente.

Ap6s o término do tempo de incubagdo os pocos foram lavados como
descrito anteriormente.

Em seguida foram adicionados 100 uL de anticorpo de deteccéao diluido em
tampéao diluente em cada pocgo e incubado, novamente, por duas horas a
temperatura ambiente.

As aspiracbes e as lavagens do passo 2 da preparagao da preparagao
foram repetidas.

Foram adicionados 100 pL de estreptavidina-HRP (diluida 1:200 no
reagente diluente), e a placa foi incubada 20 minutos a temperatura
ambiente evitando luz direta.

As aspiracoes e as lavagens do passo 2 da preparacdo da preparacao
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foram repetidas.

8. Foram adicionados 100 pL d solugédo substrato em cada pogo e a placa foi
incubada durante 20 minutos a temperatura ambiente evitando luz direta. A
solucdo substrato foi preparada diluindo o reagente colorido A (H202) € 0
reagente colorido B (tetrametilbenzadina) na proporgéo 1:1.

9. Para terminar a reacao foram adicionados 50 uL da solugédo stop (H>SO4
2N) em cada pogo e homogeneizado.

10.A densidade o6ptica dos pocos foi determinada imediatamente a 450/550
nm.

11.Os resultados foram expressos através da construgdao de uma curva padrao
linear com oito pontos de concentragbes conhecidas.

7.2.22 Determinacdo de Oxido Nitrico

A determinacdo de NO foi realizada através da presenca de nitrito no
sobrenadante das culturas através da reacao padrdao de Griess. Para isso, foi
utilizado o microensaio descrito por Ding (114). Foram utilizados 50 pL de
sobrenadante de macréfagos de peritdnio mantidos em cultura e adicionados 50uL
de reagente de Griess. Absorbancia foi determinada em leitor de ELISA, com filtro
de 550 nm, contra branco constituido de meio de cultura e reagente de Griess. Os
resultados foram expressos em uM, com base em curva padrédo de nitrato de sédio

em meio de cultura.

7.2.23 Anélise Estatistica

Para andlise dos efeitos da SAA foi utilizada ANOVA seguido de
comparacgao multipla de Student Newman Keuls.
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8 RESULTADOS E DISCUSSOES

Visando o melhor entendimento do leitor, os resultados e
respectivas discussdes foram organizados em trés capitulos.

(i) Efeitos da SAA na producdo de NO em macréfagos peritoneais
de camundongos

(ii) Efeitos da SAA na expressao e liberagdo de CCL20 e expressao
de fatores de crescimento em células mononucleares

(iiiy  Efeitos da SAA na fosforilacdo de proteinas tirosina quinases e
MAPK
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Efeitos da SAA na producdo de
NO em macrofagos peritoneais
de camundongos



8.1- Efeitos da SAA na producao de NO em macrofagos peritoneais de

camundongos

Nesse capitulo mostraremos os efeitos da SAA na produgdo de NO por
macroéfagos peritoneais, bem como a apontaremos possivel ligagdo da SAA ao

receptor Toll-like 4 na promogao da producao de NO.

8.1.1 Resultados

8.1.1.1 Produgédo de NO induzida pela SAA por macrofagos de peritbnio

Para avaliar os efeitos da SAA sobre a producao de NO por macréfagos de
peritonio, utilizamos a linhagem C57BL/6. Em um primeiro momento, investigamos
o efeito de diferentes doses de SAA na producdo de NO. Para isso, macréfagos
peritoneais foram estimulados in vitro com SAA em diferentes concentragdes (0,5 -
10 ug/mL) e mantidas em cultura durante 48 horas. A producdo de NO foi
determinada através da reacdo de Griess, pela presenca de nitrito no
sobrenadante da cultura de celular. Observamos que a producdo de NO foi
dependente da concentracdo de SAA (Figura 1). Vale ressaltar que
concentragcdes de SAA inferiores a 0,5 ug/mL nao induzem a producdao de NO
enquanto que concentracdes superiores a 10 ug/mL, a producdao de NO

permanece inalterada.
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Figura 1: Efeito dose dependente de SAA na produgdo de NO por macrofagos.
2,0x10° células/mL foram estimuladas com SAA (0,5 -10 ug/mL) e mantidas em
cultura durante 48 horas. Os dados representam a média e desvio padrdo de

quatro experimentos independentes realizados em duplicata (r= 0,99).

A seguir, avaliamos o efeito da SAA na producdo de NO em diferentes
tempos de incubagéo. Para os ensaios de cinética, utilizamos 10 pg/mL de SAA e
verificamos os seus efeitos na producdo de NO por macréfagos mantidos em
cultura durante 24 e 48 horas. O que se observou foi um aumento da producéao de
NO nos dois tempos ensaiados em relacdo ao controle (Figura 2). Apesar da
produgao de NO promovida pela SAA ser maior em 48 horas de incubacgao, esta

nao foi diferente estatisticamente da produgéo de NO encontrada em 24 horas.
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Figura 2: Efeito da SAA na producdo de NO por macréfagos. 2,0x10°células/mL
foram estimuladas com SAA (10 ug/mL) e mantidas em cultura durante 24 e 48
horas. Os dados representam a média e o desvio padrao de trés experimentos
independentes realizados em duplicata ("p< 0,05 e **p< 0,01 vs. respectivo

controle).

8.1.1.2 Efeitos de anti-TNF-a na produgcdo de NO induzida pela SAA

Sabendo que a SAA induz a liberacdo de TNF-qa por neutréfilos e células
mononucleares (3), e que TNF-a esta envolvido na producdo de NO (65),
verificamos se os efeitos promovidos pela SAA poderiam ser mediados por TNF-o.
Para isto, macréfagos foram incubados com SAA e anti-TNF-a (5 pg/mL) e
mantidos em cultura durante 48 horas. Evidenciamos que a presenca de anti-TNF-
o ndo inibiu de forma significativa a produgao de NO induzida pela SAA, dado que
esse efeito foi similar aquele promovido somente na presenga de SAA (Figura 3).
Esses dados nos sugerem que a producdo de NO induzida pela SAA,

possivelmente ndo seja mediado pela presenca de TNF-a.
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Figura 3: Efeitos de anti-TNF-a na producdo de NO induzida pela SAA. 2,0x10°
células/mL foram estimuladas com SAA (10 ug/mL) e anti-TNF-a (5 ug/mL)
simultaneamente e mantidas em cultura durante 48 horas. Os dados representam
a média e o desvio padrdo de trés experimentos independentes realizados em
duplicata.

8.1.1.3 Produgédo de NO estimulada pela SAA em macrofagos primados com

Concanavalina A (Con A)

Investigamos se os efeitos da SAA na producdo de NO poderiam ser
modificados em macréfagos primados com Con A em relacdo a macréfagos
residentes. Con A € uma lectina e um potente ativador policlonal de linfécitos T.
Além disso, ha estudos que demonstraram que a injecao intraperitoneal de Con A
em camundongos promove um aumento das atividades dos macréfagos como: (i)
a adesao rapida de macréfagos na superficie de vidro e producao de peroxido de
hidrogénio (115) e (ii) 0 aumento do contelddo e atividade de mieloperoxidase e do
aumento da produgéao de acido hipocloroso (116, 117).

Inicialmente, o0s camundongos receberam 10ug de Con A, via

intraperitoneal, 48 horas antes do experimento. Ao final deste periodo, as células
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foram coletadas e estimuladas in vitro com SAA (10 ug/mL) e mantidas em cultura
durante 48 horas. Observamos que a SAA induziu a producao NO tanto em
macroéfagos residentes quanto em macréfagos primados in vivo com Con A
(Figura 4). Entretanto, quando comparamos a producao de NO induzida pela SAA
em células residentes e células primadas com Con A, evidenciamos que a
producdo de NO induzida pela SAA é maior em células primadas com Con A em

relagdo a macréfagos residentes (Figura 4).

* %
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Figura 4: Efeitos da SAA na producao de NO em macrofagos primados com Con
A. Animais receberam 10ug de Con A (via intraperitoneal), apds 48 horas, os
macrofagos foram coletados e estimulados in vitro com SAA (10 ug/mL) e
mantidos em cultura durante 48 horas. Os dados representam a média e desvio

padrdo de trés experimentos independentes realizados em duplicata (**p<0,01).
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8.1.1.4 Envolvimento de alguns membros da via de sinalizagdo das MAPKs
na producdo de NO e indugdo da iINOS promovida pela SAA em

macrdéfagos

A via das MAPKs é uma das vias utilizadas por estimulos pré-inflamatérios, a
qual é representada por trés membros, p38, ERK1/2 e JNK. Neste estudo,
investigamos se p38 e ERK1/2 estao envolvidos na producao de NO induzida pela
SAA. Inicialmente, macrofagos foram pré-incubados com SB203580 (10 uM),
inibidor de ERK1/2, e PD98059 (50 uM), inibidor de p38, durante 15 minutos. Apds
as células foram estimuladas com SAA (10 ug/mL) e incubadas durante 24 horas.
No sobrenadante foi determinada a producédo de NO e o pellet foi submetido a lise
celular para ensaios de Western blot para deteccao da iNOS. Observamos que na
condicdo ensaiada a SAA induz producdo de NO e a expressdao da iNOS,
enquanto que a presenca dos inibidores PD e SB inibiu a producao de NO (Figura
5) como a expressao da iNOS induzida pela SAA (Figura 6). Sendo que PD foi
mais eficiente na inibicdo quando comparado com SB. A viabilidade celular nao foi
afetada na presencga dos inibidores, de acordo com o teste azul de Trypan (dado

ndo mostrado).
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Figura 5: Efeitos dos inibidores imidazdlicos na produgdo de NO promovida pela
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SAA. 2,0x10°células/mL foram pré-incubadas com SB203580 (10 uM) e PD98059
(50 uM) durante 15 minutos. No final da pré-incubacdo as células foram
estimuladas com SAA (10 ug/mL) e mantidas em cultura durante 24 horas. Os

dados sdo representativos de trés experimentos.

s ) -

- SAA SB PD
SAA

Figura 6: Efeitos de inibidores imidazolicos na expressdo da iNOS induzida pela
SAA. 2,0x10°células/mL foram pré-incubadas com SB203580 (10 uM) e PD98059
(50 uM) durante 15 minutos, e depois estimuladas com SAA (10 ug/mL e

incubadas durante 24 horas. Os dados sdo representativos de trés experimentos.

8.1.1.5 Participacao do receptor Toll-like 4 na producéo de NO induzida pela
SAA

Dado que ha uma série de proteinas endégenas que atuam via ativacao de
TLR4 (62), neste estudo, verificamos se a SAA poderia ser um ligante enddégeno
do TLR4. Para avaliar esta possibilidade foram utilizadas duas linhagens de
camundongos. Uma foi a C3H/Hed (Hed) que durante uma mutacao espontanea,
houve a troca dos aminoacidos prolina por histidina na posicdo 712 da proteina
TLR4, tornando-a menos sensivel ao LPS (118). Os resultados obtidos com Hed
foram comparados com a linhagem controle C3H/HePas (TLR4 integro). A outra
linhagem estudada foi a C57BL/10ScCr (TLR4™), que apresenta delecdo do gene
que codifica o TLR4 (118). Os resultados obtidos com esta linhagem foram
comparados com os da linhagem C57BL/6 (TLR4**). A producdo de NO e de
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TNF-a foram determinadas no sobrenadante das culturas celulares de macréfagos
estimulados in vitro com SAA (10 ug/mL). Nas condicdes ensaiadas, observamos
uma dréstica reducédo na producdo de NO induzida pela SAA por macréfagos de
camundongos HeJ (Figura 7) como de TLR4 ™ (Figura 8) quando comparado com

as respectivas linhagens controle.
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Figura 7: Efeito da SAA na produgdo de NO por macrofagos peritoneais das
linhagens C3H/HePas e C3H/Hed. 2,0x10° células/mL foram estimuladas com
SAA (10 ug/mL) e mantidas em cultura durante 48 horas. Os dados representam a
média e desvio padrdo de trés experimentos independentes realizados em
duplicata (**p<0,01 vs. producdo de NO induzida pela SAA por Mé HePas).
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Figura 8: Efeito da SAA na produgdo de NO por macrofagos peritoneais das
linhagens TLR4*"* (C57BL/6) e TLR4 7~ (C57BL/10ScCr). 2,0x10° células/mL foram
estimuladas com SAA (10 ug/mL) e mantidas em cultura durante 48 horas Os
dados representam a média e desvio padrao de trés experimentos independentes
realizados em duplicata (**p<0,01 vs. produgcdo de NO induzida pela SAA por Md

TLR4*").

Com relacdo a liberacdo de TNF-a, observa-se que esta também estd
diminuida nas linhagens deficientes em TLR4, quando comparada com a liberagcao

de TNF-a induzida pela SAA nas respectivas linhagens controle (Figuras 9 e 10).
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Figura 9: Efeito da SAA na producdo TNF-a por macrofagos peritoneais das
linhagens C3H/HePas e C3H/HeJ. 2,0x10° células/mL foram estimuladas com
SAA (10 pug/mL) e mantidas em cultura durante 24 horas. Os dados sé&o

representativos de trés experimentos independentes.

160
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FIGURA 10: Efeitos da SAA na liberacdo de TNF-« por macréfagos peritoneais
das linhagens TLR4*"* (C57BL/6) e TLR4 ™~ (C57BL/10ScCr). 2,0x10° células/mL
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foram estimuladas com SAA (10 ug/mL) e mantidas em cultura durante 24 horas
Os dados representam a média e desvio padrdo de trés experimentos
independentes realizados em duplicata (*p<0,05 vs. producdo de NO induzida pela
SAA em Mo TLR4™*).

8.1.1.6  Producgao de NO induzida pela SAA por macrdéfagos de camundongos
deficientes em MyD88 ~

A proteina sinalizadora MyD88 é uma das proteinas usadas para a
transducao de sinal apds a ativagao de receptores Toll-like (58). Uma vez que os
resultados obtidos com as linhagens deficientes em TLR4 nos indicaram que a
SAA pode ser um ligante endégeno do TLR4, verificamos se haveria a
participagdo da proteina sinalizadora MyD88 na producao de NO induzida pela
SAA. Para avaliar tal hipotese, utilizamos macréfagos provenientes de animais
MyD88” (Knockout em MyD88) e de MyD88** (C57BL/6). Observamos que a
producdo de NO induzida pela SAA em macréfagos de camundongos MyD88™" foi
similar aquela encontrada em macréfagos de camundongos MyD88** (Figura 11).
Tais resultados sugerem que a producado de NO induzida pela SAA independe da

presenca da proteina MyD88.
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Figura 11: Producdo de NO induzido pela SAA em macrofagos peritoneais de
camundongos MyD88"* (WT) e MyD88" (KO). 2,0 x10°células/mL foram
estimuladas com SAA (10 ug/mL) e mantidas em cultura durante 48 horas. Os
dados representam a média e desvio padrao de trés experimentos independentes

realizados em duplicata.

8.1.1.7 Determinagao de endotoxina e purificacdo da SAA

Uma vez que temos fortes indicativos que a SAA seja um ligante enddégeno
do receptor Toll-like 4 e como a SAA é uma proteina recombinante produzida em
E. coli, o proximo passo foi investigar se os efeitos da SAA poderiam ser devido a
presenga de endotoxina contaminante. Apesar do fornecedor nos informar que a
SAA teria quantidade de endotoxina inferior a 1ng/ug de proteina, optamos em
certificar a real quantidade de endotoxina presente em nossa preparacao de SAA.
Assim, realizamos o teste do Limulus Amebocyte Lysate (LAL), um teste padrao
para determinacao de endotoxina.

A determinagédo de endotoxina foi realizada em 10 ug de SAA, 1 ng/mL de
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LPS, controle de endotoxina, e além disso, utilizamos a IDO, uma enzima
recombinante produzida em nosso laboratério, como controle de molécula
recombinante que ndo passou por nenhum processo de purificacdo. Através do
teste de LAL verificamos que a SAA, o LPS e a IDO apresentaram uma atividade
de endotoxina de 3,6, 5 e 421 UE/mL, respectivamente.

O proximo passo foi submeter a SAA e a IDO por um processo de
purificacdo. O método escolhido foi 0 de separagao por duas fases com Triton-X,
utilizado para purificagdo de proteinas recombinantes. O principio do método
consiste na ligacao da endotoxina presente na amostra ao detergente. Apés trés
ciclos de purificagdo com o detergente, através de gel de poliacrilamida,
observamos uma perda drastica na quantidade da proteina de SAA purificada
quando comparada a SAA que nao passou pelo processo de purificacao (Figura
12). Em seguida, foi realizado novamente o teste de LAL. Verificamos que a
preparacdo de SAA passou a conter uma atividade de endotoxina superior a da
inicial, por volta de 221 UE/mL em 10 uL de amostra. Por outro lado, 0 método se
mostrou eficiente para remocao de endotoxina da IDO, pois a preparacao de IDO
passou a ter uma atividade de endotoxina de 0,5 UE/mL. Sabe-se também que
este processo foi eficiente para remogdo de endotoxina de preparagdes de

ovalbumina comercial.
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Figura 12: Gel de poliacriiamida da SAA antes da purificacdo e depois da
purificacdo pelo método de separagdo por duas fases com Triton-X. Foram
utilizados 1 e 5 uL de SAA antes da purificagdo, que correspondem a 1 e 5 ug, e 8

uL de SAA depois de purificacao.

8.1.1.8 LPS n&o induz produgédo de NO similar ao da SAA

Uma vez que houve perda da proteina de SAA, o que impossibilitou 0 seu
teste, assim, utilizamos outras estratégias para excluir a participagdo de
endotoxina contaminante nos efeitos promovidos pela SAA. Uma delas foi uso de
diferentes concentracdes de LPS de E.coli, padrao de endotoxina, com as quais
monitoramos a producado de NO e comparamos com a producao de NO induzida
pela SAA em concentragbes diferentes. As concentracées de LPS empregadas
foram 0,1, 1 e 10 ng/mL, que correspondem 0,5, 5 e 50 UE/mL. As concentracdes
de SAA utilizadas nestes experimentos foram 1 e 10 ug/mL, que correspondem a
uma atividade de endotoxina de 0,36 e 3,6 UE/mL. Observamos que o LPS nas

concentracées empregadas ndo induziu produgdo de NO semelhante aquela
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induzida pela SAA (Figura 13). E importante salientar que a producdo de NO

induzida pela SAA foi sempre superior ao do LPS.
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Figura 13: Efeitos da SAA e LPS na produgdo de NO. 2,0x10°células/mL foram
estimuladas com LPS nas concentragcbes acima mostradas e com SAA nas
concentragées de 1 e 10 ug/mL e mantidas em cultura durante 48. Os dados
representam a média e desvio padrdo de trés experimentos realizados em

duplicata.

Além disso, verificamos se havia um sinergismo entre SAA e LPS. As células
foram estimuladas com SAA (1 ug/mL) + LPS nas concentragbes de 0,1, 1 e 10
ng/mL. Nas condi¢gdes ensaiadas, constatamos que ndo houve aumento da
producao de NO na presenca dos dois estimulos (Figura 14). Tal achado nos

indica possivelmente que ndo ha efeito sinérgico entre SAA e LPS.

66



50+

5,36 UE/mL
0,36 UE/mL 0,86 UE/mL 50,36 UE/mL

40

30

20

Nitrito (uM)

10

1 0,1 1 10

SAA ug/mL  SAA 1ug/mL + LPS ng/mL

Figura 14: Efeitos da SAA + LPS na produgdo de NO. 2,0x10°células/mL foram
estimuladas com SAA (1 ug/mL) + LPS nas concentragbes de 0,1, 1 e 10 ng/mL e
mantidas em cultura durante 48 horas. Os dados representam a média e desvio

padrao de trés experimentos realizados em duplicata.

8.1.1.9 Efeitos de Polimixina B e Proteinase K na producao de NO induzida
pela SAA e LPS

Outra estratégia utilizada foi o pré-tratamento da SAA com polimixina B
(Poly B), um lipopeptideo ciclico que se liga de forma estequiométrica ao lipide A
do LPS e bloqueia seus efeitos (119), e com proteinase K (PK), uma serina-
protease que cliva ligagbes peptidicas em sitios carboxilicos de aminoécidos
(120). Em paralelo foram realizados experimentos com LPS, como controle
positivo. Evidenciamos que o pré-tratamento com Poly B ndo alterou producgéo de
NO promovida pela SAA (Figura 15A). Entretanto, o pré-tratamento de LPS com
Poly B, promoveu uma diminuicdo drastica da produgcdo de NO quando
comparada com auséncia do pré-tratamento (Figura 15B). O tratamento com PK,

no entanto diminuiu a producdo de NO induzida pela SAA em relagdo 0s seus
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efeitos sem tratamento (Figura 15C). Por outro lado, o tratamento com PK nao
interferiu na producao de NO induzida pelo LPS quando comparada a do LPS sem
tratamento (Figura 15D). Tais resultados indicam mais uma vez que os efeitos

promovidos pela SAA nao é devido a presenca de endotoxina contaminante.
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Figura 15: Efeito do pré-tratamento com de Poly B e PK na produgcdo de NO
induzida pela SAA e LPS. SAA (10 ug/mL) ou LPS (0,1 ug/mL) foram pré-
incubados com Poly B (25ug/mL) ou PK (10 ug/mL) durante 45 minutos a 37 C e
apos foram adicionados a culturas de macrofagos e incubados por 48 horas. Os

dados representam a média e desvio padrdo de trés experimentos (*p<0,05 vs.
LPS; **p<0,01 vs. SAA).
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8.1.2 Discussao

Neste estudo descrevemos uma nova atividade imunomodulatéria da SAA,
a producao de NO por macréfagos. Observamos que os efeitos da SAA sobre a
producé@o de NO é similar a outros mediadores inflamatérios como fMLP, MCP-1 e
LPS (121 - 123). Além disso, outros indutores que apresentam a capacidade de
induzir a producdo de NO necessitam obrigatoriamente da presenca de outro
estimulo, como no caso da flagelina e do taxol (124, 125), o que nao se aplica a
SAA. Outro fato importante que deve ser levado em consideracao, é que o uso de
anticorpos anti-TNF-a nos indicam que os efeitos da SAA na producdo de NO
podem ser um efeito direto da sua agao.

A producao de NO foi dependente da concentracdo de SAA. Quando
avaliamos a producao de NO em relagdo ao tempo, verificamos que nos tempos
de 24 e 48 horas nao houve diferenca na producao de NO induzida pela SAA. Tal
achado coincide com a literatura, que relata para diferentes estimulos, um
aumento na producdo de NO a partir de 12 horas de incubagao até 24 horas
seguida de uma producao estavel até 48 horas (126).

Mostramos que a produgcdo de NO promovida pela SAA em macréfagos
primados in vivo com Con A é maior do que a producao de NO em macrofagos
residentes. Con A é um ativador policlonal de células T e mimetiza a ativagédo de
macréfagos por IFN-y. Além disso, ha estudos que indicam que Con A via
intraperitoneal é responsavel pelo o aumento da atividade de macréfagos (115-
117).

O IFN-ypromove mudancas em macréfagos como a pré-ativacao, isto €,
deixando-os mais sensiveis frente a um segundo estimulo (127). Um dos efeitos
mais bem descritos do IFN-y € o seu efeito sinérgico com LPS na producao de NO
por macrofagos (128). O que se observa em relagdo aos dados com SAA na
producao de NO por macrofagos primados Con A possivelmente seja um efeito
sinérgico entre IFN-y e SAA, isto é, a SAA e o IFN-y poderiam atuar ativando vias
diferentes, que culminaria na ativacao de genes relacionados a producao de NO,
em consequéncia disso, ocorre um aumento da producao de NO.
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Em relacdo ao IFN-y, sabe-se que no momento que houver a ativagdo do
receptor de IFN-y, este se dimeriza e induz a fosforilagdo de proteinas
transdutoras de sinais e ativadoras de transcricao, as STATs. As STATSs ativadas,
dimerizam-se e translocam-se para o nucleo. No nucleo, as STATs aumentam a
expressao do fator de transcricdo, o IRF-1, este por sua vez se liga a uma regiao
especifica no gene promotor da iINOS levando a expressdo do gene iNOS, e
consequentemente producao de NO (129). Em relacdo a SAA, foi mostrado que
de muitos dos seus efeitos na indugao de citocinas e de outros mediadores ha o
envolvimento da ativacdo do fator de transcricdo NFxB, importante fator de
transcricao que regula a transcricdo de muitos mediadores inflamatérios, inclusive
a producdo de NO (65). Diante disso, sugere-se que 0 possivel mecanismo
envolvido na producdo de NO induzida pela SAA por macréfagos primados com
Con A, seria o sinergismo entre fatores de transcri¢cdo induzidos pela SAA e IFN-y
(Figura 16 ).

Uma outra hipétese para este aumento da producdo de NO induzida pela
SAA em macréfagos primados com Con A pode ser devido ao fato que IFN-y
aumenta a expressao de receptores tipo Toll-like, dentre eles o TLR4 (130), a
expressao de co-receptores e a expressao de moléculas acessorias (127). Assim,
néo descartamos que esse conjunto de efeitos promovidos pelo IFN-y poderia
facilitar a atuagdo da SAA, por exemplo, pelo aumento da expressao de TLR4, o
que levaria a um aumento da producao de NO (Figura 16).
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Figura 16: Mecanismo proposto para producdo de NO induzida pela SAA por
macrofagos primados in vivo com Con A.

Investigamos também o mecanismo de transducao de sinal envolvido na
producdo de NO induzida pela SAA em macréfagos. Os dados obtidos com o uso
de inibidores imidazolicos mostram a participacdao de p38 e ERK1/2 na producao
de NO promovida pela SAA. A ativagdo dessas serina-treonina quinases torna-se
importante pelo fato dessas quinases estarem ligadas a expressao de genes pro-
inflamatorios (108). Tal achado foi mostrado também para outros estimulos como
fMLP, MCP-1 e LPS no mesmo tipo celular (121-123).

A producao de NO induzida pela SAA em conjunto com a presenca da
propria SAA no foco inflamatério, seja pela sua producao local por macréfagos
ativados (15) ou pela sua passagem do soro para o foco inflamatério (6), nos
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permite inferir que alguns eventos importantes podem ser mediados pela SAA no
processo inflamatério. Dentre eles esta o aumento da atividade microbicida, pela
formagéo de peroxinitrito (ONOQO’), uma vez que a SAA induz a producdo de
espécies reativas de oxigénio (4) e de NO. Outro evento importante seria sobre a
viabilidade dos macréfagos. Sabe-se que a producdo de NO em altas
concentracées e mantida por tempos prolongados tem efeito de retardar a
apoptose, por prevenir a atividade das caspases e com isso tem-se a manutencao
da viabilidade e da integridade celular (131). Assim, como a SAA induz producao
de NO em altas concentragdes e por tempos prolongados, € possivel que a
manutencao da viabilidade dos macréfagos possa ser mediada pela SAA.

Como nos ultimos anos tém sido descritos novos ligantes para receptores
Toll-like, dentre eles destacam-se os ligantes enddgenos. Dada a similaridade
relacionada a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias entre as respostas
biolégicas da SAA com o LPS, investigamos se a SAA poderia ser um ligante
enddgeno do receptor TLR4. Observamos que a produgdo de NO promovida pela
SAA foi abolida quando utilizamos macrofagos das linhagens deficientes em TLR4
(HeJ e TLR4™). Esses resultados sugerem fortemente que SAA seja um ligante
enddgeno de TLR4. Até o momento quatro receptores foram descritos para SAA.
Estes sado: (i) FPRL1, o qual esta relacionado a liberagéao de IL-8 (39), IL-12 (30);
(ii) Tanis, expresso pelo tecido hepatico e regulado por niveis de glicose (40); (iii)
CLA-1, scavenger de HDL encontrado em células mononucleares (41); e (iv)
RAGE, um receptor recentemente descrito cuja ativagcdo esta envolvida na
liberacéo de tissue factor (32).

A partir dos nossos resultados, a SAA passa a integrar uma lista de
moléculas enddgenas agonistas de TLR4 que inclui as heat shock proteins,
heparan sulfato, fibrinogénio, fibronectna e HMGB1 (132). Uma das
caracteristicas em comum entre essas moléculas é que todas sdo oriundas da
injuria celular durante a resposta inflamatéria. Como os outros ligantes endégenos
de TLR4, a SAA também pode ser liberada no foco inflamatério. A SAA produzida
por macrofagos ativados (15) poderia atuar de forma autécrina na sustentagdo da

producao de NO e de outros mediadores pré-inflamatérios.
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O fato de haver ligantes endbgenos de receptores que, a principio,
pareceriam especificos para moléculas exdégenas desperta atencao. Uma hipotese
que vem sendo considerada € que esses ligantes enddgenos estao relacionados a
processos sépticos. Inicialmente, a reposta inflamatéria seria desencadeada pelo
patégeno, mas esta se manteria através da ativagdo de receptores Toll-like por
moléculas endogenas (133). A ligacdo da SAA ao TLR4 poderia amplificar e
sustentar a resposta imune durante o choque séptico. Neste sentido, sabe-se que
a SAA se encontra aumentada na sepse sendo que sua concentracao aumenta
com a gravidade (134).

A SAA, da mesma forma que os outros ligantes enddégenos de TLR4, néao
apresenta estrutura similar ao LPS. Entretanto, nas regides repetidas de leucina
nos receptores Toll-like ha sitios que beneficiam ligacdes com regides hidrofébicas
de moléculas (62). Assim, Matzinger e colaboradores (2004), levantaram a
hip6tese de que moléculas enddgenas poderiam se ligar a receptores como TLR4
através destes sitios hidrofébicos (62).

Dado que a SAA é uma proteina recombinante produzida em E. coli foi
determinada a quantidade de endotoxina presente na sua preparagdo. Como
observado através do teste de LAL, a SAA apresenta uma atividade de endotoxina
de 3,6 UE/mL. Sendo assim tentamos obter uma preparacdo de SAA totalmente
livre de endotoxina, através do método de separacao por duas fases com Triton-X.
Entretanto, no final do processo houve uma perda drastica da quantidade protéica
da SAA. Acreditamos que esta perda possa ter ocorrido devido a presenca de
sitios hidrofébicos na estrutura da SAA que reteve a proteina na fase que continha
detergente. Outra possibilidade é que devido ao seu baixo peso molecular, a SAA
nao é elegivel a purificacdo com este tipo de procedimento.

Diante da impossibilidade de obtermos uma preparacdo de SAA
completamente livre de endotoxina, utilizamos outras duas estratégias para excluir
a possibilidade de que os efeitos encontrados para SAA pudessem ser devidos a
endotoxina contaminante. Uma delas foi observar que LPS, na concentragcédo
determinada como contaminante da SAA e 10 vezes superior, ndo é capaz de

induzir producdo de NO semelhante aquela promovida pela SAA. A outra
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estratégia foi o pré-tratamento da preparacdo de SAA com polimixina B e
proteinase K. Observamos, nas condicdes ensaiadas, a inabilidade de polimixina
B inibir a producdo de NO induzida pela SAA. Por outro lado, o pré-tratamento
com proteinase K diminuiu a producao de NO. Quando este mesmo tratamento foi
usado com LPS, obtivemos uma resposta contraria a da SAA. E importante
salientar que os resultados obtidos com o pré-tratamento com polimixina B, nesse
estudo, sdo semelhantes a outros resultados obtidos em estudos que descrevem a
habilidade da SAA induzir IL-12 (39) e tissue factor (32). Diante de tais achados,
sugerimos que os efeitos promovidos pela SAA, no que diz respeito a producao de
NO e a sua ligacao ao TLR4, ndo s&o originados pela endotoxina contaminante.

Adicionalmente, verificamos se a SAA e LPS poderiam atuar de forma
sinérgica na produgcdo de NO. Nas condigbes ensaiadas, observamos que a
producao de NO induzida pela SAA + LPS é semelhante aquela induzida somente
pela SAA, sugerindo assim a inexisténcia de sinergismo entre LPS e SAA. O efeito
€ semelhante ao encontrado na liberacao de TNF-a na presenga de SAA e LPS
(3). Além disso, o comportamento da SAA difere de outras proteinas
recombinantes que atuam via TLR4, como é o caso da HSP60 que, além de ativar
o TLR4, atua de forma sinérgica com LPS (135).

Os dados obtidos com camundongos deficientes na proteina MyD88, uma
das proteinas sinalizadoras responsaveis pela transducao de sinal apés a ativagao
de receptores Toll-like, mostram que a producdo de NO induzida pela SAA
independe de sua presenca. Este dado sugere que outras vias de sinalizagao
estariam sendo utilizadas pela SAA. Uma das possiveis vias seria a da proteina
adaptadora TRIF que leva a ativacdo de IRF-3 e subseqliente inducédo de
IFNP (136). A ativagao dessa via induz genes denominados de tipo IFN que estao
relacionados com a producado de NO e IP-10 e que sao liberados numa fase tardia
da resposta inflamatéria (137) (Figura 17).
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Figura 17: Esquema do mecanismo sugerido para producdo de NO induzida pela

SAA via ativacdo do receptor Toll-like 4.

A SAA, como outras proteinas de fase aguda, esta relacionada a efeitos na
resposta inata pela ligacao a bactérias gram-negativas e atuacado como opsonina
(33). Entretanto, € evidente que SAA apresenta outras fungdes relacionadas com
a imunologia celular que inclui a habilidade de se associar com leucécitos, induzir
a liberacao de citocinas pré-inflamatérias (1-3) e sensibilizar leucocitos para a
producao de espécies reativas de oxigénio (4). A producao de NO induzida pela
SAA descreve uma importante funcdo imunoldgica para esta proteina,
previamente desconhecida. Muitos dos efeitos biolégicos mediados pela SAA,
como o aumento da atividade microbicida (138) e a angiogénese (139), poderiam

ser parcialmente mediados pela producéao de NO.
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8.2Efeitos da SAA na expressao e na liberacao de CCL20 e expressao de

fatores de crescimento por células mononucleares

O nosso grupo de pesquisa tem demonstrado que células do sistema imune na
presenca da SAA expressam e liberam citocinas pro-inflamatérias. Nesse capitulo
abordaremos os efeitos da SAA sobre a expressdo e liberagdo de CCL20,
importante quimiocina na transicdo da reposta imune para adaptativa, e 0s seus
efeitos sobre a expresséo dos fatores de crescimento M-CSF e VEGF por células

mononucleares humanas.

8.2.1 Resultados

8.2.1.1 SAA induz a liberagcdo de CCL20 por células mononucleares

Inicialmente, analisamos os efeitos da SAA sobre a liberagdo da proteina de
CCL20. Células mononucleares foram estimuladas com diferentes concentracoes
de SAA (8,5 — 34 pg/mL) e incubadas durante 12 horas. A determinagédo de
CCL20 foi realizada no sobrenadante das culturas celulares através de ELISA. A
produgao de CCL20 encontrada no sobrenadante das culturas foi dependente da
concentragdo de SAA (Figura 18). E importante notar que as concentracdes de
SAA empregadas sao inferiores aquela encontrada durante uma reposta de fase
aguda, onde a concentragao sérica SAA pode alcancar até 1mg/mL.
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Figura 18: Efeito dose resposta da SAA na liberagcdo de CCL20 por células
mononucleares. 2,5x10° células/mL foram estimuladas com SAA (8,5 — 34 ug/mlL)
e mantidas em cultura durante 12 horas. Os dados representam a médio e desvio

do erro de quatro experimentos independentes. (r=0,99)

O passo seguinte foi verificar a liberagdo de CCL20 induzida pela SAA em
relagéo ao tempo. Evidenciamos que SAA induz a liberacao de CCL20 durante 12,
24 e 42 horas de incubacgdo, porém nao foi observada diferenca significativa na
liberacao de CCL20 promovida pela SAA nos tempos empregados (Figura 19).
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Figura 19. Liberacdo de CCL20 induzida pela SAA em diferentes tempos por
células mononucleares. Células mononucleares (2,5x10° células/mL) foram
estimuladas com SAA (17 ug/mL) e mantidas em cultura durante os tempos
indicados. Os dados representam a média e desvio do erro de trés experimentos
independentes (**p<0,01 SAA vs. controle).

A SAA é um potente indutor da liberacdo de TNF-a (3) e como TNF-a
também induz a secregcdo de CCL20 (92), verificamos a possibilidade do
envolvimento de TNF-a na liberagcdo de CCL20 promovida pela SAA. Assim,
incubamos SAA (17 ug/mL) com anticorpo anti-TNF-a (5 ug/mL). Observamos que
a presenca de anti-TNF-o ndo inibiu a liberacdo de CCL20 promovida pela SAA
(Figura 20). Esses dados nos sugerem que a liberacdo de CCL20 seja um efeito
direto da SAA.
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Figura 20. Efeitos de anti-TNF-a na liberagcdo de CCL20 induzida pela SAA.
Células mononucleares (2,5x10°células/mL) foram incubadas com SAA (17
ug/mL) e anti-TNF- « (5 ug/mL) e mantidos em cultura durante 12 horas. Os dados

representam a média e desvio do erro de trés experimentos independentes.

8.2.1.2 Liberagcado de CCL20 induzida pela SAA é regulada a nivel

transcricional e translacional

Investigamos os mecanismos envolvidos na liberagdo de CCL20 induzida
pela SAA. Para isso células mononucleares foram pré-incubadas com um inibidor
de transcri¢ao, a actinomicina D (ACTD), e com um inibidor de sintese protéica, a
ciclohexemida (CHX). Inicialmente, as células foram incubadas com ACTD ou
CHX durante 30 minutos. Ao término da pré-incubagdo as células foram
estimuladas com SAA e mantidas em cultura durante 12 horas. Observamos que a
presenca de ambos os inibidores diminuiu a liberagdo de CCL20 induzida pela
SAA quando comparada a liberacdo induzida somente pela presenca de SAA
(Figura 21). Através do teste de azul de Trypan, observou-se que nao houve
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comprometimento da viabilidade celular na presenca dos inibidores (dado nao
mostrado). Estes achados sugerem que a SAA regula a liberagdo de CCL20 a

nivel transcricional e translacional.
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Figura 21: Efeitos da actinomicina D (ACTD) e ciclohexenida (CHX) na liberagcao
de CCL20 induzida pela SAA. Células mononucleares (2,5x 10°células/mL) foram
pré-incubadas com ACTD (10 ug/mL) ou CHX (100 uM) durante 30 minutos. Ao
final da pré-incubacdo as células foram estimuladas com SAA (17 ug/mL) e
mantidas em cultura por 12 horas. Os dados representam a média e desvio do
erro de trés experimentos independentes (* p<0,05 SAA vs. SAA com diferentes

tratamentos).

A seguir verificamos os efeitos da SAA sobre a expressdo de RNA
mensageiro para CCL20. Células mononucleares foram estimuladas com SAA (20
ug/mL) e mantidas em cultura durante 2, 4 e 12 horas para ensaios de expressao
de mRNA realizados através da técnica de RPA. A SAA promoveu a expressao
de RNA mensageiro para CCL20 em todos os tempos ensaiados, porém o maior
contetudo de RNA mensageiro para CCL20 foi observado em 4 horas de estimulo
(Figura 22). Além disso, em 12 horas enquanto observamos um aparente
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decréscimo da expressdo de RNA mensageiro para CCL20, verifica-se um
aumento da expressdo de RNA mensageiro para IL-10, uma citocina
antiinflamatéria (Figura 22).

IL-10- -
CCL20 -
Time (h)

SAA

Figura 22: Cinética de expressdo de RNA mensageiro para CCL20 promovida
pela SAA em células mononucleares. Células mononucleares (0,8x10” células/mL)
foram estimuladas com SAA (20 ug/mL) e incubadas durante os tempos indicados.
Os ensaios de expressdo de RNA mensageiro foram realizados pela técnica de
RPA, sendo a L-32 o nosso controle interno (constitutiva). Os dados sao

representativos de trés experimentos independentes.

8.2.1.3 Efeitos dos inibidores SB203580, PD98059 e toxina pertussis na
expressao e liberacao de CCL20 induzida pela SAA por células

mononucleares

Para determinar a via de sinalizagcao envolvida na expressao e liberagcéao de
CCL20 utilizamos os inibidores imidazdélicos SB203580 e PD98059. Observamos
que a pré-incubacdo com esses compostos seguidos da estimulagdo com SAA
inibiram parcialmente a liberacdo de CCL20 induzida pela SAA (Figura 23 A). O
mesmo efeito foi observado na expressdo de RNA mensageiro para CCL20
(Figura 23 B). Sabe-se que a atividade da SAA na indugado de citocinas ha o
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envolvimento do receptor FPRL1. Esse receptor € um receptor acoplado a
proteina G (tipo Gi). Sendo assim, verificamos se a liberagao de CCL20 promovida
pela SAA poderia ser mediada por esse tipo de receptor. Para responder essa
questao utilizamos a toxina pertussis (PTX), que atua no receptor acoplado a
proteina G inibindo a porcao Gi. Verifica-se que tanto a liberagcdo quanto a
expressao de CCL20 induzidas pela SAA foram inibidas parcialmente na presenca
da PTX quando comparada somente com SAA (Figuras 23 A e B).
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Figura 23: (A) Efeitos dos inibidores imidazolicos e toxina pertussis na liberagdo

de CCL20 induzida pela SAA. (B) Efeitos dos inibidores imidazdlicos e toxina
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pertussis na expressdo de CCL20 induzida pela SAA e como controle interno
usamos L-32. Células mononucleares (0,8 x10°) células/mL foram pré- incubadas
com SB203580 (10uM) e PD98059 (50uM) e toxina pertussis (0,1ug/mL) durante
15 minutos apos estimuladas com SAA (10 ug/mL) e mantidas em cultura durante
4 horas. Os dados sdo representativos de trés experimentos independentes
(*p<0,05 e **p<0,01 SAA vs SAA com diferentes tratamentos).

8.2.1.4 Expressédo de M-CSF e VEGF induzida pela SAA

Avaliamos também os efeitos da SAA sobre a expressao de alguns fatores
de crescimento. Para isso, células mononucleares foram estimuladas com SAA
(20 ug/mL) e mantidas em cultura durante 2, 4 e 12 horas. A presenca de RNA
mensageiro foi analisada através da técnica de RPA a partir de uma sonda
contendo os transcritos acima citados.

A SAA induziu a expressao de M-CSF a partir de 4 horas e esta aumenta
até 12 horas de estimulacao com SAA. A expressao de VEGF foi estimulada em
todos os tempos de incubagéo, porém de forma mais branda quanto comparada
com M-CSF (Figura 24).
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Figura 24: Expressdo de RNA mensageiro para M-CSF e VEGF induzida pela SAA em

células mononucleares. Células mononucleares (0,8x10” células/mL) foram estimuladas
com SAA (20 ug/mL) e mantidas em cultura durante os tempos indicados e como
controle interno usou-se L32 e GADPH. Os dados sdo representativos de trés

experimentos independentes.
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8.2.2 Discussao

Neste estudo mostramos que a SAA induz a expressao e liberacdo de
CCL20 por células mononucleares humanas, sendo esta liberagdo dose
dependente. Em relagdo aos tempos ensaiados a liberacdo da proteina CCL20
induzida pela SAA foi constante no periodo de 12 a 42 horas. Evidenciamos
também que a SAA induz a expressdo de RNA mensageiro para CCL20.

A literatura mostra que a CCL20 é expressa por células do sistema imune
somente na presenga de mediadores inflamatorios, dentre eles TNF-a, IL-13, PMA
e LPS (87). Em neutrdfilos, por exemplo, estimulos como TNF-a e LPS promovem
a expressao de RNA mensageiro para CCL20 em 1 hora de incubagéo e esta nao
€ mantida em tempos maiores de incubagao (91). Em outros tipos celulares, como
células progenitoras eritréides, a expressdo de RNA mensageiro para CCL20
ocorre em 3 horas de incubacdo com TNF-a (88). Além de mediadores
inflamatérios, condicbes como a baixa tensdo de O, induz a expressdo e a
secregao de CCL20 por células mononucleares (90).

O que se observa em relacdo a SAA é que esta induz rapidamente a
expressao de CCL20 e esta expressao € persistente durante tempos longos de
incubacédo (12 horas). O fato de haver acumulagéo de transcritos para CCL20 em
2 horas de estimulacdo com SAA, o que se considera um tempo relativamente
curto, sugere-se que nao ha o envolvimento de outros mediadores, ou seja, que
este efeito se deve a acao direta da SAA. Além disso, com o uso de anticorpos
anti-TNF-a observamos que a producéo de CCL20 permanece inalterada, o que
reforga que a liberacdo de CCL20 seja devido ao efeito direto da SAA. Esses
resultados obtidos com SAA na cinética de expressdo de RNA mensageiro para
CCL20 sao muito semelhantes aqueles promovidos em condigbes em que ha
baixa tensdo de O, no mesmo tipo celular (90). Além disso, com uso de ACDT e
CHX inibidores de transcricao e sintese protéica, respectivamente, observamos a
inibicao da liberagdo de CCL20 induzida pela SAA nas duas condigdes ensaiadas.
Esses resultados sugerem que a producdo de CCL20 promovida pela SAA

depende da regulacao a nivel transcricional e translacional e que corroboram a
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hip6tese de que a liberagdo das quimiocinas se deve primariamente a regulacao
em nivel de transcricao génica (141).

A manutencdo da expressdo de CCL20 por tempos longos nos leva a
considerar que a SAA seja um estimulo mais persistente quando comparado com
LPS. No caso do LPS, em neutrdfilos, ha a necessidade da presenca simultanea
de outros estimulos, tais como fMLP ou IFNy, para manter a expressdo de CCL20
por tempos maiores (92).

Trabalhos que descrevem efeitos da SAA na liberagdo de TNF-a por
neutrofilos (3), IL-12, TNF-a e IL-10 por células mononucleares (27, 28), mostram
que a secrecao destas citocinas dependem da ativacao da via de sinalizagdo das
MAPKSs. O uso de inibidores imidazdlicos nestes trabalhos mostra o envolvimento
de p38 e ERK1/2 em menor ou maior grau nos efeitos promovidos pela SAA. Esta
mesma via também estd ativa na liberagdo de CCL20 induzida por LPS em
neutrofilos (92). Neste estudo, observamos que a liberagdo de CCL20 pela SAA
esta diminuida na presenca de inibidores imidazélicos. Na presenca do inibidor de
p38 ha uma inibicdo maior da expressao e liberacdo de CCL20 promovida pela
SAA quando comparada aquela promovida pelo inibidor de ERK1/2. Estes
resultados sao similares aqueles encontrados na liberagdo de IL-10 e IL-8
promovida pela SAA por células mononucleares e neutréfilos humanos,
respectivamente (27, 39).

A ativacdo das MAPKs € essencial para a expressdo de citocinas proé-
inflamatérias como IL-1B, TNF-o e IL-8 por estimulos extracelulares.
Adicionalmente, Lee e colaboradores mostram que a ativacao de p38 e ERK1/2 é
resultado da ativacao do receptor FPRL1 pela SAA (28). FPRL1 é um receptor que
atua via proteina G (tipo Gi) e é sensivel a toxina pertussis. Nossos resultados
com uso de toxina pertussis sugerem que a expressao e liberacdo de CCL20
induzida pela SAA dependem da ativagédo do receptor do tipo Gi, possivelmente o
FPRLI1.

Outros trabalhos tém descrito que os efeitos da SAA sobre a liberacao de
citocinas por leucécitos humanos dependem da ativacdo do receptor FPRL-1,
como é caso da liberacao de IL-8 (39), da expressao e da liberacao de IL-12 (29),
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da atividade quimiotatica (23) e agora a expressao e secregdo de CCL20. Deste
modo, fica evidente que a SAA para promoc¢ao dos seus efeitos sobre leucocitos
polimorfonucleares e mononucleares atue preferencialmente via ativagdo do
receptor FPRL-1.

A inducdo da expressao e liberacdo de CCL20 por SAA deve originar uma
atividade microbicida, ja que CCL20 apresenta esta atividade contra bactérias
gram-negativas. Além disso, a SAA parece nao atuar somente na modulacao da
resposta imune inata, mas também poderia ser um elemento importante na
transicao para resposta imune adaptativa. Essa hipétese é suportada pelo recente
trabalho que mostra que a SAA induz de secrecao de IL-12 (28). A IL-12 € um
importante modulador da resposta imune tipo Th1 por estimular células NK e
células T a produzir IFN-y, um fator importante para morte microbiana (142). Por
outro lado, a CCL20 modula o recrutamento tanto de células dendriticas como de
células T e B. Diante disso, acreditamos que a acao combinada de IL-12 e CCL20
contribui para reconhecimento do agente estranho e a conseqlente resposta do
hospedeiro.

Nesse contexto, observa-se que proteinas de fase aguda como SAA
apresentam um importante papel na regulagdo da resposta imune. Hepatécitos
ativados com LPS promovem um aumento da expressao da SAA apéds 4 horas,
indicando que a proteina é sinalizada de forma precoce (143). Adicionalmente, ha
indicios de que a SAA encontrada no foco inflamatério se deve a produgéo por
células locais, por exemplo, macréfagos ativados, bem como pela sua passagem
do plasma para o foco inflamatério (7). Assim, em muitos casos, a SAA poderia
atuar conjuntamente com outras moléculas na manutengéo da reposta imune. Em
um primeiro momento, agentes como LPS sinalizariam os primeiros eventos da
resposta imune e, num segundo momento, pela presenca de mediadores
endoégenos como SAA, contribuiria com a manutengdo da resposta imune pela
liberacdo de moléculas efetoras da resposta imune que promoveriam o clearance

de patégenos (Figura 25).

88



/ Produtos bacterianos

~

~ ERO,NOe
S

Citocinas

Figura 25: Esquema proposto para a resposta imune diante de estimulos
exogenos e a manutencgao pela SAA.

Além dos avancos na descricdo dos efeitos bioldgicos promovidos pela
SAA, ha evidéncias que esta proteina atue em certas doengas inflamatorias
cronicas. Nessas condicdes, se observa um aumento persistente das
concentracoes plasmaticas da SAA, como ocorre em pacientes diabéticos (5), e
também um aumento da sua expressdao em tecidos, como no caso da
aterosclerose (18). Assim, acredita-se que a SAA esteja envolvida na génese de
doencas inflamatérias crénicas.

A CCL20 também esta envolvida na manutengcao da inflamacgéao, na artrite,
pelo recrutamento de células T (144). Como a SAA também é expressa em sindvia
de pacientes com artrite reumatdide (145), acreditamos que, por essa producao
local, a SAA possa manter de forma autécrina o estado pré-inflamatério
caracteristico da artrite reumatoide pela indugéo da liberacdo de CCL20.

Além disso, a SAA, por ser expressa em alguns tipos de canceres, poderia,
de forma autécrina, manter a producao de alguns mediadores, inclusive a propria
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CCL20. As consequéncias da expressao de CCL20 por alguns tipos de canceres
(146, 147) nao é completamente conhecida, tem sido sugerido que a expressao de
CCL20 participe de mecanismos de escape de células tumorais (96).

Evidenciamos também que a SAA induz a expressao de M-CSF e VEGF.
Este efeito € similar ao desencadeados por PMA, GM-CSF, TNF-a e IFN-y na
inducao da expressao de M-CSF (148) e LPS (104) ou hipdxia (149) na indugao
de VEGF. Apesar dos resultados relacionados a expressdo de M-CSF e VEGF
serem preliminares, esta acao seria importante uma vez que o M-CSF contribui
para diferenciacdo de macréfagos e priming pelo aumento da expressdao de
receptores Fcy.(99). No tecido adiposo o M-CSF age na diferenciagdo de pré-
adipdcitos para adipécitos. Além disso, SAA e M-CSF se colocalizam em alguns
tipos de canceres e poderiam cooperar na atividade anti-tumoral, especialmente
via ativacdo de macrofagos e consequiente liberacao de IL-1B e TNF-a. Efeitos
opostos também sao esperados, pois ha indicios que M-CSF induz a formacao de
novos vasos via VEGF (150) e a SAA por sua vez também induz a expressao de
VEGF.

Em relacdo aos dados com VEGF h& descricio de que células
mononucleares expressam VEGF quando estimuladas com LPS/IFN-vy, sendo esse
efeito mediado pela producao de NO (151). Assim, sugerimos que a expressao de
VEGF promovida pela SAA possa ser mediada, por exemplo, pelo NO, um dos
produtos gerados pela SAA.

A expressdao de VEGF é mais um indicativo de que a SAA apresenta
atividade pré-angiogénica e que concorda com estudos que descrevem a sua
habilidade de induzir a formacao de novos vasos (139) e processos decorrentes
deste fenbmeno (152). Além disso, como a SAA esta associada a doencas
inflamatérias crénicas, por exemplo, o diabetes, é possivel que esta proteina
contribua, pela indugcdao de VEGF, para o desenvolvimento de complicacées
encontradas nesta doenga, como a retinopatia.

Nossos resultados de expressao de M-CSF e VEGF induzida pela SAA sao
a primeira evidéncia dos efeitos dessa proteina sobre fatores de crescimento.

Esses resultados dao suporte para estudos futuros no que diz respeito a
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investigacdo sobre possiveis efeitos da associacdo entre SAA e/ou M-CSF e
VEGF em doencas inflamatérias crénicas.
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8.3Efeitos da SAA na fosforilacao de proteinas tirosina quinases e MAPK

Além de verificarmos os efeitos bioldégicos da SAA analisamos o perfil de
fosforilagcdo de proteinas intracelulares. Neste capitulo apresentaremos o perfil de
fosforilagcao de proteinas tirosina quinases induzido pela SAA e a comparacao com
o LPS.

8.3.1 Resultados

8.3.1.1 Cinética de fosforilagdo de Tirosina Quinase e MAPK estimulada pela
SAA e LPS em células THP-1

Células THP-1 foram estimuladas com SAA (10 pg/mL) e LPS (10 ug/mL)
durante 2 horas. Observa-se que tanto a SAA quanto o LPS promoveram a
fosforilagdo de varias proteinas tirosina quinases (Figuras 26 A e B). A SAA
fosforilou fortemente varias proteinas entre 17 a 55 kDa até 5 minutos (Figura 26
A). O numero de proteinas fosforiladas pela SAA, bem como a intensidade de
fosforilagdo diminuiu em 10 minutos de incubacdo (Figura 26A). Quando
comparamos SAA com LPS, o que se evidencia é que o perfil de fosforilacao é
similar, porém a intensidade e o numero de proteinas fosforiladas sdo menores
para LPS (Figura 26 B).
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Figura 26: (A) Cinética de fosforilacdo de proteinas tirosina quinases promovida
pela SAA. (B) Cinética de fosforilagdo de proteinas tirosina quinases promovida
pelo LPS. Células THP-1 (1,0x10° células/mL) foram incubadas com SAA (10
ug/mL) ou LPS (10 wg/mL) durante os tempos indicados. Os dados sé&o

representativos de trés experimentos independentes.

Em tempos maiores de incubacgao, de 15 a 120 minutos, observa-se que o
namero de proteinas fosforiladas e a intensidade de fosforilacdo das proteinas
tirosina quinases induzidas pela SAA diminuiram (Figura 27A). Entretanto, na faixa
de tempo de 15 a 30 minutos, a proteina de peso molecular em torno de 24 kDa
permanece fosforilada pela SAA quando comparada ao controle (Figura 27 A). A
Figura 27 B mostra a fosforilagdo de proteinas tirosina quinases promovida por
LPS, a qual ndo apresenta grandes diferengas na intensidade de fosforilagao,

parecendo-se similar ao basal.
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Figura 27: (A) Cinética de fosforilacdo de proteinas tirosina quinases promovida
pela SAA. (B) Cinética de fosforilagdo de proteinas tirosina quinases promovida
por LPS. Células THP-1(1,0x10° células/mL) foram incubadas com SAA (10
ug/mL) ou LPS (10 ug/mL) durante os tempos indicados. Os dados sé&o

representativos de trés experimentos independentes.

Além de proteinas tirosina quinases de baixo peso molecular, foi avaliada o
comportamento das proteinas de alto peso molecular frente a estimulagdo com
SAA e LPS, em 2 horas de incubacdo. Até 10 minutos, a SAA induziu a
fosforilacdo de proteinas tirosina quinases dentro da faixa de peso molecular entre
72 a 130 kDa. (Figuras 28 A). E importante notar que existe um nimero bem
menor de proteinas tirosina quinases de alto peso molecular sendo fosforiladas
em relagdo as de baixo peso molecular, discutidas posteriormente. Na Figura 28
B evidencia-se a fosforilagdo de proteinas quinases induzida por LPS. O LPS
promove a fosforilacdo de proteinas de peso molecular entre 72 a 130 kDa, em
todos os tempos de incubacgao.
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Figura 28: (A) Cinética de fosforilacdo de proteinas tirosina quinases promovida
pela SAA. (B) Cinética de fosforilagdo de proteinas tirosina quinases promovida
por LPS. Células THP-1(1,0x10° células/mL) foram incubadas com SAA (10ug/mL)
ou LPS (10ug/mL) durante os tempos indicados. Os dados sdo representativos de

trés experimentos independentes.

Entre 15 a 120 minutos a SAA induziu a fosforilacdo de proteinas tirosina
quinases em torno de 72 e de 130 kDa. A partir de 30 minutos de incubacao as
proteinas permaneceram fosforiladas até 120 minutos (Figura 29 A). Além disso,
as proteinas em torno de 100 kDa que eram fosforiladas frente a SAA até 5
minutos nado voltaram a serem fosforiladas em tempos superiores (Figura 29 A). O
LPS promove a fosforilacdo de proteinas tirosina quinases de peso molecular
entre 72 a 100 kDa em numero maior de proteinas e com maior intensidade
quando comparada a SAA (Figura 29 B).
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Figura 29: (A) Cinética de fosforilagdo de proteinas tirosina quinases promovida
pela SAA. (B) Cinética de fosforilagao de proteinas tirosina quinases promovida
pela LPS. Células THP-1(1,0x10° células/mL) foram incubadas com SAA (10
ug/mL) ou LPS (10 ug/mL) durante os tempos indicados. Os dados sé&o
representativos de trés experimentos independentes.
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8.3.1.2 Efeitos da SAA na fosforilagdo das MAPK

Com uso de anticorpos especificos identificamos algumas proteinas
fosforiladas em tirosina quinase. ldentificamos que a SAA induz a fosforilagdo de
p38, uma proteina que é fosforilada em serina/ treonina quinase e que também
apresenta residuos de tirosina (Figura 30 A). Em paralelo, mostramos também a
fosforilagcdo de p38 induzida por LPS (Figura 30 B). Quando comparamos o efeito
da SAA com LPS, o que se observa, aparentemente, € que a SAA fosforila com
maior intensidade a p38 em relagdo ao LPS, nos tempos ensaiados.

A B
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Figura 30: Fosforilacdo de p38 induzida pela SAA e LPS. Células THP-1 (1,0x10°
células/mL) foram incubadas com SAA (10 ug/mL) (A) e LPS (10 ug/mL) (B)
durante os tempos indicados Os dados sdo representativos de trés experimentos
independentes.

Também identificamos a ERK1/2, com o uso de anticorpos especificos. A
SAA induziu a fosforilagdo de ERK1/2 apés 30 minutos de incubacao, a qual
declinou em 1 hora, e voltou a ser fosforilada em 2 horas de incubacgao (Figura 31
A). Nas condi¢cdes ensaiadas, observamos o mesmo perfil de fosforilagdo para
LPS (Figura 31 B). De forma diferente do encontrado com p38, o perfil de
fosforilagdo promovido pela SAA, aparentemente, é semelhante ao promovido
pelo LPS.
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Figura 31: Fosforilacdo de ERK1/2 induzida pela SAA e LPS. Células THP-1
(1,0x10° células/mL) foram incubadas com SAA (10 ug/mL) (A) e LPS (10 ug/mL)
(B) durante os tempos indicados Os dados sdo representativos de trés
experimentos independentes.
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8.3.2 Discussao

Neste estudo mostramos a cinética de fosforilagdo de proteinas tirosina
quinases promovida pela SAA. Dentre as proteinas fosforiladas pela SAA,
destaca-se a faixa de proteinas de peso molecular entre 17 e 55 kDa. Esta faixa
deve conter as proteinas da familia das Src Kinases (60 kDa), c-Jun N-terminal
Kinases (JNKs) e p38 (38 kDa), ERK1/2 (42/44 kDa) e as Cdks (33 a 35 kDa).

As proteinas da familia das Src kinases estdo envolvidas no recrutamento e
ativacdo de mondcitos, macrofagos, neutréfilos e outras células do sistema imune
e exercem importante papel na regulacdo da permeabilidade vascular e da
resposta inflamatéria (153, 154). A ativagdo de JNK e p38 promove a transducao
de sinal iniciada por citocinas e condigbes de stress, por exemplo, 0 stress
oxidativo. ERK1/2 sdo responséaveis pela proliferagdo de células frente a estimulos
como espécies reativas de oxigénio e éxido nitrico (108). As Cdks sao proteinas
com atividade catalitica, que regulam a progressao do ciclo celular (155, 156).
Estas sdao denominadas Cdk1, Cdk2, Cdks 4/6 e que associadas as ciclinas
participam de todas as fases do ciclo celular em maior ou menor grau.

Através de anticorpos especificos demonstramos que as proteinas
fosforiladas pela SAA, em torno de 38 e 42/44 kDa sao respectivamente, p38 e
ERK1/2 (Figuras 30 e 31 A). Estes achados corroboram alguns dos resultados
mostrados anteriormente nesta tese com o uso dos inibidores imidazdlicos, tanto
na inducao da iNOS (item 8.1.1.4, Fig. 6, p.51) como na expressao de CCL20 em
células mononucleares (item 8.2.1.3, Fig.23, p.81). O efeito de inibidores da p38 e
ERK1/2 também ja havia sido mostrado por nosso grupo de pesquisa na inibigcao
da producao de TNF-a induzida pela SAA em neutréfilos € mondcitos (4).

Ainda, dentro da faixa de 17 a 55 kDa, existe uma regido de baixo peso
molecular (17 a 24 kDa) que contém diversas proteinas fosforiladas de
identificagdo desconhecida. Além disso, ha uma regido de alto peso molecular (72
e 130 kDa) que sao fosforiladas pela a SAA. Nesta regido de alto peso molecular
devem possivelmente estar presentes as proteinas Raf (74 kDa) " 340 3! ¢ FAK
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(125 kDa), que estdo relacionadas com proliferacdo e diferenciacdo celular
(157,158). Estes dados podem auxiliar estudos futuros do grupo, uma vez que um
dos objetivos atuais é verificar a influéncia da SAA no ciclo celular em diferentes
tipos celulares. Estudos mostraram que a SAA atua na proliferacao de fibroblastos
(Hatanaka e colaboradores, em preparacao) e ha dados preliminares sobre a agao
de SAA no ciclo de linhagens tumorais.

A ativacdo de proteinas tirosina quinases promovida pela SAA, pode ser
devido a um efeito direto da SAA via ativagdo de receptores e consequiente
ativacdo de cascatas de sinalizagcdo ou pela modificacdo do estado redox da
célula, dado que a SAA induz tanto producao de espécies reativas de oxigénio (4)
como de NO, os quais estao envolvidos na ativacao de proteinas tirosina quinases
(159).

Consideramos que os estudos das vias de sinalizacdo ativadas pela SAA,
além de ajudar a apontar rotas relacionadas aos efeitos promovidos pela SAA,
poderiam identificar rotas especificas de SAA que sejam diferentes do LPS. Na
comparagdao com LPS observamos a fosforilagdo de diversas proteinas tirosina
quinase. A identificagcdo de muitas delas ja é descrita na literatura. Por exemplo, a
ativagcdo das MAPKs e das Src-quinases estdo envolvidas na produgdo de NO
(160, 161).

Os perfis de fosforilacdo, apesar de algumas diferencas nitidas em algumas
bandas, especialmente na regido de 17 a 33 KDa (Figura 23 A), foram muito
similares entre SAA e LPS. Este fato nos remete a idéia de que dois estimulos tao
diferentes em relagdo a origem e a estrutura utilizam rotas similares para
promover seus efeitos na ativacdo imune, especialmente no que se refere a
resposta inflamatéria, deve ter evoluido através do reconhecimento de motivos
moleculares do proprio hospedeiro. Pode-se imaginar que a existéncia de tais
moléculas propicia respostas envolvidas com a eliminacdo de patégenos assim

como as necessarias ao reparo de tecidos.
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9 CONCLUSOES

O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da SAA sobre as células
mononucleares. Primeiramente, em macrofagos peritoneais de murinos,
mostramos que a SAA induz a produgédo de NO. A utilizagdo de animais knockout
em TLR4 nos da suporte para a idéia de que SAA seja um ligante enddgeno de
TLR4, e que os eventos posteriores a ativacdo deste receptor independem da
proteina MyD88. Em células mononucleares humanas, descrevemos que a SAA
promove a expressao e a liberagdo de CCL20 e a expressao de M-CSF e de
VEGF. A utilizacdo de inibidores especificos nos faz supor que a ativagcado do
receptor FPRL1 seja o responséavel pela liberacdo de CCL20. Em relagéo as vias
de sinalizacao ativadas pela SAA, mostramos que p38 e ERK1/2 estao envolvidas
tanto na producéo de NO quanto na liberagdo de CCL20 estimulada pela SAA. Em
células THP1, mostramos o perfil de proteinas tirosina quinases sendo fosforiladas
pela SAA.

Com este estudo descrevemos novas atividades bioldgicas da SAA no que
diz a respeito a ativacdo das células do sistema imune, mais especificamente as
células mononucleares. Com estes efeitos da SAA sobre as células
mononucleares, reforcamos a hipdtese de que a SAA exerca uma atividade
modulatéria importante tanto nas fases iniciais como finais da resposta
inflamatéria.

Além disso, mostramos varias proteinas tirosina quinases sendo
fosforiladas pela SAA, os quais nos dardo suporte para o0 mapeamento de vias de
sinalizacao ativadas pela SAA em células que compdem o sistema imune. Quando
comparamos o perfil de fosforilagdo de proteinas tirosina quinases promovido pela
SAA com LPS, observa-se que perfil temporal e a intensidade de fosforilagdo de
tirosina quinases sao similares, mas nao idénticos. Isso se torna importante, pois
se trata de dois estimulos, um de origem endbgena e outro de origem exdgena,
que, a principio, ativam as mesmas vias.

Desta forma, o conjunto de dados mostrado nesse estudo permite uma
discussdao mais amparada das fungdes bioldgicas da SAA, bem como dos
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receptores e das vias de sinalizagdo utilizadas por ela. Assim, auxilia na
compreensdo de como se da o reconhecimento de diferentes motivos
moleculares, especialmente de moléculas do préprio hospedeiro por células do
sistema imune. O esquema a seguir delineia de forma simplificada os principais
achados deste estudo.

Receptor sensivel a PTX

e FPRL-
TLR4
\

Legenda

‘u.,,m.‘ { M' CS F = Fator de Transcrigéo
VEFG

iINOS*~
1

\/
PRODUGAO DE NO

Figura 32: Esquema que mostra os principais achados desse estudo dos efeitos

da SAA sobre células mononucleares.
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11 ANEXOS

11.1  Anexo | - Informagdes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretaria de Pé6s-Graduacao

Informacoes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado

1. O candidato fara uma apresentacdo oral do seu trabalho, com duracdo
maxima de trinta minutos.

2. Os membros da banca fardo a argiicdo oral. Cada examinador
dispora, no maximo, de trinta minutos para arglir o candidato, exclusivamente sobre
o tema do trabalho apresentado, e o candidato dispord de trinta minutos para sua
resposta.

2.1 Com a devida anuéncia das partes (examinador e candidato), &
facultada a arglicdo na forma de didlogo em até sessenta minutos por examinador.

3. A sessdo de defesa serd aberta ao publico.

4. Terminada a argliicdo por todos os membros da banca, a mesma se
reunira reservadamente e expressara na ata (relatdrio de defesa) a aprovagdo ou
reprovacdo do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na argliic3o.

4.1 Caso algum membro da banca reprove o candidato, a Comissao
Julgadora devera emitir um parecer a ser escrito em campo exclusivamente indicado
na ata.

4.2 Sera consideradoe aprovado o aluno que obtiver aprovag3o por
unanimidade ou pela maioria da banca.

5. Dulvidas poderdoc ser esclarecidas junto a Secretaria de Pds-
Graduacgdo: pgfarma@usp.br, (11) 3091 3621.

S3o Paulo, 18 de margo de 2005.

Profa. Dra. Bernadette D. G. M. Franco
Presidente da CPG/FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 05508-900 - S&ac Paulo - SP
Fone: (11) 3091 3621 - Fax (11) 3091 3141 — e-mail: pgfarma@ usp.br
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11.2 Anexo Il - Aprovagdo do Comité de Etica FCF-USP

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Comité de Etica em Pesquisa - CEP

Oficio CEP n® 013/2004

Sdo Paulo, 01 de margo de 2004.

limo(a) Sr(a).
Silvana Sandri

Vimos informar que o Comité de Etica em Pesquisa da FCF/USP, em reunido
redlizada em 16 de fevereiro passado, APROVOU o projeto “Expressdo de RNAmM e
liberagcdo de BlLys, G-CSF e VEGF induzida por Amildide Sérica A em neutrdfilos”
(Protocolo n® 224) apresentado por Vossa Senhoria, devendo apenas:

1) Tornar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido mais simples para facil
entendimento dos individuos da pesquisa.

2) Anexar Termo de Responsabilidade.

3) Anexar Declaragdo de Tornar Publico os Resultados.

Lembramos que apds a execugdo de 50% do cronograma do projeto,
deverd ser apresentado um relatdrio parcial, de acordo com o Artigo 18 — item C,
da Portaria FCF-111/97.

Atenciosamente,

TE=(

Prof. Dro. Valentina Porta
Vice-Coordenadora do Comité de Etica
em Pesquisa da FCF/USP

Orientador: Prof. Ana Campa
FBC

Av. Prof. Lineu Prestes, n° 580, Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 05508-900 - Sao Paulo - SP
Fone: (11) 3091-3677 - Fax {11) 3031-8986 - e-mail: rtrigo@usp.br
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11.3 Anexo lll — Aprovagdo do Comité de Etica em Experimental Animal

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Comissao de Etica em Experimentagio Animal - CEEA

Oficio CEEA n° 31/2006

S30 Paulo, 10 de maio de 2006.

limo(a) Sr(a).
Silvana Sandri

Orientador: Ana Campa
FBC

Prezado(a) Senhor(a),

A Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal — CEEA da FCF/USP, em reunido
realizada em 10 de abril do corrente, APROVOU o projeto “Amiléide Sérica A
(SAA)): agdo sobre células monociticas e angiogénese’ (Protocolo CEEA n°® 103),
apresentado por Vossa Senhoria solicitando apenas o que segue:

a) Esclarecimento sobre a possibilidade de ser usado analgésico no poGs-operatorio;

Sendo o que nos cumpre, reiteramos protestos de estima e consideracéo.

Atenciosamente,

Profa. Dra. Ligig Ferreira Gomes
Presidente da CEEA

Av. Prof. Lineu Prestes, 580 - Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 06608-800 - Sdo Paulo - SP
Fone: (11) 30913677 / Fax: (11) 3813-5093 - e-mail: rtrigo@usp.br
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11.4 Anexo |V - Ficha do Aluno

b . .:'
-‘ir 1..,." - Sistema Administrativo da Pos-

Universidade de Sdo Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9136 - 5083621/1 - Silvana Sandri

Email: ssandri @usp.br

Data de Nascimento: 05/08/1978

Cédula de Identidade: RG - 1057508325 - RS
Local de Nascimento: Estado do Rio Grande do Sul
Nacionalidade: Brasileira

- Farmacéutico - Universidade do Vale do Itajai - Santa Catarina - Brasil -
Graduacao:

1999
Curso: Doutorado Direto
Programa: Farmacia (Anélises Clinicas)
Area: Analises Clinicas
Data de Matricula: 04/02/2004
Inicio da Contagem de Prazo: 04/02/2004
03/06/2008

Data Limite:

Prof(a). Dr(a). Ana Campa - 04/02/2004 a 04/08/2008 E.Mail:

Orientador: anacampa@usp.br
Proficiéncia em Linguas: Inglés, Aprovado em 04/05/2005

120 dias

PIOMOgAGAO! pefodo de 04/02/2008 a 03/06/2008

Prazo para Aprovacgdo no Exame de 03/12/2007 (verifique em sua CPG se
Qualificacdo Segundo Regimento da P6s da  ela possui um prazo anterior)
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USP:
Data de Aprovacao no Exame de Qualificacdo: Aprovado em 30/07/2007

Data do Depésito do Trabalho: 03/06/2008

Titulo do Trabalho: Amlloide sérica A: efeitos bHIOIOgICOS
sobre células mononucleares

Data Méxima para Aprovacdo da Banca: 02/08/2008
Data de Aprovacdo da Banca: 20/06/2008
Data Maxima para Defesa: 18/09/2008
Data da Defesa: 04/08/2008
Resultado da Defesa: Aprovado

Ingressou no Doutorado Direto em
04/02/2004

Prorrogacdo em 30/11/2007
Titulado em 04/08/2008

Histoérico de Ocorréncias:

Situacdo Atual: Titulado em 04/08/2008
Impresso em: 29/08/08 08:26:02

"‘;I"' ""' a n u S Sistema Administrativo da P6s-Graduagado

Universidade de Sdo Paulo

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO
9136 - 5083621/1 - Silvana Sandri
. Nome da .. L. Carga Sit.
Sigla Disciplina Inicio  Término Horaria Cred. Freq. Conc. Exc. Matric.
Seminario
BMI5862- Diditico- 04/03/2004 16/06/2004 45 3 1000A N Concluida
4/2 cientifico em

Imunologia I
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FBC5723-
3/1

FBC5793-
/4

FBC5735-
1/3

FBC5748-
172

EDM5791-
4/5

MPT5760-
3/1

BMI5878-
2/1

FBC5815-
172

Mecanismos
das Interacoes
Patoldgicas
entre Células
Endoteliais e
Elementos
Circulantes e
sua
Importancia
em Processos
Vaso-
oclusivos

08/03/2004 11/04/2004 105

Seminarios em
Analises 07/04/2004 20/07/2004 30
Clinicas

Aspectos da
Biologia e
Bioquimica de
Neutroéfilos
Trabalhos
Cientificos: da 337005 11/05/2005 60
Elaboracao a

Publicacio

06/09/2004 26/09/2004 90

Metodologia

do Ensino

Superior

(Faculdade de 17/08/2005 02/12/2005 120
Educacio -

Universidade

de Sao Paulo)

Metodologia
de Ensino I:
Preparacgado
Pedagdgica
(Faculdade de
Medicina -
Universidade
de Sao Paulo)

Topicos em
gendmica 20/10/2006 30/11/2006 90
funcional

11/08/2006 03/10/2006 75

Metodologias
"Omics" para
Estudos 22/04/2008 28/04/2008 30
Toxicoldgicos

ey
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95.0 B

100.0 A

100.0 A

90.0 A

00 -

933 B

100.0 A

90.0 A

Concluida

Concluida

Concluida

Concluida

Matricula
cancelada

Concluida

Concluida

Concluida



Disciplinas: 25 25 35

Atividades
Programadas:

Seminarios:
Estagios:

25 35
Total: 25

Créditos Atribuidos a Tese: 167

Observacoes:
1) Disciplina(s) cursada(s) voluntariamente pelo(a) candidato(a) apds ter cumprido as exigéncias
regulamentares.

Conceito até 31/12/1996:

A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a
crédito; D - Insuficiente, sem direito a crédito; E - Reprovado, sem direito a crédito; I -
Incompleto; J - Abandono Justificado; T - Transferéncia.

Um(1) crédito equivale a 12 horas de atividade programada.

Conceito a partir de 02/01/1997:
A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a
crédito; R - Reprovado; T - Transferéncia.

Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.

Situacdo Atual: Titulado em 04/08/2008
Impresso em: 29/08/08 08:26:02
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Fanus - Sistema Administrativo da P6s-Graduagao

Universidade de Sdo Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO
9136 - 5083621/1 - Silvana Sandri
Comissao julgadora:
NUSP Nome Vinculo Funcio
55700 Ana Campa FCF - USP Presidente
85711 Ligia Ferreira Gomes FCF - USP Membro
2084641 Suzana Beatriz Verissimo de FM - USP Membro
Mello
2086358  Cristoforo Scavone ICB - USP Membro

3442534  Sandro Rogerio de Almeida FCF - USP Membro

Situacdo Atual: Titulado em 04/08/2008
Impresso em: 29/08/08 08:26:02
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11.5 Anexo V - Curriculum Lattes

Curriculum Vitae

Agosto/2008
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Curriculum Vitae

Dados Pessoais

Nome Silvana Sandri
Nome em citacoes bibliograficas SANDRI, S
Nascimento 05/08/1978 - Ronda Alta/RS - Brasil
Endereco residencial  Rua ltatiaia, 91 Apto:81

Vila Guarani, Sao Paulo

04310-010, SP - Brasil

Endereco profissional Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas
Rua: Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco-17, sala 25
Butanté - Sao Paulo
05508-000, SP - Brasil

Telefone: 11 30913741

Endereco eletrénico
e-mail para contato : ssandri@usp.br

e-mail alternativo : ssandri@usp.br
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Formacao Académica/Titulacao

2004 -

1996 - 2001

Universidade de S&o Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

Titulo: Amiléide Sérica A (SAA): efeitos biologicos sobre células
mononucleares, Ano de obtencao: 2008

Orientador: Ana Campa

Bolsista do(a): Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de

Nivel Superior

Graduagédo em farmécia-Bioquimica.

Universidade do Vale do ltajai, UNIVALI, Itajai, Brasil

Titulo: UTILIZAGAO DO POLIMERO QUITOSANA-FERRO(III)
COMO ADSORVENTE ORAL NO TRATAMENTO DE
HIPERFOSFATEMIA: estudos "in vitro e in vivo"

Orientador: Cristiani Biirger, Clévis Anténio Rodrigues

Formacao complementar
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2000-2000 Curso de curta duragdo em Curso de Atualizagdo em
Citopatologia.

Universidade do Vale do ltajai, UNIVALI, Itajai, Brasil

2003 - 2003  Curso de curta duracao em Curso de Atualizacdo em Hematologia.
Pontificia Universidade Catdélica do Parana, PUC-PR, Curitiba,

Brasil

Atuacao profissional

1. Universidade de Sao Paulo - USP

Vinculo institucional
2004 - Atual Vinculo: Pés graduacgéao ,
Enquadramento  funcional:  Bolsista, Regime:

Dedicagao Exclusiva
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2. Laboratoério Glauco Cesario Pereira - LGCP

Vinculo institucional

2001 - 2003  Vinculo: Farmacéutico- Bioquimico , Enquadramento
funcional: Livre , Carga horaria: 40, Regime: Dedicagéo
Exclusiva
Outras informacgoes:

Bioguimica responsavel pelos Setores:Hematologia, Parasitologia e

Urindlises

3. Servico Nacional de Aprendizado Comercial - SENAC

Vinculo institucional

2003 - 2003  Vinculo: Farmacéutico , Enquadramento funcional: Livre
, Carga horéria: 10, Regime: Parcial
Outras informacoes:

Aulas ministradas de Legislagdo Farmacéuitca para estudantes do

Curso de Capacitacao - Atendente de Farmacia
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Areas de atuacido

1. Bioquimica

2. Metabolismo e Bioenergética

3. Imunologia

4, Imunologia Celular

Idiomas

Inglés Compreende Bem , Fala Bem, Escreve Bem, L& Bem

Espanhol Compreende Razoavelmente , Fala Pouco, Escreve Pouco, Lé

Razoavelmente

ProducaoemC, T & A
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Producao bibliografica

Artigos completos publicados em periodicos

1. SANDRI, S., RODRIGUEZ, D., Gomes, E., MONTEIRO, H. P., RUSSO, M.,
CAMPA, A.
Is serum amyloid A an endogenous TLR4 agonist?. Journal of Leukocyte Biology. ,

v.83, p.1174 - , 2008.

2. BURGER, C., VALCARENGHI, D., SANDRI, S., RODRIGUES, C. A.
Cross-linking chitosan-Fe(lll), an oral phosphate binder: studies in vitro and in
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Is serum amylold A an endogenous TLR4 agonist?
Sltvara Sandr,” Dunla Rodrigues,t Elane Gomes," Hugo Paqueno Montero ¥

Momtchlo Russo,™” and Ana Campa®

Derartmeni of ®oinkea’ Anayel ana Tosirologsy, Faostty of Phormacrackes’ Scienos, and " Immunciogy,
Bomedica Science Instiute, Unersgy of Soo Foule, Brazt: and "Drpariment of BlochemtureModernior Brabos

UNIFESP, 320 Paailo, Brail

Absiraet: Semum mnvold A& (5AA) o elpssieal
nrue-phase pradein. i= produced predominanily by
hepaisevies in response oo injury. infecden. aml
inflanmmaden. [t bos heen shown thar SAA primes
leukoevies anid indues=s the expresion and releass
of proinflammarery eviokines. Here, we ropor
that 3AA induees N praduciion by murine peri-
taneal macrophages. Using specifie inhibdeors. we
ghowed that WO preductden was dependent an in-
dueible BO¥ synibnse thoreneh ibhe netivoden of
ERK 152 and pdt MAFKs. Moresver, SA& acdvity
wad ieerensel after pratesly=ia e not with polv-
myxin B o lpid A& aniagonise. Finally, we foaml
that Wi producden was dependent sn funeional
TLEA. n recopiar complex assaciavml with inmaie
immumiry.  Maeraphages from CARHHe] aml
CATHLAGSeCr mies locking a1 funedensl TLE4
did mwot respond te SAA sdmalation. In cenclosion,
aur study make: p povel sbseraten ibar SAA
might b an emilogensos agonist for the TLEA camn-
Mex s marcrophages. The contribwiion of this
fimling in amplifving innae mouniy doring the
inflammatory pracess is discossad. J. Lenbor. Eiol.
B3 11 TA=1 180y ZHkE,

Key Wordn Toll i reccpionr - emoopharer - nibie amids (N0

INTRODLICTICN

Indeciion, irauma, iInfammation, sires, and alher Injude can
prorake an archetypleal range of physiological changes,
colleztively known as ecute-phase response. Fan of this
responss conslats of an ineresssd prodoction and release of
sperific peute-phase protains such as semm anyloid &
(34 4), Coepcllve protain, mannose-binding prolein, and
alhars [L] The producilon of 544 & well @ other aouba-
phase proleins s usually Mggered by Inflammatory oypta-
kines such m 116, 11-1, and THF-x These cymkines are
produced malnky by acilveted mecrophages and monooyles
but also by endothellal ealls, lymphooyies, and other calls
[2]. 34 A sppears o have @ broad range of blologieal activ-
illas that inclodes immunomodulstion, llssue remodeling
[3]. and Immuneurveillance [2]. Wa hare charoetarized the
inmunomodulatary properties of 344 In neutraphils by
showing thal 344 Induces the exproession and ralems of

1174  Joursal of Lekocyis Biologry  Vabore 35 Hay 308
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inflammalocy eyiokines end enhanced responsa 1o opsanizad
parilelas [4—7]. Oihers hare shown that 544 mobllizes
inirecellular cakelum and silmulales cycloocy renase.-2 ax-
prazsion and PCE, synthesis [B -10].

A plathors of meports 0 recent years has shown that a
mmber of endogenaus molaules might also be potent aedve-
tors of TLRs frevlowad in ral. [11]% For insiones, Cheehi ot al.
[12], using macmphages Tom CUHHa] mioe wih poinl mu-
uation i 1he Tird gene, demonstratad thal meszraphags sbimu-
latian by recombinant human heal shook protain 6o frhHspanj
recpired Junctional TLRE4.

In ihe prasent sudy, we determined whethar S44 1s capebla
d ecilvaing TLR4. For this, we monlored the procucilon of
N0 by partioneal mecrophages siimulatad with SA4 1n TLR4-
suthcent and TLR4-daticlant mive strans, ds TLR4 sigmaling
includes the adaplor moleculo MyI®8 and actircbion of
MAPKs, wa also Invesiigaled whather MyDes debclency o
inhibition of speciic MAPKs infdvences N0 pmdueilon In-
cuead by SA4.

Here, we show thal marrophage activation by 544 is TLR4-
dapendent. The downsireem pathways inrolved in SAAdn-
duced N0 prodocton Inclida FRELE and p38 ecilvallon bl
ml the Myl== paihway. Wa suggest thal 544 might be an

andogenous TLHAL agonlsk

MATERIALE ANDY METHOOS

Raagants

PapreTech [ne. (Recky Hill, N], US4 supplied the th AL, Arzadiagic
ther supplier, the ek of endaivals. conlamicont i lowariban 0.1 ag'L
LEpraixin, and puriiy 1s gresier ibon G3%, = asased by S0EPACE gl
ared HPLC aualpses. Can A APML 1240, a8d sirepicorpsin wemm parchossd
fror Eipwes Charmical Ca, (51, Leals, M0, USAL Calbicslban Novshichan
Corp. (San Dega, CA, USA| wpplied pelpniaye B, FDosod,
SE2E5, Prinioes K v purchasd fom laskogn [San Diege, CA,
USAy AED Eysiecss (Miccespalis, N, TSL) swpplied the anii-mcam
TWT-a aniikcdy.

T o rew: Dopaiosest of Irmrclogy, Biosedical Scieson lasii-
tnim, Uni=eniiy of 530 Faala, Ae: Pred. Licoo Protes, 1730, CLP 033322000,
5t Paale, 5P, Eradl. E-rail: seonneiichasp br
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Animals

Tarak: C37HLE, CyHHelw, C1HHe] C3rBLADECCr, and MyDes—'=, 4-
iz B-wamk -cld exion wnder slasdard pal bagen-ires coaditicas, were bied inibe
brandiag usk ol the [reitinie of Bceedicd Schmens $3a Paula, Breil]. The
Taculiy cf Prormscsaiical Sckesces, Uni =ity af 53 Faaka Likical Corardi-
ixx (Bradl} approsad ol sqerdzanis

Administration of Con A

Whea isdicaied ihe animal wer injecied Lp. wih 30 pg Cea A {Can

Aprimed mocophoges) o snilk sldiss {meidenl xocophages) and woe
] 41 b ater tstzart

Calls and o=l culturs

Maciophoagrs wars obislaed from mice by wasking ibek poicosal coviiies
with & ml ice-ckd PHE. The colb from |-£ ikl Elal nrnlllll.lﬁid § Ll
£+ Lormin, 40, resmspercded in coopleie AFW- 1580 mad i, aod 3dasied
b 20 o 10" cdbaind. Toial and diferssitd coll counis wers peroosad an
Eered and sizinad cull vespersions with 003 crysial viakd disclsad o %
acaic acid (Brol wbtian). Cdl sesprraices meed imal axperizanis caiied
ol at bost B39 ruscropbapes, au [sdped by morphidagieal erieda. For cubur-
Irg, 109 pl ool susperaicn was plaied tnia exch wall af G-l faibaotiom,
tamp-culine plairs [Coming, Caming NY, USAL e caburas e inc-
bated 3 37°C and 2 OO,

N preduction

N predaciica. was quastibed by meswdag ik scoumebiion ai the sishl,
caibsting wwishallie, mirin |:'l'l:l{-:| i cubure parratsnis by the slasdeed
Crmm tioni 2w dmscribed danty [13]. Al 4 warn par-
framed in doplicsie asd sxprased 3 micreeeckes coscentiaion of N0

Irhibitors of MAPK

The eaparissis wih NAPK ieclede e use of 10 oM SHI0ES0 (2 g
MAPK takibkcd ar 30 uM Plascss p MUK TRK MEK.1). Thew ishib-
tian wers pretarabaind wih macropboge e 19 min balos the sdiziintian
of SAA arad then. culred for 24 b

Ircuzible MO synithese | NOS) sxprassion

NS papressicn wan reessued by Wakers blot anabyds of total cell eaai.
Iurhl'll. nlllnllllud i bafher condaining 30 md H-q:ll 120 mM Nall, 1.9
oM ¥zl 1 oM ECTA, 10% , 1% Tikoa X-100, sprofizin L
pamll l-.pqi.l it pgialy, axd 1 M PVEF, pH 75, contaluing phoepha-
tasn inkibkore Tetd call lpaies (50 pgdlas) wom maclead o B S05-

| amd Blotied cada shrecalalor sanis. Elin weee prabed
|l|l-| pulj:l-m.ﬂr.dbud]' agsiunst INDS [ED Traredarics labamicis, ED
Baicimrces, San Jais, CA, TEL] dikied 2 11080, Aiter incuhstion wiik an
approprisie HRP-coajugsied wcondary antibady, bls weie deeloped wilag

tha Poeca rpiem

Measursment of endotoxin activity

The erakioxda sctbdibe o thEAAL and LPS from Doferichia b 0111:B4
{Figma-Aldich, 5i. Loats, W0, T5A) wem deiermiced wisg the Lirsaba
asdecpn lpain [LAL) smay ki (Mo Whitsher, Wakenordlle, MID, TEA)
which w2 perfarred socoeding fa the mamafzciorer’s recomreachikns. Wa
fcand kst 10 pglml. AN preparsiion costsoed 24 esdaiczin unis (IL}Y
al, vhaws | aghl. LFE canisirad = Eliel.

Removal of endotoxin friom thiSas

Ta smove mudoad ssdoiccin of AL, we ubmitied cur prparstion o ke
Tricn K-L14 msibed a deicrbed by Akda and Pabwi [14] The thEAL wom
dilaied in fres axvdaiocin wakr i1 ﬂ-"l'll.l srdd the aclaticn v mibwniied da
baems b s cpchan of Trion X- 114 ssiracirs. Aflr sxch cpclm, the chSAL
conknd was deimiminsd by SDSFACE [L=9). Wa doured that after thres
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cyehs, tha proin yied w31 sy pear (e Leat oo thor 80% of the proiaa)
and thai the esdatcain lesed of thELA wa sirnibar fa the aviglaal tion
Fe ok ] thedl w1 ded ja e endoiaxin. Do cibar LPS-
conianinaind prodan, ssch = commardal OVA, chEhpen, or chID0) {dats recd
thowa. Tharnkore, we teed o picad thEAA proparaiica thioughet e eaper-
s,

Proteinass K digestion and polymysin B
treat et

Ta ezchk the affect of padble sedoicain crabaminris, prisioe K (33
ngml] or pelyapxn B (28 pgiel wan addad b SLA(LO p'nl] for 49 mia
2t 1772 in PES {panistalag ™" and Mg™ 7). The wampler v tes. 3dded
[ :q:l.'rr rabures, 18d 4Bk Liwr, the clitke concerintiaas wem deiar-
roimed.

Statistical analysis
The sativiical anakywis camisied ol ibe cos-way ANOVA with ke Stadeni-
MNewrman-Kau b tipk campariicas =,

BESLLTS

SAA Iinduces MO production by resident and CGon
A-prirmad rna:r-:-pﬁa.g

Wa first dalermined whelher 544 potvates rasident pertoneal
nacrophages for the poducilon of N0, As shown in Figurs
14 SAN Induced the pmduction of NOin a dose-dependanl
namar. N0 production wes bolosr detecHan ab @ coneenimatian
of SAA lower than 003 pg'ml idada nol shown). Nexd, wae
evalugtad the N0 production 24 and 48 h eiter S84 siimuls-
tion (Fiz. 1B) Al 48 h, although the production of H0 was
higher than thal chiained in 24 h of meemphage culiunes, 1
was nal sigtistically significant. Finally, we deleminad the
preduction of §0 by Con A-poimed macrophages. We have
previousky shosen thal Lp. injection of Con &, a palyelonal T
cell actiraior, anhancas radowe mecrophags funcllons [15-17].
Thus, io verily whether Con A primesd macrophages wara mara
mspnsiva 1o 544, wa collecled mezrophages from mles In-
Jerkal with 10 pr Can A [t wes fond that the produellon of
NO by Con A-primed mecrophages was higher than thal ob-
lunid with resddant nasraphages (Flg. 10).

We concluda thal 344 15 a polent Inducar of N0 and thal
N0 production augments In Can A-primed marophages.

Irezbesment of MAPES but not THF-= in MG
prosuction

Wa hgve previcusly shawn thal 544 Induces the cxpresadan
and production of THF - in human newmophils [4]. Clven the
dacl that THF- is invalvad In MO production (reviewsd in rad.
[15]), wa evalupted whether the addtion of anil-TNF-z anil-
badies could affect N0 production. &s shown In Figurs 24,
Iraatment of maorophage cullues with anb-TNFaa anilbody
clid nol Inhibie 50 production. Nat, we cxamined the nvove
ment of MAPKs In 50 productan, e MAPEs are inrolved In
THF-z producilon [&) and ather Inflammalory mesd flors 179,
0] Werusad two highly selectivs p=a ond ERKLZ inhibilors
(5Bovans0 o PORE0s0, respectively] o treal mecrophagas,

Sondri ef ol Bk acHvabes TLE4 an macraphages 11TE
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el e 4 b (%, Pepal). Tha doia spemieei the seemge 2 30 of thes o Bre expedzenis periamed ts duplicae,

Afler 12 min of Incubation, marrophare cullures wens exposad
bo S Jor 24 h, and the X0 production and 1508 awpression
ware celerminesl. Bofore perfoming these experiments, we
delermined cell vishlllty siter incubetion with 10 pM
SRzozE0 or 30 M POoe020. We tound that b these con-
cefiirations, he Imidemle iphiblkors were nob cylmioxic, as
assessad by the trypan blue @wclusion tesi (data not shown).
Fioure 2 B oand C, shows that both inhibiors cansed a simt-
kant decram= in SAA-Induced N0 production and 1505 ax-
pressdon, with 5B bang more effertino,

Furetioral TLR4 i requirsd for MO production
induced by S48

Acule-phase proleins are endogencous mokeuks. that ulil-
matedy ampllfy Imale Imnune rasponses, Although mest of
tham are Involvel In apsonlzation end hkosd clotting, SA4
appsars o be dnrolred in leukocyle activation and e such,
resambks the metvliles arcked by LPS (oylokine praductan
and B0 generation). Theretore, we inrestigakal whather SAA
might b an andoganous TLR agonist. To test this hypothosis,
wit 1B o motse sirales, C3IHHa] and C37BLACSoCr, with
defects In ihe pene ancoding ihe TLHY conple: that

resulls In unrespansireness bo LPS [21] As shown Figurs 3.
A ard B, meemophages fmn TLR4-deficken] strains did nol
preduee simifcant amounls of 5O upen SA4 siimulation. In
contreed, N0 producilon Induced by S44 was robust In C3H
HePee or Bo mice. In addition. we inrestimaled whather
WyDes, an edaptor molerule of TLR4 simaling, was Invalvad
in the production of N0, We found thal ¥0 production by
macrophages from MylEesdeficken) mice was similar to wild-
wpe [Be) macrophares (Fik 3C). In summary, or dais indi-
coba lhat funellonal TLE4 bot nol MylE8 mokeou ke 15 maquirad
for SAA-Induned N0 praductan.

Ercdotorin contamination doss not reproduce
SAA-nduced MO production

To ruke out the possible 1FS affecl, we mnpaned the X0
preduction Inducsd by SA& o soncentrallons of 10 and
1 ppmL with thoss obtalned with Incraming concentrations of
LFE with ElVmL rangling from 003 b 50, @ detemined by
LAL. As shown in Figure 4, 344 at deses of 1001 1 pe. which
contained, respeciivaly, 6 and 0.%6 EQmL, Indueed a sig-
ntfeant N0 production. [n conreed, LP5, exhiliiing similar
Eliml, o not drigger & shmificanl ¥0  peoductan

A E i
154 oy 1
Ims
F .. 1 -
38 ¥
£ 5 p-actin
’ =1 .
- 1" [
' i [ AR A-TRE Bas 344
Fig. 2. (L] Eifecis of 2n8-THF-x |2 pgml) tn ibe ¥0 pacdectice isdaced by 5L [10 ugml) in paikcssal mecrophaps colimn @ i jar 45 h Tham

fizari: ciileronce beiwem pea

The ddxis ropreseni svoage = 50 of ot kost ihres eapaticcesin. (B asd O Efecis of SH305280 (5H; 10 M asd

Feoa [ 50 u M| in e N0 pradeciion and INDE indecad by S0 |1 ug'ml)an pariaseal zocrophags The cally warn prelscubaied with iba Inkibios
LS rodn babare 5L stiornlstion and cubured far 28 5. Thedais sre spsiesistien of o leni e esperisess.
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N0 praduchian, [**,

maimes bo be delerminad whelher these hydmphahic reglons ane
eritical for TLR4 simaling by SAA

Tha production of N0 in mesponsa o SAA by macmphages
trom TLRE4-suficlen! mice was dosadepandenl. As purified,
endogenous TLR4 aponists are wsually obtaned from ra-
conbinant becteria, @ major coneamn dn relation e our
resulls s whether the racombinant SAA was contaminalsd
wilh endotoxin, Thus, we hrd determined the endoloxin
gelivity prasent In SAA and found thal 10 wg SAA canlained
A& ElVmL, which 1s near 1 ng 1LFS. Then, we submitied our
rhSAA praparallon 1o the Triton X-114-phass separallon
malhod, bub wa could not remove LES fram our SAA prap-
gration. This was not the ease when we used othar 1FS-
conlaminatad probens. The lew recorary obiained with
rhSAA and the difficully in puriying 3A X by Tribon X-114
traniment are probably o result of the fact thal hSAA has
hydmphable sites and low molecular welght. Thus, bo ule
oul the possibility that MO preduction Is @ resull of LFS
conlaminition, wa ussd two experinenial approaches thet
have baen used by olher authors when the SAA preparallon
is not LP5dres [27-20]. Fird, we added LFS gi o different
conceniration slating wiith & sinilar conceniration that wa
dalacted In cur SAA preparalion and Inereasing the con-
centration to Loe o Looufold. We found 3 Elfml LPS,
which 13 equivalent to 1 ng, Induced nagligibla praducilon
of N0 by residanl mae h Simlfcant whon of
N0 wem only chearved with a lanfold- higher doss, and the
amount of N0 produced was roughly threatold lowar than
that Induced by SAA. Even with concenirations of LFS
1fold highar, tha N0 produciion was siill kever then thet
ablained with 3AA (deta not shown), We also rulad oul a
passible synergism behwean SAA and 1FS, as addibtion of
LF= at different doses o 1 pg 544 did nol enhanca KO

1172 Joursal of Lenkoeyie Elelegy Valars 35, May XAH

ar LPE (0.1 gl Bafraw sckdiiien ai i ar 1T,
"'""||.|"rd. arkFK 50 o'l far 48 min. {4 Foly B doss ooi ichibii de 54 A-tsduced N0 produciion.
iH) Paly E nkibits 115 inchuced “:'PId.Iﬂhl" Pazp ), 15 P iresimani shrogaind §AA-brduesd
20, 1). 0§ PK iresireani dea ooi affect LPS-induced N0 produciion. Tha dhia
=40 ol st beasi throw sxparinemie

wpresri ihe reres

ol N0 by phap detmrmirsd 4% h s tarabagon with TAAL (L0 petl)
|'rrrrpuhnbudﬂhrlbrr|"d:rﬂ

produciion. Second , prelreatment of 344 solution with pok-
myxin B did not interfers in N0 productlon. In conired,
praireatment of SAA with proleinese K decreased 34 A4-
Inducad MO procuction sLmifcanily.

Wt also found thal SA A stlmulatad the production of THF-o
[6], which subsequantly eould Induce X0, However, wa
axe ludésl tha pariielpation of THF-x In medialing X0 pro-
duction, as neutralizing anilbodies against TNF did noi
Inhibl 54 A-Induced N0 relesss, The inducion of IN05
exprassion and N0 proeduction by SAA was dependent an
pE and ERKLZ pathways, as spactic MAPE (nhibltors
SPooaaE0 and PDOBCSD Inhibitad IN05 expression and N0
praduciion. This finding 1s Ln agracmant with the reocgnizad
signaling palbway for IN03 axprassion promoled (n maero-
phages by other silmuli [19, 20] and In ather call 1ypas | 20].
Woreover, priming of maerophages by In viva injection of a
plant lectin Con A resulied In an enhanced producilon of
N0 aiter stimulallon (n eitro with SAA, Con & 15 & poky-
clonal T call metiralor and minkes an 1FN-p-depandent
macrophage acllrallon as previously reporied [13-17] (re-
rlawed In raf [31]). Thus, It Is Hkady thal anhanced N0
producilon resulted from 2 synargy betwaen 1FN oy sl maling
and SAA simaling through the TLR4 molscule

Rasulls obtaned in MyDesdahelont mice ind k2ata thet this
paihway & dispareable far SAA-Indueed '\'(me-duﬂ.lm Thu:
I 1s lkaly that the Tell/TL-1RK domal
inducing IFN & pathway might bs respansible fiar N0 | -
duction [32]. Altheugh a functional TLRA is resquirad for N0
praducilon, wa do not know whether sddillanal receptors ara
Invalved in optimal TLR4 signaling It 15 known that SA&
Inleracis with al lsast four disinel recaprars: frmyl pep-
lideracaplar Lks-1, found In neutrophils [33]; Tanls, ex-
prassad on the hepatic tissue [347 CI96 and [ysosomal
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] Iru:. B [TLE4-mif=ieni TLH.-I."'-I ared CETRLMOSAr [TLE4-dabcioni (TLR4]. The plndln:llu ol N0wm

sbolisbed In n.:lqi‘l.'n_rl fram TLRi-dr;v:k:l {CSHHel and C2THLADSC) when corparad with TLR 4-subckoni micn (* %, J =0 003 (T Etlecia of AR i the

prach o N in

(FIr. 4. LF5 onky Induced a simificant X0 ralsmse when 30
ElimL LPS was added io the cullums, Howaeer, tha leeals of
N0 produced o this dose of LPS ware about one-thind of that
ablainad with 10 pr'nl 344 (Fir. 4). Another peasibihiy was
ll'ul SA& and 1P% arl In a smergisle way, To test this

hypothesiz, we sdded 1PS al ieceing comemniration o 1
prmL 544 As shown in Figure 4. sddidon of LFS up o 30
ElfmL did noi enbance N0 |:m|:||.r:ﬂn:|n ruling cut, 1hemstora,
the passibile symorgisiie efiec of LFS on SAL sctivity.

Proteirass K bt not pelymyein B impairs
SAAAnduced MO production

Finally, we tested whether polymyzin B of pmieimse K treal-
ment would affect rhSAA actirlty. Pelymyzin B 1s & eationle
eyolle Upapsplide that binds sidehiometrically o the lipld A
mekdy of LPS and Hocks iis bickgkal afiecls, wherae po-
tednses K 15 @ sarine prolesss thal cledvs peptida bonds af the
earborylle sas of amine adds [22, 23]. Wa tound that poly-
myxin B sdded o 544 did nol aifert N0 prduction, and &s
addillon ta LS ntally abmpated the N0 production (Fig 5. A
ard M. Convarsaly, proteines K trastment inhiliied N0 pooe

A g

FLERF LS

LPS rgamd

hrorn B4 Iu'lH-l_rp: W] and WyDwa ™'~ Thia chaia sepuemant: the amarage = 40 of 2 lsai £=2 r:prlhrlu.

duclion by SA& but not by LFS [Flg. 2, © and D). Although
Indirectly, these resulis sugrest thal th3AA but not LPS i

respansible for X0 production.

CHSCLISSION

This study makes the norel chesrvation thal SA4 Induces N0
preduction by macrophares via TLE4 and sugrests thal 3AA
arts a5 an endogenaus TLR4 Hpand. This assumption was
bazsed on experiments performed in TLR4-daficknl stralns.
Indead, siudies wiith TLR4 muisnt mice, CEHHe] or C57RL
105elr, were valuable Wols 1o identfy meny endogenous
TLR4 ligands such as Abrnogen, heparan sulints, hyalironls
ackd, and hbronackin axire domain A jreviewsd in rel. [24]1.
Saong ard Matzinger [22] have hypothesized that erdagrenous
TLR4 ligands am charactarized by the expoegre of ydmpho-
bie porilons thal would act as & universal damage-assoeiatad
makaular paitem o inlilake epalr, emodeling, and immnity.
Indead, SAA monlaire hydrophobo: amino ackdqich T2k
ihal gssocipts with lipoprotein and oiher Ugands [26]. 1l re-

g 4. Efect of difosest concoiriicas af SAA, 1PE,
arad BAL plus LS ca the productian. off NO. Marsa.
|'ih.ﬂrl ware: viicanbaied with AL (L asd 19 pghdl),

L L0, asd 10 ol o S A {1 pginl) = LS
i1, Lo, aned 19 wg’ml] wred raainiained in cube for
# b. The duia sprni the araryge = 30 of 2k Leani
threm noparireanis.

FE1-T ]

24k scHwmibes TLEAL an marraphages 1177

156



inlegral menbrane protain-10 antlogous-l, & seavenger of
high-density Upoprobein, found In varkous bypes of cells [33];
and raceplor tor advanced glycallan end-products, a multi-
ligand receptor [28]. Whether thase receploms are essential
ar dispensabla for optimal TLE4 signaling remalns 1o be
delermined, but they could acl llka the CO14 molzcule in
the activation of TLE4 [34]. [11s also important o delermine
whather SAA el binds ta the TLR 4 receploror 1= a camar
of cther subslances that activala the raceptar. Ancther pos-
sibilily 1= thal SAA binds to LPS, and the conplex 3 A0/ LPS
dacramss tha threshold of pathagen-msoclaled molecular
paltern dataellon, which in tum, enhances TLR4 signaling.
This was demonstraled recently 1o oceur with Hspon, a
putative, endogenous TLRE4 Dgand [27].

Sk, Dke other acule-phasa protedns, s thooght o play &
rale In Innale defense by binding Cram-negaiire bectaria
and meting 95 an opsanin |38]. Howaerar, i 15 heooming clear
that 544 fthlls other immunolopical funcilons more ralaied
wiih eallular Immunclogy that include Lis ability o assoclgle
wiih leuboeyizs, to Induce the releasa of eylokines [4-a, 27,
27, 1o prime leukooytes for the raleass of raactive cxygen
speies [7] and o Inhibil apoptosts [29]. Our fnding thet
SAA idgrers N0 mkase adds @ new, immunslogical fune-
tion o this prolein, Most of the blokgleal elfecis madlaled
by SAA, such a5 aurmeniallon of microbicidal actlvity [2]
and anginganesis [40], could be partly medialed by X0

In conelusion, the setiediles of SAA are far from b=ing
resifeled 1o opsanin-lUks scbivily, as our work Indicates
SAA could be a key element In the progression anddar
resolullon of the Indammalory proces idgrers by Infacilon
ar injury.
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Serum amyloid A induces CCL20
secretion in mononuclear cells
through MAPK (p38 and ERK1/2)
signaling pathways
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Serum amyloid A induces CCL20 secretion in mononuclear cells through MAPK

(p38 and ERK1/2) signaling pathways
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demrareera b i bar S8k o el sted £ b produci icn ol TH o, L-TE, IL-3 50 o B0 iy ot roph b asdar
mosankharcrlis Hemin v demsaoe e e Sl rabueee e cponian sed miesw alC0L D e
rilored rmsn bicad moncor ks sl VW s e oo e sigas g paibrerg ingpred by S 1n
THF-1 il SAd promsass pharpiarsscan of pill srd EELE Fusbermean:, i sddiicn of SETA5EF
[l inhibare) and FOGE] 53 EEK 1,2 sk inhibin e epemica s5d mhame alTTLY] o masams-
clasr wivimaivd e ih S Cur et paini b T o ke o ek of o o sdspeoy mranie,
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1. nraducion

In mararualy, the souie-phass repanm iv & sammic ressdon
i inflarmaiiay infexion ard dimae iofury thei proiecs e bari
migimiing dens dansps, ard promadog bealiog [1,2]. & char-
sctariiks of the souie-phone mypans v e eapid incrwame in
pradixciian af acuie-phae proisiss GAPP] irchiding C-ranciiv
pracain { O], aerom argkeid A 0584 sned cichan [ 3], Seawdan
of thame AFFa by hepaicopien resulkey in & msrbed inoesie (op o
M-l for SAS; highar Ter O] in thair plams oo miian
sheaw the bwal level, meching o masch 1 B0pM or 1 mp'ml for
SAR |1 4] Liks cchar APMy, the pre-daction af 588 b mmaally idg-
el by inflsmeroiry griakinm snd secraced mainky by acibvaind
mamapbspn snd monacyis, and sba by erdathelal calh, lym-
phizcytan and ather colls [2]. Hewever, etk @0 Eacsen absaui iha
prvcim rab al 588 o i Plererod oo aad smmandiy.

In previaan msdim, v had demcoainsied immaramadulaicny
sctinviiba of S48 in brman leokiaoom, sech an the icdciian of
eprensian and mhsar af tumers morah Boear-slpha (TR
imierkeabin-1bwis [IL-1E] imierhublin-g [IL-0), dhe priming acd-
iy far apicnioed parddan [5-E] Reomily, o showed thai S8
i an inducer of tha niirc cxide (N0) pradaciian dn msocophagne

» Ceqruprading marbar. Tl <50 11 B T70: fae: <66 T1HEILD 0.
E-maaidon - ierdckbepke [ Sisd

ThaE-JETHE - vm frera mavoen -6 1500 Dwier 1. M1 rig e roerad .
g | LFV Jndel 2801 10T

ared chsi it mokghi be an endaginawe ageeini for tbe TLEA canple
|51 Thow and cebr affecin of 384 an bullaoym migmika, adka-
pin, ard caldam mcokiboatian male 584 sn dmparcane madiser
of chr isflememotcary proces [16] Pardbermacor, S48 dv oripmered
Ini chroaiz condtikany such sy disheies [11] I thai cxee che hanal
A8 gerum leeds an paistanily devaied sod o probably o
irmporisni Faciar far che mosintereccs af o prois Asmmscary rizio
corerhating ea the dreekpmaeni al farcherdabade campliziiiara
|11].

The chamclisr s cordineiey lpokicoye migraden in
IrlrlmE ard irflammaiian, ardd iv abe inphicied in the pathe-
peeiah cEmany disem e Amasgibe srssgrmonoafchematiner,
ooL2n sbe Enown s mamaphesger inflsmmscary prociine? slphs
{MF-%x] or LARC, has bewn kinked oo s variety of disearn, indad-
irg carcer|12] runwiaid artheide [ 13], and paricdanial dipwes
[14] Heatiracis reeerreary T and asioesd Kl colloea o af i flss-
rrowd oo imnuioee dmdridcoelh | 15]. 0 cherclise ecopice 8
{OCRS] i the ool y Eneen recaprar Far C0L350 nd b in e, inbaend
cnby ihis chemokios |18]. CC150 ha been thown 3 be szpraasd
predomirandy in lymph nades, appandiz, fed v, Fral long
ared srvarsl coll HaneTor meviewe [17[L The sxpremion ol ©C130 s
pircogy upregulaied by isflsmmocory signsds and dcw s repubserd
by tha sniinfarma ey griakine Il-1 |10]

Harwin, cor aownd oo Tocamn oo dw devcripdon of de effeccal
5&A oot expremsian sad relesae of CO0L3] by mosaaudes celln
arsd die v gralbing pedreesy iced ved in dhinindoodon

Fless cir thbsnick in prravar Sesdn 5 ot ol Zanamiaegda il A inducer COLED e mmian |0 ma s mechesr o o bruph MA PGP0 5 ed ERELT
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Brvine Trislserumn, Hiziapagua®, pnicillin, FFML 1540 aup ple-
reamied with plutsming, sad o b esrth oo, mimepicmyrin, #xxin
perimsin snd cyckhaimid s ware sopplisd by Sipraa Chemial ca
{5z Loy, MO, LSAL The moamhinssi homsn S8, v perchased
fram Feprazech 1oz (Rccly Hill, 8L USAL Axanding ta the sup-
phier the amcani of sndaiozin wan | o then 0 mp'lag af praciin
Az wr bave shews recand yehe amcuni al endxaxd o faond in S
preparsiianwan nx rmpaiible farpradiciias of N0 [ 5] PCa 0D,
TR0 mnd sctinargpcn D wears sepplied by Colbiacham Mo
sbiccham Corp. (San Diepa, C&, USA) Thaw thess canpousds
wareacliblxed io direibed salf=ide (OMS0 ), muking in o Aral
cemcneracion of DESO af ke disn 118 par masy. Thor coon-
s o e et ikc Far e ol b deman e nnied inawr prvicos
sl | 5]

22 Gl premredae end calhere

Humuas pargharal Heed calle were propared fan fesh and
heparinbed veacan Heed by dmubiy-gradiace conirifagaiin, s
ducrhed previanly 18] Becd drwing llbwed & proexd
sppreswd by FOP Echical Commizes ai Undvernidsds di 533 Pl
Huruan blasd mascesdear snd TH-1 clh wem Kipe in AP
1640 rupdiom sopphrmanmied wich 3% FES, 1900 nl penidlio
wred 100 ' mL srepiamysin

21 Meanreren § eoeied OO

Mancoesdear celln (25 5 WY @l nl] were placed in the cul
oure mediom snd Kepe i 5 58 Oy incohstx o 37 'C Al
rtimalsdcn af the calb wih S84, coll-frew upsmocsnis wam
celhand, cmirfaged, snd syl for OO0 by sy kckied
immancsarbane aamy [FLISE ] Ducdat, A0 Seammr, Hincespakn,
MR, USA] apcording o the i mrinec oo af dee mapplir.,

24 P exraction eod B e e e pnay

Mascordear cells 008 = 107 ik nLll were sdmolaied wich
AL (30 pg'mLl For diffaret leapdn af cioe (2, 4 00 120). Call-
Fraw superaaias o vwars colbected snd miamgs far parieriar ool i
Teeal 1P vesa b1 clacad w e TR v irapen, Cadshsd | CA)L The
level of pzpramicn of 1L-10, 00130 snd 132 A wan arakexed
by Rib et PR s proteciian anuy min pa caioumar ma b prahe
carrp bstw 1w Froen B0 Phamuipen [San Diege, CAL For thin parpos,
rit=aprebsa ware Lshahid with | 0 -32F| UTPin dhae pro sioece of T7 184
pabararm e ard wiad far conmighi bybridisitan wich | up cf ANA
Tha hybridoed KRS wan di grioed with RS ard prominas K, and
the RYme-proinced probas ware purified ard eochesd an dins-
ouring gul The H endfcaiian of the ipecihc demalicy basd were
coedducied oo the baah of dhair isdiddos mi gradan peiteces in
comnpar tran with the undi goed probes. Ksdiclabaled barh cothe
el wears s quired wing dhe Scesge Phasphor Syscemn [ Par Lin B,
Wakhss, a1 fample lcadiop v camualosd by the baaakap-
irig pmnen 122,

25 wemwre Ko

TP-1 ol (10 10 lyml) wem sdmoleied wich S
110 'Ll snd ms oesi e i colioes For differea e larpehe aliima.
The pheaphandstdon ol EREL'2 sad p3 waa mesoesd by Wae-
am Hai amabaiv of icial ol lnsme Bdefy, @lh sare lyad
iri baffer cantaining 20mM Baper, 150 n Had, 1.5 mM Sl

I ms ESTA, 108 fyceral, 1% Triico X-100 sprednin {1 og' oLl
hupepiia (Tpg'ml) snd 1M FHSE, pH 7.5, cariaining phea-
plostase inhibticn Taes il haaiey (40 g sne ) were mcdved
in 125 radiun dadeyd aullsie polysoybmide pils, ard Haiied
inia riirc=mlkakear thesr. Blais wers prabed wsing pakedaral and-
bedy sguins FRK 12 ard p38 (Cell Signaling] dikesd ai 12000
sad 1:100, mepecdvely. Afier inoshaiian with an appropriste
heraerdich prrozidase-mon japseed oo can dary sidbady, Hoin were
dewnlaped wing the FERCE 1pmm

A¢ Sretiricalanabmr

The soribdocd snakah coovived of the asr-way arsdyin of
warbanecn LA MO i ch thie Soud are-Mewrmon— Keols mu ki ple can -
parico far.

Al Srumarpdad d stradader e release § COLST e Aaman
menonacker ol

Tha bvwhy al ©0130 releassd in the sopemosce of culoared
mersaachoar callnaboww d o poai s come s danwith the S8, irai-
mene( 0.5 ug' ml) (FiE L&) i i impaniant i aco thai, in the
mage rindied, the concamimtian of SAK irmsimene wars mxch
kzwr than theas p prases in sarm insase-phas coodid o fopic
400 pp'miL]l and ware dmibe o thoes prasent in sram in chrenic
dimazan, o, dabsme snd fhavmsdc dbemm (B2 pg' nll Addi-
tlanally, menarscesr cille wern inoubaind with 588 {7 ug' )
sl the cooewnar s ion al 020 v massured inde soperaainneof
the call calisran Tha smezuni af 00130 Faard inthe sepamuaisei of
callaber culoarer were pimi lsrai 12, 24and 42 b (Mg, 181 G thai
withe rms ez pad meoisl cardid o wed inthis st dy SAR indecm
the rhsas of THP-a by masceascaar sl [5] snd THP=a indaces
the rmbrsms of O30 | 29], we wvsluseed whadsr the TR caold
nedisis the rlowe of CCL20 indaced by SAL For thi purpoan
merexachar colh wam incabaond with snik-TRP-x sribcdiennd
LA, & nheewm dn Pig 1€, che addidicn of TPz andbedion did aci
siwct the rmlame of CO2 0 ind o d by S8

A2 CEMrebered by seam ermplaidA G racnriptoeelly and
randazerel’y Tediaed

Ta irmdpain the sigualing madonian iovdwd in S84
induad O0L20 mhese, we preimesied moncrasdear odln with
the ramcripian inhibier sdromycin B (AT, ar da prodia
syrehenn inhibicr ek bezinids (0H0. Bafors padfarming them
sxporimenm we chcemmined il vishibicy, Ve foond chai chem
camprandn wem ace gyiaiaic an amemed by irypsn bhee axhs-
micn dme (dsia mai shews). & ahewn in P 28 the mhoas of
CUL3 irdhuced by SR8 wm comphioly sbalithed in mascoadear
zally prorasesd with ACTD ar OH. Thiv saggmi thai rleow of
the COL3] irdhuced by 554 raguriom irenscri picosl st wiban and
dr neem promin synchein. e abe mesmined the affact of 588 an
the srualston of COL30 mlsA by mming RFS, mohniqoe. 00120
mFFA e premian v dececiable from 2 ea 12 b afier dee imsimesi
althe ol lo with 5883 pp' mLL Ac 4 h, dee smaene of DCL2 0 IS,
= provaian was mocdral; sfier 12 b mae of che CCL20 iraracrips
weirs proseeyed, mopperiin pa ek ve by sishikiy of the OCL2 D RPS,
CAg- 281 & 12 b afiscabatian, while the COL30 il 88 e prasaian
deramnd, thare war sniraeas inll-10 A sxpremian (A 281

Fas cin chimankch ioiprom s Sad 5o ol beesm s kdd A nduees C0L20 serr e v o e i rse e o roag D MUFK | pS g nd ERXC Y 2|
vigristing pacheevsyn. [memamed Lises (3008 ded: 101 Liondbe 330007011
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Ag 1. Sk mirssiwn mrrecies o CTLFL LAk scemimd e rearsmocien:
e e o DL be bamus mecrache ol - DO Micscmrler
cale 125 - W ool il wen mtimacired wrich S By ol conomni dor of AN amd
marmned b R D It d o 0000 morecea i Sb- ol wa bl ccaca s
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Tilak Fer e iradicwred parkaly: o tima PO SEN me ool L dai-TH-a
e ra ot (b v S 00U dedared by SR o mcscarher ool cal s
e g a1 b Do b B DRI R of L im e i imara rA-C L

13, The acdvasur of MAAT padhway crd G ot
coupled-recrpter ir deve bed e dhe OED23 indaced by S0

Tha iracheamant of HAPK pchwsy an S8k -gimubaed CO2D0
< prenvian ard rel sass werioremniip sied by aning owciped R HATE
inhibitarn (PS5 and SE2005A 00 Proireaimerne of che callnwith
thase inhbizey impaieed the sxpremian sl wlesw af CO20
induoed by S5 [Fip. 54 ard B). Indeed, in THP-1 culh, we can-

Brraed thai 588 phaiphordainn bath p8 and ERKL'2 an sbhram
by weminrn BHee anakah (A 30 and DL e slea verifed dhe par-
doipsdcn of G prectin-ccupled mecpper. Parchin parpae we wiad
parinmiy ixzin [PTX ), o apaciic inkibicr thee medisia sdencaine
diphcephain (80P rb ezl aikan of e S e of S prainio duse sea
Ererem far coopling mait chemeast necesns woipian. P omani
of monarsdesr ool wich T lod o o decrowe of O30 milsR
pzpranicn and rwlese (Pip 34 and B Thew reaalic saggeie d
paritdpriian of HAPK patbewayy aod Gl pratein coopld mecpor
i the axprasicnard mlen e of CO2 0 induoed by S

4. Msumisn

Harainws demooairamd thai 588 i shh ia irdece the spm-
pimn ard mhoss af 0020 by bunas mancradesr cells in s
dae-depes dini moniner. Freviaen epaniy bod demeniorsesd due
CoL20in indushl in mveral cell boen snd primsry cali by saram
ctharmedisice of ixflererasd oo [22 ] och s iome cylioe 200
Ewcinrisl [21] and plai preduce [22]. The mais chemcmdxe af
tha SAA-irduced 00130 sxprenicn b dhai dee mepressian af 00130
iv hngtherad when canpaed with aiter indoan [20]

Tha recupoes ioveabead sod the i graling patbewsy ropomsible
for Shf-ind ool cyicking sxpmmicn sud milesoe ke nes baan
fully moshlithed. ting imids cley inkbieary, we damanorsesd
thet g MAFK snd (<G44 EEK Kiross psthwsyn sre dnvabesd
in S~ medisted COLSD axpminion 'Wa confirmed dhe parddps-
den of pIE ard EREL'Z by Waiiem Bot anakaer. Thaw sigealiog
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pechwsa sm s sdvw in the SAA-indaced exprensian of ciber
cyichirmy irchuding -8 23], THMRx [2] 1= 10 [24] snd L-12 |2=]
inihiran bukiacyme Cor ks npper: dost p 34 b mam ievokhad
in Fhb-adrmolaind OC13 mfRA ecpremdian and predaciicn in
rrrancrexd sar celly chas EEE 1% Thase Aradi opy weern simiar i dhai
premcoed by 588 in dhe ezpranticn and oo af IL-10 s0d 1112
by b mencoyian [24.25]

Publiahed 1osdia kv shown thai FRALL v shie 2 medisin
affecey of TAR in the irducion of 118 [23] WSP-3 [28] snd 1L-
12 [2%]. FFALL & 2 G praiein-caapled reoper iy pe Gl perousi
txdn mmuible Hommin, wa choerved dost pariamin iczin inbbied
the s=promicn sod mhas of COL3) prmcod by SAA auppiviing
thai sciivaticn G-proiein- coopled eospicr iype Gi could mediie
tha slfecs of SA8

Tha eepromian snd ralewe of CO20inded by 588 lewer ania
coeaider that tha efficin of 588 sm ncit rmicied 40 s~ phass,
bai thay are aho irvchesd inthe osooitian of oo ic sdapdye
irmmreane reapoeon. Thin des b sepparied by o recere mperi which
shewnd dhst 368 indicer 1L-12 produdian [25] Whilk 1L-12 hoa
bean widily accopred s an imparissk mgubier af Th immone
reaporue which srhssce: noscs irsramiiy by sibmalssng SE b
s m vleceed grasp of T ol ic pred s cs 10y, an imiporesee Be-
taxr far microbial Bling [27] €020 remnuicr immaioey derdeidc
enlh and CCFE high memcey |ymphoogim. The cachined acion
of CO20 s 1L-12 basdy b2 5 prompi padhapm mecapniiian and
dehoom by the hoae

All narmal imnus copanen, ischding incser sod adapdve
immasniiy, sra sFdinerd Parinicsscs, inmcatalhe s b fem-
mrastico che hapaiic iynihbeel af SA% wasen with time o & brasd
aass, th mioen 3 homearimin & sseecbl & prevere anoo-
raled drvwe damage. Sc, i dificali 42 inksepree the Helapizal
signifcency sud impest an discnre prpraaias o prritieily ele-
vand |n vk al 584 dnocore chronic disvssa |2 8- 3] The i e ipuing
pattiben corralatian thet axiim Baiwesn shvaind sarom leweh af

8 sl camrary arcary disame [ 31 ], snd ik preverce ol S84 in
huwrosn st heroed nrod clevi oo | 2], suppei s rabe of S8 in dhe pan-
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