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RESUMO

A inflamacédo reconhece e elimina agentes patogénicos invasores, promovendo a cicatrizacdo
dos tecidos e o restabelecimento da homeostasia. Para tal, a resposta inflamatdria envolve
mecanismos pré-inflamatérios e anti-inflamatérios que a controlam e regulam. Neste
contexto, a acetilcolina (ACh) assume uma funcdo reguladora na via colinérgica anti-
inflamatoria. Nesta a ACh libertada actua em receptores especificos expressos por células
imunes, como mondcitos e macrofagos inibindo a sintese e libertacdo de citocinas pro-
inflamatorias. A concentracdo e actividade de ACh podem ser reguladas por factores
intervenientes na sua sintese, degradacdo e ligacdo a receptores. Assim, este trabalho centra-se
no estudo da expressdo molecular desses factores em mondcitos/macr6fagos humanos na
resposta inflamatéria mediada pelo lipopolissacarideo (LPS). De entre 0s receptores
nicotinicos, estudou-se 0 NAChR a7 ndo se observando alteracdes de expresséo significativas.
Em relacdo aos factores colinérgicos envolvidos na sintese de ACh, verificou-se que
macrofagos, ao contrario de monaocitos, expressam CHAT e CHT1. No entanto e por ac¢do do
LPS, observou-se um silenciamento da expressdo destes genes em macrofagos. Estes dados
sugerem que macrofagos possam inicialmente ter a capacidade de sintetizar ACh a qual
podera ser eliminada/diminuida durante a resposta inflamatdria. Contudo nestes dois tipos
celulares, verificou-se a expressdo de CTL1 e CRAT, que poderdo constituir vias alternativas
para sintese de ACh. Para o gene ACHE observou-se um aumento de transcrito por ac¢do do
LPS em mondcitos e macréfagos. A nivel proteico verificou-se uma expressao diferencial
deste factor nestes tipos celulares por accdo do estimulo inflamatdrio. Estes resultados
sugerem a existéncia de diferentes mecanismos que especificamente regulam a expressédo da
AChE em mondcitos e macréfagos. Neste estudo, demonstrou-se a variacdo da expressdo de
factores colinérgicos especificos na resposta inflamatéria em mondcitos e macrofagos
humanos. Estudos futuros possibilitardo uma melhor compreensdo da ac¢do desses factores na

inflamacédo assim como a investigacdo dos mecanismos subjacentes.
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ABSTRACT

Inflammation recognizes and eliminates invading pathogenic agents, promoting tissue healing
and homeostasis recovery. The inflammatory response is balanced by pro-inflammatory and
anti-inflammatory mechanisms. In this context, acetylcholine (ACh) assumes a regulatory
function in the anti-inflammatory cholinergic pathway. By binding to specific receptors
expressed in immune cells, such as monocytes and macrophages, released ACh inhibits the
synthesis and release of pro-inflammatory cytokines. The concentration and activity of ACh
may be regulated by factors that participate in its synthesis, degradation, and receptor binding.
Therefore, this work was focused in the study of molecular expression of these factors in the
inflammatory response of human monocytes/macrophages triggered by LPS stimulation.
Among the nicotinic receptors, the nAChRa7 was studied and no significant changes were
found in its expression. Concerning the cholinergic factors involved in ACh synthesis, it was
verified that macrophages, unlike monocytes, express CHAT and CHT1. However expression
of these genes was silenced in macrophages by LPS stimulation. These data suggest that
macrophages may normally have the ability to synthesize ACh, and this ability may be
lost/diminished during the course of inflammation. However these two cell types, express
CTL1 and CRAT, which may constitute an alternative for the synthesis of ACh. In relation to
AChE, an increase at the transcript level was found in monocytes and macrophages upon LPS
stimulation. At the protein level, a differential expression of this factor in these different
cellular types was observed by the action of the inflammatory stimulus. These results suggest
the existence of different mechanisms that may specifically regulate the expression of AChE
in monocytes and macrophages. In this study, the variation of specific cholinergic factors was
demonstrated in the inflammatory response of human monocytes and macrophages. Futures
studies will make possible a better understanding of the action of these factors over the

inflammation process and also in the underlying mechanisms.
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Expressdo de Factores Colinérgicos em Mondcitos/Macrofagos na Inflamagao

1 - Introducéo
1.1 - Inflamagéo

A inflamacdo é uma resposta localizada e altamente regulada que o organismo dispde para

localizar, neutralizar e eliminar um agente agressor, assim como reparar 0s danos causados e

promover a cicatrizagdo.l? A
resposta inflamatdria  consiste
numa complexa série de reaccdes
caracterizadas por cinco sinais
clinicos: calor, rubor, tumor, dor e

perda de funcéo (Figura 1.1).1%!

A deteccdo de um agente

patogénico esta associada a padrées moleculares associados a patogénios (PAMPS). Estes sdo
moléculas associadas a grupos de agentes patogénicos que uma vez reconhecidos por células
do sistema imune inato activam uma resposta inflamatoria. Estes sdo reconhecidos por
receptores de reconhecimento de patogénios (PRRs) que incluem por exemplo 0s receptores
TLR (Toll-Like receptors).*® O lipopolissacarideo (LPS) de bactérias é considerado um
exemplo tipico de PAMP, constituido por um dominio hidrofébico, o lipido A (ou
endotoxina), um core de oligossacarideos e um polissacarideo (ou antigenio O) ligados por
uma ligacéo covalente. O lipido A é um glicofosfolipido cuja funcdo consiste na participacao
dos mecanismos de patogenicidade da célula bacteriana. Esta molécula constitui o principal
componente encontrado na membrana externa das bactérias Gram-negativas e que contribui
em grande parte para a sua integridade estrutural. Como PAMP este liga-se ao complexo de
receptores CD14/TLR4/MD2 activando a via de sinalizacdo do TLR4 que por sua vez
estimula através da activacdo da via do NF-kB, a expressao de citocinas pro-inflamatérias em
muitos tipos de células, especialmente em macréfagos.®”1 Assim, desencadeia-se uma
resposta inflamatoria que é regra geral caracterizada pela expressdo de mediadores pro-
inflamatérios como citocinas ou interleucinas (IL), como o factor de necrose tumoral alfa
(TNF-0), ou a IL-1B, moléculas de adesdo, mediadores vasoactivos, espécies reactivas de
oxigénio, entre outros.””! Estes mediadores pré-inflamatérios promovem a vasodilatagéo, o
aumento da permeabilidade vascular, o0 aumento de aderéncia das células endoteliais e a

migracdo de leucécitos do sangue para os tecidos.™
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A entrada dos leucdcitos para o sitio de inflamagdo é em grande parte modulada pela duracéo
da resposta inflamatdria, pelo tipo de estimulo inflamatério e pelas condi¢cBes do fluxo
sanguineo. Este processo migratério envolve tanto a activacdo do endotélio como dos
leucécitos circulantes e decorre em varios passos: a aproximagdo, rolamento e adesdo dos
leucécitos ao endotélio, a transmigracdo através do endotélio e a migracdo nos tecidos
intersticiais (Figura 1.2).1) Tais processos séo determinados em grande parte pela interaccéo
de moléculas de adesdo complementares no leucécito e na superficie endotelial. Os receptores
de adesdo envolvidos pertencem a trés familias: as selectinas (selectina- E, P e L), as
integrinas (Mac-1 e VLA-4) e as imunoglobulinas (ICAM-1 e VCAM-1).1%

Aproximagao Rolamento e

activacao Adesdo

vaso
: 0 c Transmigracéo
ey —‘

Endotélio
Migragdo nos tecidos \
intersticiais

Lumen do

Figura 1.2 - Processo migratério dos leucdcitos na inflamagao.

No processo inflamatério agudo diferentes leucocitos migram para os tecidos a diferentes
tempos da resposta inflamatoria. Regra geral, os neutrofilos sdo os primeiros leucocitos a
migrar para o local da infeccdo permanecendo ai durante 6 a 24 horas. A sua funcao centra-se
na destruicdo e eliminacdo de agentes patogénicos. Por fim, e como resultado do seu processo
de activacao, entram em apoptose e promovem subsequentemente a entrada de monocitos que
ai se diferenciam em macréfagos. Por fagocitose, estes podem inicialmente contribuir para a
eliminacdo e erradicacdo dos agentes patogénicos e posteriormente promover a eliminacao de

células apoptoticas, e assim contribuir para a resolucdo do processo inflamatério.*!

No entanto, o restabelecimento da homeostasia nem sempre ocorre. Uma resposta
inflamatéria insuficiente pode resultar no aumento de susceptibilidade para infeccdes e
cancro. Por outro lado, uma resposta excessiva estd associada a doencas inflamatorias
cronicas e autoimunes como a diabetes, entre outras. Quando o controlo da resposta imune é
perdido, os mediadores pro-inflamatdrios podem-se apresentar em quantidades excessivas em

circulagdo resultando numa inflamagdo sistemica que pode progredir para choque, falha de

2
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6rgaos e morte.’**?! Por exemplo, a producdo excessiva de citocinas pré-inflamatérias pode
ser mais danoso para 0 organismo que a infeccdo inicial, tornando-se extremamente
importante o controlo da resposta inflamatéria.! Esse controlo é normalmente feito por
mecanismos anti-inflamatdérios, utilizando mediadores como os glucocorticoides e as citocinas
anti-inflamatorias (IL-10, IL-4, TGF-B), que restringem a producdo de mediadores pro-
inflamatorios e a acgdo de células inflamatdrias.™*! Recentemente, foi descoberta uma nova
via de controlo da sintese de citocinas pro-inflamatorias regulada pelo sistema nervoso

auténomo, a via colinérgica anti-inflamatdria que irei abordar posteriormente. 4!

1.2 - Sistema colinérgico neuronal

O sistema colinérgico foi inicialmente identificado a nivel do sistema nervoso onde medeia a

propagacdo do impulso nervoso em sinapses neuronais € neuro-musculares, através da ac¢do

do conhecido neurotransmissor, acetilcolina (ACh) (Figura 1.3).[t571
No neurénio pré-sindptico, a | Neurdnio pré-
sinaptico

enzima colina acetiltransferase
(ChAT-choline acetyltransferase)
catalisa a sintese de ACh a partir
de colina e acetil-coenzima A.1*®!
Para tal, a colina é transportada ‘
do meio extracelular para dentro

da célula pelo transportador de

colina (CHT-high affinity choline
transporter) para o qual tem jS ACh

h ACh ACh ACh

.. Ll A aAch | ———/———+""" ‘" — "=~
grande afinidade. A ACh | f ‘(owm)  Célulapés-sinaptica N

sintetizada é entdo armazenada

Figura 1.3 - Sistema colinérgico neuronal.

em vesiculas sinapticas através da actividade do transportador vesicular de ACh (VAChHT-
vesicular acetylcholine transporter).*®! Durante a propagacéo do impulso nervoso, potenciais
de accdo libertam a ACh para a fenda sinaptica, permitindo que esta se possa ligar a
receptores especificos expressos na membrana plasmatica da célula pds-sindptica. Estes
receptores podem ser de dois tipos: nicotinicos e muscarinicos. Os receptores nicotinicos
(nAChR) sdo canais ionicos activados por ligandos formando estruturas homo e
heteropentaméricas a partir de subunidades a, B, y, & e/ou & Existem pelo menos 10

subunidades a e 4 subunidades B3, sendo que a combinagdo de diferentes subunidades confere
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ao receptor diferentes propriedades. Os receptores muscarinicos (MAChR) sdo receptores
associados a proteinas G sendo conhecidos cinco tipos: M1 a M5.14182021 Apesar de ambos
os tipos de receptores estarem distribuidos no sistema nervoso central e periférico, eles tém
diferentes localizacdes sinapticas e exibem variadas funges na transmissao colinérgica.™™ Por
fim, a enzima acetilcolinesterase (AChE-cholinesterase) é responsavel pela hidrélise da ACh,
originando colina e acetato, regulando a concentragdo do transmissor na sinapse e modulando

assim a transmiss&o do impulso nervoso.™®!

1.3 - Sistemas colinérgicos nao neuronal

Diversos estudos demonstraram a expressdo de ACh também em células ndo neuronais,
desenvolvendo-se assim o conceito de sistema colinérgico ndo neuronal. Vérios dos
componentes colinérgicos tém sido identificados em varios tipos celulares como em células
epiteliais, endoteliais e mesoteliais e varios tipos de leucécitos.? Estudos demonstraram a
expressdo de ChAT em macrdfagos alveolares, mondcitos humanos e de ratinho, linfocitos e
granulécitos.!”®! Os receptores muscarinicos e nicotinicos sio também expressos por varios
tecidos ndo neuronais. Por exemplo o receptor nAChRa7 é expresso em Vvarios tipos de
macrofagos (humanos e de ratinho) e linfécitos, assim como em células epiteliais do intestino,
da pele e das vias respiratérias humanas.®**! A enzima AChE também tem sido identificada
em células epiteliais e endoteliais humanas, em células do sangue nomeadamente em
eritrocitos e mondcitos de ratinho.?2%?®! Também o transportador ChT1 est4 presente em
células ndo neuronais tais como celulas endoteliais e epiteliais humanas e de murino, assim
como celulas do sistema imune como é o caso de linfécitos, macrdfagos, eosinofilos e

neutréfilos.[?+?"]

Os sistemas colinérgicos neuronal e ndo neuronal, diferem no processo de sintese,
armazenamento e libertacdo de ACh. Como descrito anteriormente, no sistema colinérgico
neuronal a ACh é: sintetizada no nervo terminal, armazenada em vesiculas e libertada em
grandes quantidades para permitir uma rapida e efectiva neurotransmissao. Num sistema
colinérgico ndo-neuronal, a ACh pode ser sintetizada por toda a célula e libertada
directamente depois da sua sintese, ndo existindo compartimentos de armazenamento. Neste
caso, a sua eliminacdo é mais lenta devido a baixa actividade da AChE em células nao

neuronais.!

Em sistemas colinérgicos ndo neuronais, a ACh pode assumir func6es celulares diversas. Por

exemplo em sistemas vasculares, actua como vasodilatador e estd envolvida na
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angiogénese.?®?! Pode igualmente desempenhar funcdes importantes em Vvarios processos
celulares, como na proliferacdo, diferenciacdo, organizacdo do citosqueleto, secrecéo,
locomogéo, entre outros.*” Mais recentemente foi também atribuido & ACh um papel

fundamental na regulacéo da inflamacao através da via colinérgica anti-inflamatéria.l**

1.4 - Via colinérgica anti-inflamatdria

A via colinérgica anti-inflamatdria representa um mecanismo de resposta do sistema nervoso
central a presenca de estimulos inflamat6rios em circulacdo sendo mediada pela ac¢do do
nervo vago."®! O nervo vago é o maior constituinte da parte parassimpatica do sistema
nervoso auténomo.™ Este nervo surge no tronco cerebral e percorre o pescoco, térax e
abdomen dirigindo-se para 0s 6rgdos viscerais. Contém fibras que possuem componentes
sensoriais (aferentes) e motores (eferentes) que controlam as funcdes destes 6rgaos. =4
Evidéncias experimentais demonstraram que a activagdo do nervo vago eferente diminui os
niveis de TNF-a sistemico e de outras citocinas pro-inflamatorias, inibindo assim a resposta
inflamatéria.l**? Estes factos revelaram que para além das suas funcdes classicas de
regulacdo do batimento cardiaco e gastrointestinal, o nervo vago também é um regulador da

resposta inflamatéria.™

Produtos inflamatorios como a IL-1p ou o LPS activam as fibras aferentes do nervo vago, as
quais servem de sensor para a inflamac&o.**! Esta informacdo é transmitida ao sistema
nervoso central o qual estimula o nervo vago eferente para a producdo de ACh.”*! Esta induz
entdo a inibicdo da sintese e libertacdo de citocinas pré-inflamatorias por macréfagos e outras
células produtoras de citocinas. Este processo é mediado pela activacdo do receptor nAChR
o7 expresso na membrana plasmatica destas células do sistema imune.!*®! Estudos mostraram
que este receptor é crucial para os efeitos anti-inflamatorios do nervo vago, pois a estimulacao
deste nervo torna-se ineficiente na supressdo dos niveis de TNF-a em ratinhos knockout para

o gene codificante para o receptor, ao contrério do que acontece com ratinhos controlo.™

A activacdo do receptor nAChR a7 durante um estimulo inflamatoério pode inibir a via de
sinalizacdo do NF-kB por inibicdo da sua translocacdo para o nucleo. Este factor de
transcricdo é fundamental para a expresséo de TNF-a e de outras citocinas pro-
inflamatérias.'>** Por outro lado, a activagdo do receptor NAChR «7 pode estimular a via de
sinalizacdo anti-inflamatéria JAK2-STAT3, contribuindo também assim para a diminuicéo e

libertacdo de citocinas pré-inflamatérias.**1** Assim, a via colinérgica anti-inflamatéria
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representa um mecanismo fisiolégico pelo qual o sistema nervoso interactua com o sistema

imune inato para controlar a resposta inflamatdria.!**!

Desta forma, a actividade funcional da via colinérgica anti-inflamatéria podera ser modulada
através da accdo de componentes colinérgicos neuronais a nivel do nervo vago eferente e ndo
neuronais expressos pelas células produtoras de citocinas.™™ Assim, neste trabalho pretendeu-
se estudar a expressao molecular dos componentes colinérgicos de mondcitos/macréfagos na
resposta inflamatéria e anti-inflamatéria de forma a determinar se estes componentes podem

desempenhar um papel importante na inflamacéo.

2 - Objectivos

Os objectivos deste trabalho foram:

e Caracterizar a expressdo molecular de varios componentes colinérgicos em culturas de
THP-1, mondcitos e macrdofagos, e analisar as variaches de expressdo obtidas por

estimulacéo colinérgica destes tipos celulares.

e Estudar a expressdo molecular de componentes colinérgicos em células THP-1,
monacitos e macréfagos na resposta inflamatéria induzida por accdo de LPS de E.coli

e na resposta anti-inflamatoria mediada por estimulos colinérgicos.

3 - Materiais e Métodos
3.1 - Isolamento de mondcitos

O isolamento foi efectuado a partir de buffy-coats de dadores saudaveis, fornecidos pelo
Instituto Portugués do Sangue, ao abrigo de um protocolo estabelecido entre este e a Unidade
de Biologia Microvascular e Inflamacéo do Instituto de Medicina Molecular. O isolamento de
monacitos decorreu em duas etapas. Na primeira foram isolados leucdcitos mononucleados a
partir de buffy-coats por gradiente de Ficoll-Paque (GE Healthcare Bio-Sciences AB). Estes
foram posteriormente utilizados para o isolamento de mondcitos por separacdo magnética. O

protocolo detalhado esta apresentado no Anexo 1.
3.2 - Cultura de células

3.2.1 - Cultura de linhas celulares humanas de leucemia aguda monocitica (THP-1)

As células THP1 foram cultivadas em meio RPMI suplementado com 10% de soro bovino

fetal (FBS), 1x Penicilina/Streptomicina, 1x Piruvato de sodio, 1x Hepes 1M pH 8, 1x
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aminoacidos ndo essenciais ¢ 50 uM de B- mercaptoetanol, e incubadas a 37°C numa
atmosfera com 5% de CO,. Todos os suplementos usados assim como o meio de cultura

foram provenientes da Invitrogen.

Tendo as células em cultura, foi adicionado o estimulo inflamatério LPS de E.coli serotipo
055:B5 (Sigma) para uma concentragdo final de 1pg/mL, efectuando-se paralelamente
culturas controlo as quais se adicionou igual volume de PBS 1x pH 7,4. Ambas foram
reincubadas nas condigdes anteriores, fazendo-se recolhas das células a diferentes tempos de
incubacdo durante as 24h seguintes. As células recolhidas foram usadas para isolamento de
RNA total e para analise proteica. Os sobrenadantes das culturas foram utilizados para
medicdo da concentracdo de TNF-a.

3.2.2 - Cultura de monocitos

Para o estudo da resposta inflamatéria em mondcitos, foi utilizada uma densidade de 1,0x10°
células/mL cultivadas em meio RPMI suplementado com 10% de FBS e 1x
Penicilina/Streptomicina. Posteriormente foi adicionado o estimulo inflamatério LPS para
uma concentracdo final de 1ug/mL e culturas controlo foram efectuadas, como se referiu
anteriormente. Ambas foram incubadas a 37°C numa atmosfera com 5% de CO, e foram
efectuadas recolhas de células a diferentes tempos de incubacdo durante as 24h seguintes. As
células recolhidas foram usadas para isolamento de RNA total e para analise proteica. Os

sobrenadantes das culturas foram utilizados para medicdo da concentracéo de TNF-a.

3.3 - Estudo da expressao de componentes colinérgicos, em monacitos, apds estimulacéo
colinérgica com agonistas nicotinicos

Para o estudo da resposta anti-inflamatoria mediada por estimulacdo com agonistas
nicotinicos foram cultivados mondcitos numa densidade de 1,0x10° células/mL, em meio
RPMI suplementado com 10% de FBS, 1x Penicilina/Streptomicina. Foi utilizada nicotina
(Sigma), como agonista nicotinico, numa concentracdo final de 10° M. Efectuaram-se
igualmente culturas controlo as quais se adicionou igual volume de PBS 1x pH 7,4. Todas as
culturas foram incubadas a 37°C numa atmosfera com 5% de CO, durante 2h sendo 0s seus
sobrenadantes recolhidos para medicao da concentragdo de TNF-a. Apds 2h, a restante cultura
foi subdividida em duas condi¢bes experimentais: 1 — adicionou-se o estimulo inflamatério
LPS para uma concentracdo final de 1ug/mL e 2 — adicionou-se igual volume de PBS 1x pH

7,4 (culturas controlo). As culturas foram reincubadas nas condi¢fes anteriores durante 24h
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efectuando-se recolhas dos sobrenadantes a diferentes tempos de incubacdo, para medicdo da
concentracdo de TNF-oa.

3.4 - Diferenciagdo e cultura de macrofagos

Para o estudo da diferenciacdo de mondcitos em macrofagos na resposta inflamatéria foi
utilizada uma densidade de 1,0x10° células/mL. Os mondcitos foram cultivados em meio
RPMI suplementado com 10% de FBS, 1x Penicilina/Streptomicina e MCSF (Macrophage-
Colony Stimulating Factor - Sigma) para uma concentracao final de 50 ng/mL. As culturas
foram incubadas a 37°C numa atmosfera com 5% de CO; durante 4 dias. Ao 4° dia de
incubagdo foi readicionado meio de cultura suplementado com MCSF na mesma
concentragdo. Ao 7° dia removeram-se as células ndo aderentes lavando a cultura de
macréfagos com meio de cultura. Efectuaram-se recolhas de células de algumas culturas para
isolamento de RNA total e para analise proteica, sendo 0s seus sobrenadantes recolhidos para
medic¢do da concentracdo de TNF-a. As restantes culturas de macrofagos foram tratadas com
0 estimulo inflamatdrio LPS para uma concentragdo final de 1pg/mL. Neste caso também
foram efectuadas culturas controlo, as quais se adicionou igual volume de PBS 1x pH 7,4. As
culturas foram incubadas a 37°C numa atmosfera com 5% de CO, durante 24h,
posteriormente as células foram recolhidas para isolamento de RNA total e para analise

proteica e 0s sobrenadantes das culturas utilizados para medicéo da concentracdo de TNF-a.

3.5 - Andlise de expressdo por RT-PCR (reverse transcription polymerase chain reaction)

Para este estudo, o0 RNA total foi isolado pelo reagente Trizol (Invitrogen). Em seguida, 5ug
de RNA total, de cada amostra foi tratada com TurboDNase (Turbo DNA-free Kit — Ambion).
Posteriormente foi efectuada a sintese de cDNA para 1 pg de RNA total (SuperScript 1l

Reverse Transcriptas —Invitrogen). Os protocolos detalhados estdo apresentados no Anexo 1.

A reaccdo de amplificagdo foi realizada num volume final de 20 pl contendo: 2 pl de cDNA,
tampao apropriado numa concentracdo de 1x, 1,0-2,0 mM MgCl, consoante o gene estudado,
0,2 mM de cada ANTP (Fermentas, Life Sciences), 0,5 uM de cada primer especifico, 0,5U de
GoTaq polimerase (Promega) ou e apenas para 0 gene da ACHE 0,5U de Imolase (Bioline) e
agua estéril. Em cada ensaio realizou-se um controlo negativo em que o cDNA foi substituido

por agua.

A reaccdo de amplificacdo para os genes CTL1, CRAT, CHT1, CHAT, CHRNA7, TNFA,

GAPDH e ACTB, consistiu num passo inicial de desnaturacdo da cadeia de DNA durante 2
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minutos a 95°C, seguido de 25-40 ciclos constituidos por uma desnaturacao de 45 segundos a
95°C, uma etapa de emparelhamento dos primers a 53-60°C durante 45 segundos e uma etapa
de extensdo de 45 segundos a 72°C. No final, efectuou-se uma extensdo a 72°C durante 10
minutos. Foi utilizado um Termociclador Biometra TPersonal (Alfa Gene). Para o gene da
ACHE, a reaccdo de amplificacdo apresentou as seguintes alteracGes: o passo inicial de
desnaturacdo foi de 8 minutos a 95°C e durante o ciclo de amplificacdo, a etapa de extensédo
foi de 1 minuto a 72°C. Os primers utilizados assim como a temperatura de annealing, a
concentracdo de MgCl,, o nimero de ciclos da reac¢do de amplificacdo e os tamanhos dos
produtos esperados estdo apresentados no Anexo Il para cada um dos genes estudados.

Os produtos amplificados foram detectados por electroforese em gel de agarose de 2%,
contendo brometo de etideo (0,5 pg/ml), em tampao de corrida TBE 0,5x (0,045 M Tris-
borato; 0,01 M EDTA,; pH 8). Foi utilizado o marcador de peso molecular HyperLadder 1V
(Bioline). A electroforese ocorreu a 120 volts durante 30-60 minutos de acordo com o
tamanho do fragmento. Os geéis foram visualizados num transiluminador (UVP) com luz UV e

documentados mediante a utilizagdo do sistema Kodak Edas 290 (Kodak).

3.6 - Determinacdo quantitativa da concentracdo de TNF-o pela técnica de ELISA
(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) (Quantikine Human TNF-a/TNFSFIA
Immunoassay - R&D Systems)

Nesta técnica foi usada uma microplaca de 96 pocos ja revestidos com um anticorpo
monoclonal especifico para TNF-a. Foram efectuadas dilui¢des da solugdo padrdo de TNF-a
para posterior elaboracdo da curva padrdo. Tanto as diluicdes padrdo como as amostras em
estudo foram colocadas nos pogos da microplaca e 0 TNF-ao presente em cada uma ligou-se ao
anticorpo monoclonal especifico para TNF-a. Apds incubagdo de 2 horas a temperatura
ambiente foram efectuadas 4 lavagens com o tampéo de lavagem apropriado de modo a retirar
as substancias ndo ligadas. Seguiu-se a adicdo do conjugado (anticorpo policlonal especifico
para TNF-a ligado a uma enzima) e ap6s 1 hora de incubagdo a temperatura ambiente foram
efectuadas mais 4 lavagens com tampao de lavagem apropriado de forma a remover o
conjugado que ndo se ligou. Em seguida foi adicionado o substrato e incubou-se a placa 20
minutos, no escuro e a temperatura ambiente. Neste passo ocorre o desenvolvimento de
coloracdo, a qual é proporcional a quantidade de TNF-a ligado no passo inicial. O
desenvolvimento de coloracdo foi parado pela adicdo da solucdo stop e a intensidade da cor
medida a 450 e 570 nm no aparelho Infinite M200 (TECAN).
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3.7 - Analise por citometria de fluxo

Monécitos numa densidade de 1,0x10° células/mL foram fixados com paraformaldeido 1%
durante 15 minutos a temperatura ambiente, seguindo-se uma centrifugacdo a 1390 rpm
durante 5 minutos & temperatura ambiente e ressuspensdo em PBS 1x pH 7,4 para a mesma
densidade celular. As células foram marcadas com os seguintes anticorpos: FITC anti-humano
CD14 (eBioscience), PERCP-anti-humano CD19 (Biolegend), FITC anti-humano CD66b
(Biolegend) e com uma mistura de anticorpos constituida por PE-Cy5 anti-humano CD3 + PE
anti-humano CD4 + FITC anti-humano CD8 (Biolegend)), e incubadas 15 minutos no escuro
a temperatura ambiente. As células marcadas foram novamente centrifugadas nas condi¢des
anteriores e ressuspensas em PBS 1x pH 7,4. Em seguida foi feita a leitura no FACSCalibur
através do software CellQuest e os dados analisados pelo programa Flowjo.

3.8 - Andlise proteica por Western Blotting
3.8.1 - Preparacdo da amostra

Centrifugaram-se 1,5x10° células a 3000 rpm durante 5 minutos & temperatura ambiente e
ressuspendeu-se o pellet em 1mL de PBS 1x pH 7,4 repetindo-se a centrifugacdo. O pellet foi
ressuspendido em 120uL de tampéo de solugédo 1x (50mM Tris-Cl pH 6,8/ 100mM DTT/ 2%
SDS/ 0,1% Azul Bromofenol/ 10% Glicerol/ 5% B-mercaptoetanol) e suplementou-se com
MgCl, 5mM, solucéo de inibidores de proteases 1x (Set V - Calbiochem) e 24U de benzonase
(Sigma). As amostras foram desnaturadas a 99°C durante 10 minutos e foram aplicadas de

imediato no gel ou armazenadas a -20°C.

3.8.2 - Electroforese por SDS-PAGE (Sodium dodecyl Sulfate Policrilamide Gel
Electrophoresis) e Western Blotting

Para a analise da expressdo proteica da AChE efectuou-se de inicio uma electroforese de
SDS-PAGE em gel de resolucdo com 8% de acrilamida e gel de concentracdo com 5% de
acrilamida. Apds polimerizacdo e montagem dos géis no suporte colocou-se o tampao de
corrida de electroforese (25 mM Tris/192 mM Glicina/0,1% SDS, pH8,3), as amostras e 0
marcador de peso molecular (Precision Plus Protein Sandards - Bio Rad). A corrida foi
efectuada a 25 mA por gel, utilizando o sistema de electroforese Mini-PROTEAN 3 Cell (Bio
Rad). Para a transferéncia formaram-se sanduiches com as esponjas, 0s papéis 3mm, o gel e a
membrana de nitrocelulose, todos previamente embebidos em tampédo de transferéncia (25
mM Tris/192 mM Glicina/etanol 20%, pH 8,3). As sanduiches foram colocadas no sistema de

transferéncia (Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell — Bio Rad) de modo que a
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corrente passasse do gel (p6lo negativo) para a membrana (p6lo positivo). A transferéncia
efectuou-se a 100 volts durante 60 minutos. Em seguida efectuou-se a coloragdo com solucéo
de Ponceau S (0,5% Ponceau S (m/v) em &cido tricloroacético 5% (m/v)) para avaliar a
eficiéncia da transferéncia e marcacgdo das bandas do marcador. De seguida a membrana foi
lavada com PBS 1x pH 7,4 até ser retirada toda a coloracdo e procedeu-se ao bloqueio da
membrana com 5% de leite em tampé&o PBS 1x pH 7,4 + Tween 20 0,1% (PBS-T) durante
lhora a temperatura ambiente. Ap6s bloqueio, esta foi incubada com o anticorpo primario N-
19 (Santa Cruz), diluido 1/500 em 5% de leite PBS-T, overnight a 4°C com agitacao.
Seguiram-se 3 lavagens de 10 minutos com PBS-T. Posteriormente a membrana foi incubada
com o anticorpo secundario Donkey anti-goat 1gG conjugado com HRP (Horseradish
Peroxidase) (Santa Cruz), diluido 1/5000 em 5% de leite PBS-T, durante 1h a temperatura
ambiente e com agitacdo. Por fim, a membrana foi novamente lavada como anteriormente em
que a ultima lavagem foi efectuada com PBS 1x pH 7,4. A deteccdo do sinal foi efectuada
através de uma reaccdo de quimioluminescéncia utilizando o Kit Super Signal West Pico
(Pierce), seguindo-se o protocolo recomendado. De seguida as chapas de autoradiografia (Fuji
medical x-ray film - Fujifilm) foram impressionadas durante diferentes tempos sobre a
membrana e a sua revelacdo e fixacdo feitas no aparelho Curix 60 (Agfa). Apds revelacéo da
proteina da AChE as membranas foram lavadas com PBS 1x pH 7,4 e reutilizadas para
analise proteica da B-actina. As alteracGes relativamente ao protocolo da AChE foram: 1) -
Bloqueio da membrana durante 15 minutos a temperatura ambiente. 2) - Incuba¢do com o
anticorpo primario AC-15 (Sigma), diluido 1/800, durante 30 minutos a temperatura ambiente
com agitacdo. 3) - Incubacdo com o anticorpo secundario Goat anti-mouse 1gG conjugado
com HRP (Santa Cruz), diluido 1/5000, durante 30 minutos a temperatura ambiente com

agitacdo. A deteccdo do sinal foi efectuada como descrita anteriormente para a AChE.
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4 - Resultados

De acordo com os objectivos deste estudo procedeu-se a analise da expressdo molecular de
diferentes factores, na resposta inflamatdria induzida pela ac¢do de LPS de E. coli. Os genes
estudados foram:

() O gene CHT1 e o CTL1, que codificam para proteinas intervenientes no transporte
de colina do meio extracelular para o interior da célula, respectivamente CHT e
CDw92

(i) O gene CHAT e o CRAT que codificam respectivamente para as proteinas ChAT e
CrAT que possibilitam a sintese de ACh

(iii) O gene CHRNAY codificante do receptor nAChR a7 que localizado na membrana
plasmatica da célula possibilita a ligagdo da ACh

(iv) O gene da ACHE que codifica para a enzima AChE, responsavel pela hidrélise de
ACh.

Os modelos celulares utilizados foram, uma linha celular humana de leucemia aguda
monocitica, THP-1, culturas primarias de mondcitos isolados de buffy-coat obtido de sangue
periférico humano e também culturas de macrofagos obtidas por diferenciacdo das culturas

primarias de mondcitos.

4.1 - Estudo da expressdo de componentes colinérgicos em celulas THP-1 na resposta
inflamatoria

Neste estudo e como abordagem inicial foram utilizadas linhas celulares humanas de leucemia
aguda monocitica, THP-1, dado tratarem-se de células imortalizadas. As culturas de células
THP-1 neste estudo foram incubadas na presenca ou auséncia do estimulo inflamatorio LPS
(1png/mL), realizando-se recolhas a diferentes tempos de incubacédo até um maximo de durante
24h.

4.1.1 - Determinacédo da concentracdo de TNF-a

De forma a controlar a inducdo da resposta inflamatoria em células THP-1 por ac¢édo do LPS,
determinaram-se as concentracdes de TNF-a, citocina pro-inflamatoria, em sobrenadantes de
culturas de THP-1 (Figura 4.1). Conforme esperado na auséncia de LPS as concentracdes de
TNF-a sdo baixas. Por estimulagdo com o LPS, as concentracdes de THF-o aumentam

consideravelmente mesmo para tempos de incubacéo curtos como as 4h.
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Figura 4.4 — Doseamento de TNF-a em sobrenadantes de culturas de células
THP-1 quando tratadas ou ndo com LPS (1ug/mL). Cx — cultura n3o tratada com
LPS e recolhida a x horas de incubagao, Lx — cultura tratada com LPS e recolhida
a x horas de incubagao.
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4.1.2 - Estudo da expressdo molecular dos componentes colinérgicos a nivel de mRNA

Uma vez confirmada a inducdo da resposta inflamatdria procedeu-se ao estudo de expressdo
molecular dos componentes colinérgicos em células THP-1 incubadas como referido
anteriormente (Figura 4.2). Primeiramente foi estudado o gene do GAPDH (codificante da
proteina gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase), ja que sendo este um gene house-keeping, a
sua expressdo na célula ndo devera variar dentro das condigdes estudadas, tal como 0s nossos
resultados comprovam. A reac¢do inflamatdria foi controlada pelo estudo do gene do TNFA
(que codifica para a proteina TNF-a), pois sabe-se que na resposta inflamatéria o nivel de
transcrito de TNF-o aumenta por accdo do LPS.**! A analise da expressdo do TNFA nas
nossas amostras revela esse aumento de expressao. Para os genes CTL1, CRAT e CHRNA?,
apesar de expressos nestas células, ndo se obtiveram alteracfes de expressdo na presenca do
estimulo inflamatorio relativamente as amostras controlo. Tanto para o gene da CHAT como
para 0 do CHT1 ndo h& expressdo quer nas condi¢cbes inflamatorias quer em situacoes
controlo. Ha a salientar neste estudo o aumento substancial de expressdo do MRNA da ACHE

na presenca de LPS quando comparado com células incubadas sem LPS.
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Figura 4.5 - Modulag¢io da expressdo de factores colinérgicos pela ac¢do do LPS (1ug/mL) em células THP-1 por RT-
PCR. Células Hela, CEM e K562 foram usadas como controlo positivo da expressao dos genes CHT1, CHAT e ACHE,
respectivamente e o branco usado como controlo negativo. O GAPDH foi usado como controlo interno.

4.1.3 - Estudo da expressdo proteica da AChE

De acordo com os estudos realizados por RT-PCR, que revelaram significativas alteracdes de
expressdo para o gene da ACHE, tornou-se pertinente uma analise da expressdo proteica para
este factor colinérgico (Figura 4.3). O anticorpo primario (N-19) usado para a analise proteica
permite reconhecer todas as isoformas da AChE conhecidas até ao momento. Assim, pela
analise por Western blotting observa-se em células THP-1 a existéncia de duas bandas,
correspondentes a duas isoformas da AChE, com pesos moleculares distintos: uma com cerca
de 68 kDa correspondente ao produto full-length e uma isoforma de menor peso molecular
(>50kDa). Na presenca de LPS verifica-se um aumento de expressdo de ambas as isoformas,
sendo esse aumento mais significativo para a isoforma de menor peso molecular. Também é
notdrio na presenca de LPS, o aparecimento de uma nova banda de peso molecular intermédio
das duas anteriores. Possivelmente essa banda corresponde a expressdo de novo de outra
isoforma da AChE.
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Figura 6.3 - Extractos proteicos de células THP-1 analisados por Western blotting. As células K562 foram utilizadas
como controlo positivo da expressdo proteica do produto full-length do gene da ACHE. A B-actina foi usada como
controlo de carregamento.

4.2 - Estudo da expressdo de componentes colinérgicos em mondcitos na resposta
inflamatoria

Apos o estudo de uma linhagem imortalizada de células tornou-se importante estudar culturas
primarias, nomeadamente monaocitos derivados de sangue periférico, de forma a perceber se
as variacdes de expressdo obtidas em THP-1 se observam igualmente em culturas primarias
de monocitos. As culturas de mondcitos neste estudo foram incubadas na presenca ou
auséncia do estimulo inflamatdrio LPS (1ug/mL), realizando-se recolhas a diferentes tempos

de incubacédo até um maximo de durante 24h.

4.2.1 - Analise por citometria de fluxo

Apos isolamento, a populacdo de células foi posteriormente caracterizada por citometria de
fluxo. Na figura 4.4 estdo representados exemplos dos resultados obtidos por citometria de
fluxo, onde € possivel observar um grafico de forward scatter (FSC-H) vs side sactter (SSC-
H) para a cultura de mondcitos (Figura 4.4a). Na figura é possivel observar uma regido de
células homogéneas em tamanho e complexidade delineadas como regido 1 (R1). Neste
estudo assumiu-se que a regido 1 é composta maioritariamente por mondcitos, as restantes
células localizadas fora da regido 1 sdo principalmente plaquetas ou detritos celulares. Na
Figura 4.4b observa-se a populacdo de células da regido 1, anteriormente seleccionada,
marcada com o anticorpo CD14 conjugado com FITC sendo este detectado pelo canal FL1-H.
A tabela 1 apresenta os resultados de citometria de fluxo para os varios ensaios realizados,
onde se pode observar que a pureza dos nossos ensaios variou entre 73-94%. Analisando 0s
diferentes ensaios de mondcitos isolados observa-se que todos eles foram positivos para
CD14, sendo este um marcador de mondcitos. Ao estudar as marcagbes por CD19, CD66,
CD3 e CD8 pretendeu-se despistar contaminac@es por linfocitos B, granuldcitos e Linfécitos

T. Desta forma verificou-se que 0s nossos ensaios ndo continham contaminagdes por estes
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tipos celulares. Em relacdo a marcacdo por CD4, este também pode ser expresso em
mondcitos. A sua inconstante expressdo nos ensaios realizados pode estar relacionada com a

heterogeneidade dos dadores de sangue.

10* 10*
3 o 0.18
a) b)
10° - 10° 4
T
N 107
w

10° L L R S L U P | -|9-22'
0 200 400 600 800 1000 10° 10
FSC-H
Ungated Monocitos
Monocitos Monocitos
branco CD14

Figura 4.4 — Exemplo representativo de graficos obtidos por citometria de fluxo apds analise pelo programa
Flowjo. a) grafico de forward scatter (FSC-H) vs side scatter (SSC-H) para células apoés isolamento em que R1
corresponde a regido maioritariamente composta por mondcitos; b) grafico de marcagdo com o anticorpo
FITC- anti CD14 humano, visualizado em FL1-H para a populagao de células seleccionada anteriormente em
R1.

Tabela 1 — Resultados obtidos por citometria de fluxo, (ND — Ndo Determinado).

Marcacoes
Ensaios | Pureza CD14 CD19 CD66b CD3 CD4 CD8
#1 87,3% + - - - - -
#2 81,9% + = o = +/- -
#3 86% + - - - +/- -
#4 94,1% + - - - + -
#5 74,6% + - - - - -
#6 72,4% + - - - + -
#7 86,7% + - ND - + -
#8 91.2% + - - - + -
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4.2.2 - Determinacdo da concentracdo de TNF-a

Tal como em células THP-1 também em mondcitos a indugdo da resposta inflamatoria por
accdo do LPS, foi controlada pela determinacdo das concentragdes de TNF-a em
sobrenadantes de culturas de mondcitos (Figuras 4.5 a) e b)). De acordo com o esperado, na
auséncia de LPS, as concentracbes de TNF-o permanecem muito baixas. No entanto apods
estimulacdo com o LPS, as concentragdes de TNF-o aumentam consideravelmente mesmo

para tempos de incubacdo iniciais como a 1h.

a) Mondcitos - Ensaio #1 b) Monocitos - Ensaio #2
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Figura 4.5 a) e b) — Doseamento de TNF-a em sobrenadantes de culturas de monécitos quando tratadas ou ndo com LPS
(1pg/mL). Cx — cultura ndo tratada com LPS e recolhida a x hora de incubagdo, Lx — cultura tratada com LPS e recolhida a x
hora de incubacao.

4.2.3 - Estudo da expressdo molecular dos componentes colinérgicos a nivel de mMRNA

Apos verificacdo da indugdo da resposta inflamatoria procedeu-se ao estudo de expressdo
molecular dos componentes colinérgicos em mondcitos do sangue periférico, estimuladas ou
ndo com LPS (Figuras 4.6 e 4.7). Numa primeira fase foi estudada a expressao do gene da
ACTB (codificante da proteina pB-actina), sendo este um gene house-keeping a sua expressao
na célula ndo devera variar dentro das condicGes estudadas, tal como 0s nossos resultados
comprovam. Tal como no caso das células THP-1, também nos mondcitos a reaccdo
inflamatdria foi controlada pela analise de expressdo do gene do TNFA, uma vez que estudos
mostram que na resposta inflamatoria as concentragdes de TNF-o aumentam por ac¢do do
LPS.B% A anélise da expressdo do TNFA nas nossas amostras revela esse aumento de

expressao sendo o pico maximo as 4h de incubacdo com o estimulo inflamatério.

Em condicBGes normais 0os mondcitos ndo expressam CHAT e CHT1, expressando 0s restantes
factores colinérgicos testados. De entre estes, 0s genes CRAT e CHRNA7 ndo apresentam
variacdo de expressao por estimulacdo da resposta inflamatoria. Por outro lado observa-se um

aumento da quantidade de transcrito de CTL1 e ACHE, por acg¢éo do LPS.
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Figura 4.6 - Modulagdo da expressdo de factores colinérgicos por ac¢do do LPS (1pug/mL) em mondcitos,
observado por RT-PCR. Células Hela, CEM e K562 usadas como controlo positivo da expressao dos genes
CHT1, CHAT e ACHE, respectivamente e o branco usado como controlo negativo. O ACTB foi usado como

controlo interno.
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Figura 4.7 - Modulagdo da expressdo de factores colinérgicos por ac¢do do LPS (1ug/mL) em mondcitos,
observado por RT-PCR. Células HelLa, CEM e K562 usadas como controlo positivo da expressdo dos genes
CHT1, CHAT e ACHE, respectivamente e o branco usado como controlo negativo. O ACTB foi usado como

controlo interno.
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4.2.4 - Estudo da expresséo proteica da AChE

Para duas culturas de mondcitos (isolados a partir de buffy-coats distintos dos usados em 4.2.2
e 4.2.3) incubadas ou ndo na presenca de LPS foram colhidas células para posterior anélise
por Western blotting (Figura 4.8). Para as duas culturas de mondcitos testadas, observam-se
padrdes diferentes de expressao da proteina AChE. Assim e logo ap6s o seu isolamento,
observamos uma Unica banda com peso molecular aproximadamente de 68kDa que
corresponde a proteina full-length. Ap6s um dia de cultura uma segunda banda de peso
molecular inferior torna-se evidente, correspondendo a uma isoforma da AChE de menor peso
molecular. Porém € de salientar que para as diferentes culturas de mondcitos observam-se
diferentes niveis de expressao desta nova isoforma. De facto e em relagcdo a banda de menor
peso molecular observamos uma maior quantidade de proteina no ensaio #2 do que no ensaio
#1. Por accdo do LPS, verifica-se para as duas culturas um padréo diferencial de expresséo.
Assim, enquanto para 0 ensaio #2 observamos um decréscimo significativo da quantidade da
nova isoforma da AChE ap0s 24h de cultura face a situacdo controlo, no ensaio #1 verifica-se
um ligeiro aumento de expressdo das duas isoformas apos 24h de cultura face a situacéo

controlo.

Monocitos #1 Monocitos #2

Controlo
Marcador Oh 24h Oh 24h Positivo

(kDa)

AChE

p-actina

Figura 4.8 - Extractos proteicos de mondcitos analisados por Western blotting para a proteina da AChE. As células K562
foram utilizadas como controlo positivo da expressao proteica do produto full-length do gene da ACHE. A B-actina foi
usada como controlo de carregamento.
4.2.5 - Estudo da expressdo molecular de componentes colinérgicos apds estimulacdo
com agonistas nicotinicos
Nesta fase do estudo pretendeu-se analisar o efeito da estimulacdo colinérgica na expressao
molecular dos factores colinérgicos durante a resposta inflamatoria induzida pelo LPS. Para
tal, as culturas de mondcitos foram previamente tratadas ou ndo com um agonista nicotinico, a

nicotina, de forma a activar os receptores nicotinicos, nomeadamente o nAChRa7.

Posteriormente, estas culturas foram incubadas com LPS de modo a desencadear-se uma
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resposta inflamatdria. De forma a avaliar a resposta inflamatoria obtida nas diferentes culturas
de mondcitos, efectuou-se de seguida a determinagdo das concentracfes de TNF-a, por
ELISA, em sobrenadantes das culturas nas diferentes condi¢fes experimentais.

No total foram realizados dois ensaios distintos (Figura 4.9 a) e b)). Tal como anteriormente,
também nestes ensaios se verifica que o LPS induz uma massiva libertacdo de TNF-a para o
meio extracelular quando comparado com situagdes controlo. Por outro lado, verificamos que
a incubacdo das culturas com nicotina ndo induz qualquer variacdo das concentragdes de
TNF-0 nos sobrenadantes das culturas controlo. Por tltimo, observa-se que a estimulacédo
colinérgica com nicotina ndo afectou a estimulacdo da resposta inflamatéria por accdo do
LPS, uma vez que as concentracdes de TNF-a nao variam significativamente na presenca de
nicotina. Este facto esta em desacordo com dados publicados, pelos quais se esperaria uma

reducéo drastica das concentracdes de TNF-a por ac¢do da nicotina. 1338
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Figura 4.9 a) e b) — Doseamento TNF-a em sobrenadantes de culturas de mondcitos quando tratadas ou ndo com nicotina
(10°°M) e LPS (1pg/mL). C2 — cultura n3o tratada com nicotina nem LPS e recolhida as 2h de incubacio, C26 — cultura ndo
tratada com nicotina nem LPS e recolhida as 24h de incubagdo, 6N2 — cultura tratada com nicotina (10'6M) e recolhida as
2h de incubagao, 6N26 — cultura tratada com nicotina (10’6M) e recolhida as 24h de incubagao, L24 - cultura tratada com
LPS e recolhida as 24h de incubagao, 6NL24 — cultura tratada com nicotina (10'6M) durante 2h e posteriormente incubada
por 24h com LPS/nicotina.

4.3 - Estudo da expressdo de componentes colinérgicos em macrdéfagos na resposta
inflamatoria

Na Ultima fase deste trabalho utilizaram-se macrofagos diferenciados a partir de culturas
primarias de monocitos (Figura 4.10). Numa reaccdo inflamatéria os mondcitos sdo
recrutados para o local da inflamacdo diferenciando-se ai em macréfagos, sendo estas as
células efectoras da resposta inflamatéria. As culturas de macréfagos foram incubadas na
presenca ou auséncia do estimulo inflamatério LPS (1pg/mL), realizando-se recolhas a

diferentes tempos de incubagéo durante 24h.
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Figura 4.10 - Macrofagos diferenciados a partir de culturas
primarias de mondcitos.

4.3.1 - Determinacédo da concentracéo de TNF-a

De forma semelhante ao efectuado para os outros tipos celulares estudados, também para 0s
macrofagos a inducdo da resposta inflamatéria por accdo do LPS foi controlada pela
determinacgdo das concentracfes de TNF-a em sobrenadantes de cultura (Figura 4.11). Neste
caso e tal como esperado, nas situagdes controlo (auséncia de LPS) as concentracdes de TNF-

a sdo baixas, aumentando consideravelmente por estimulagdo com o LPS.
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Figura 7.11 - Doseamento de TNF-a em sobrenadantes de culturas de macréfagos incubada na
presenga ou auséncia de LPS. Cx — cultura ndo tratada com LPS e recolhida a x horas de
incubagdo, Lx — cultura tratada com LPS e recolhida a x horas de incubagdo.

4.3.2 - Estudo da expressdo molecular dos componentes colinérgicos a nivel de mMRNA

Apos controlo da inducdo da resposta inflamatdria procedeu-se ao estudo de expressao

molecular dos componentes colinérgicos em macréfagos derivados de mondcitos, sendo as
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celulas tratadas e incubadas como referido anteriormente (Figuras 4.12 e 4.13). Inicialmente
foi estudada a expressdo do gene ACTB. Sendo este um gene house-keeping a sua expressao
na célula ndo deverd variar dentro das condigdes estudadas, tal como 0s nossos resultados
comprovam. Ao efectuar-se uma analise comparativa entre mondcitos e respectivos
macréofagos obtidos por diferenciacéo verifica-se que em condigdes normais (controlo) ambos
expressam CTL1, CRAT e CHRNA7, ndo havendo diferencas de expressdo entre 0s tipos
celulares. No entanto, ndo ha expressdo de CHAT e CHT1 nos dois tipos de células (Figura
4.12). Contudo, no ensaio da Figura 4.13 o gene CHTL1 é expresso em condi¢cdes normais, 0
que revela um comportamento diferencial de expressdo de acordo com a preparacdo de
macrdfagos. E de salientar um completo silenciamento de expressido da ACHE em macréfagos
a nivel do mRNA (Figura 4.12 e 4.13).

positivo
on el 246 bp
CRAT
= 95 bp Figura 4.12 - Modulacdo da expressao
de factores colinérgicos por ac¢do do
CHT1 _ = 153 bp LPS (lug/mL) em mondcitos e
macréfagos, por RT-PCR. Células Hela,
CEM e K562 usadas como controlo
- ~
P positivo da expressao dos genes CHT1,
CHAT e ACHE, respectivamente. O
ACHE _ = 275 bp branco foi usado como controlo
negativo. O ACTB foi usado como
controlo interno.

Apo6s um dia de cultura todos os factores colinérgicos sdo expressos em condi¢Ges normais de
cultura. Por accdo do LPS, verificamos que tanto a expressao do CHT-1 como da CHAT séo
silenciadas. No entanto, CTL1, CRAT e CHRNA7 ndo parecem revelar alteracbes muito
significativas de expressdo. E de realcar o aumento substancial de expressdo do gene da

ACHE face a situacdo controlo (Figura 4.13).
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Figura 4.13 - Modulagdo da expressdo de factores colinérgicos por ac¢do do LPS (1ug/mL) em mondcitos e macréfagos,
por RT-PCR. Células HeLa, CEM e K562 usadas como controlo positivo da expressao dos genes CHT1, CHAT e ACHE,
respectivamente. O branco foi usado como controlo negativo. O ACTB foi usado como controlo interno.

4.3.3 - Estudo da expressdo proteica da AChE

A partir de culturas de macréfagos incubadas nas condi¢cdes mencionadas anteriormente
foram colhidas células para analise por Western blotting (Figura 4.14). Para este ensaio
utilizaram-se isolamentos distintos dos usados em 4.3.2. Por Western blotting observa-se em
condi¢cdes normais a expressdo de uma Unica isoforma, com cerca de 68 kDa, correspondente
ao produto full-length, tanto em mondcitos como em macrofagos. No entanto essa banda
parece mais intensa em macrofagos. Apos um dia de cultura, em condi¢Ges normais, € ainda
notdério um ligeiro aumento de expressao da AChE em macréfagos. Ja por ac¢do do LPS a

expressdo da AChE ¢ ligeiramente reduzida para niveis equivalentes aos iniciais.
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Figura 4.14 - Extractos proteicos de macréfagos analisados por Western blotting, para a proteina da AChE. As células
K562 foram utilizadas como controlo positivo da expressao proteica do produto full-length do gene da ACHE. A B-actina
foi usada como controlo de carregamento.
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5 - Discussao

De acordo com os objectivos deste estudo foram caracterizadas as expressdes moleculares de
varios componentes colinérgicos em culturas de THP-1, mondcitos e macréfagos, e analisadas
as variacOes de expressdo quer na resposta inflamatdria induzida por accdo do LPS, quer na

resposta anti-inflamatdria mediada por agonistas nicotinicos.

Um estimulo inflamatério induz o aumento de producdo e libertacdo de citocinas pro-
inflamatorias para o meio extracelular. Assim e de forma a controlar a inducdo da resposta
inflamatoria por ac¢do do LPS, determinaram-se de inicio as concentragdes de TNF-o em
sobrenadantes de cultura para os diferentes tipos celulares testados. Como esperado,
observou-se sempre um aumento drastico das concentracfes desta citocina na presenca de
LPS quando comparados com as baixas concentragdes detectadas em condigdes normais de
cultura. Por outro lado, analisou-se ainda a indugé@o de expressdo de TNF-a a nivel do mRNA
para culturas de THP-1 e mondcitos. De acordo com dados publicados %), observou-se um
aumento de expressdo nos dois casos. Porém e enquanto que para THP-1 o aumento de
expressdo mantém-se durante todo o tempo de incubacdo, para monocitos ha um aumento de

expressao as 4h de incubacdo com decréscimo para tempos posteriores de incubacéo.

Os doseamentos das concentracdes de TNF-a permitiram igualmente controlar a ac¢do anti-
inflamatdria da nicotina nos estudos com monocitos. Em contraste com os dados publicados
[31.36371 3 presenca de nicotina ndo afectou a resposta inflamatéria induzida pelo LPS. Embora
tenham sido testadas diferentes formulacBes de nicotina em diferentes concentracées ( 10,
10 e 10® M) durante diferentes tempos de incubacéo e com diferentes concentracdes de LPS
(10, 100 e 1000 ng/uL) (dados ndo apresentados), em nenhum dos ensaios se verificou a

diminuicdo da resposta inflamatoria por ac¢cdo do agonista nicotinico.

O estudo da expressdo molecular dos componentes colinérgicos a nivel de mMRNA revelou a
auséncia de expressdo dos genes CHT1 e CHAT em células THP-1 e mondcitos, tanto em
condicdes controlo como pela accdo do LPS, sugerindo que estes tipos celulares podem nédo
ser capazes de sintetizar ACh. Porém, ambos expressam os genes CTL1, que codifica para
outro transportador de colina e CRAT que codifica para a carnitina acetiltransferase, a qual foi
sugerida poder sintetizar ACh. Desta forma, estes genes poderdo constituir uma nova
alternativa para a sintese de ACh nestes tipos celulares. Contudo nédo foi efectuada analise da

expressdo proteica de CTL1 e CRAT e mais importante ndo foi avaliada directamente a
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capacidade destas células em expressar ACh. Por outro lado, tanto para o gene CTL1 como
para 0 CRAT néo se verificaram alteracdes significativas de expressdo por inducdo com LPS.

Em macrofagos obtiveram-se resultados distintos dos anteriores. Neste caso e no final do
processo de diferenciacdo, o gene CHT1 apresentou um padrdo de expressdo diferente nos
dois ensaios de diferenciacao realizados em que num ensaio se observou expressdao de mRNA
de CHT1 e no outro ndo. Estes resultados sugerem que este gene possa apresentar uma
expressao diferencial em funcdo do dador de sangue. No entanto, apds 24h em condicdes
normais de cultura observou-se expressdo de CHT1, assim como de CHAT o que indica que a
remocado do estimulo de diferenciacdo, MCSF, pode promover ou manter a expressdo desses
genes. Estes resultados sugerem que macrdéfagos derivados de mondcitos humanos podem ter
a capacidade de expressar ACh, o que esta de acordo com dados publicados em macréfagos
alveolares de ratinho. E de salientar que para ambos os genes, a sua expressao é silenciada
com a adi¢do do estimulo inflamatorio LPS, indicando que durante a resposta inflamatoria o
macrofago possa perder a capacidade de sintese de ACh, de forma a evitar a ac¢do anti-
inflamatdria da ACh produzida pela propria célula. Mais uma vez podera ser importante
considerar a contribuicdo dos genes CTL1 e CRAT, também expressos por macrofagos. Para
estes genes ndo se registaram variacOes de expressdo dentro das condicdes experimentais
utilizadas. Porém, mais uma vez nédo foi efectuada analise da expressao proteica de CTL1 e
CRAT nem avaliada a capacidade de expressdo de ACh por estas células. Em trabalhos
futuros sera importante avaliar a expressdo proteica destes quatro factores assim como a

capacidade de monocitos e macrofagos de sintetizar ACh.

Estudos anteriores reportaram a expressdo do gene CHRNA7 em mondcitos e macrdéfagos
humanos.??*! No presente trabalho foi demonstrada a expressdo desse gene em mondcitos e
macrofagos a nivel do mRNA. No entanto ndo se observou qualquer variacdo de expressao
por accao do LPS em todos os tipos celulares estudados, indicando desta forma que a resposta

inflamatoria ndo modula a expressdo de nAChRa7 pelo menos a nivel de mRNA.

Estudos realizados demonstraram que no promotor do gene da ACHE existem possiveis locais
de ligacdo do factor de transcricdo NF-kB. Assim, seria de esperar que na resposta
inflamatéria se verificasse um aumento da expressdo deste factor colinérgico que poderia
desempenhar uma funcéo pré-inflamatéria por via da hidrolise de ACh.B® De acordo com
esta hipotese de trabalho, verificou-se um aumento de expressdao de ACHE a nivel de mMRNA

em todos os tipos celulares estudados. Contudo a nivel de expressdo proteica, os dados
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obtidos para estas diferentes células sdo discrepantes entre si. De facto e para THP-1, a adicdo
do estimulo inflamatdrio resultou no aumento de expressdo das duas isoformas de AChE
detectadas em condicGes normais de cultura e ainda no aparecimento de uma outra isoforma
de peso molecular intermédio. De salientar que 0 aumento de expressdo com o LPS foi mais
acentuado as 12h de incubacdo, observando-se um ligeiro decréscimo de expressdo as 24h de
incubacdo. Tendo em conta que o nivel de transcrito de AChE se mantém elevado até pelo
menos 24h de incubacdo, estes dados permitem sugerir a existéncia de mecanismos de
silenciamento parcial da traducao desta proteina em THP-1.

Em mondcitos, o estudo de expressdo molecular da AChE revelou igualmente um aumento do
nivel de transcrito por accdo do LPS, embora este aumento ndo seja tdo acentuado como em
THP-1. A nivel proteico, identificaram-se diferentes padrdes de expressdo entre dois ensaios
realizados. Imediatamente apds o isolamento, observou-se unicamente uma baixa expressao
da isoforma full length para ambos os ensaios. Apds um dia em cultura, verificou-se a
expressao de uma nova isoforma de menor peso molecular em ambos 0s ensaios, mas muito
mais acentuada no ensaio #2 (Figura 4.8). Com estimulagcdo com LPS, o comportamento das
duas culturas de monocitos foi igualmente diferencial. No ensaio #1 observou-se um ténue
aumento de expressdo das duas isoformas, consistente com o observado a nivel de mRNA.
Porém, no ensaio #2 observou-se uma nitida diminuicdo da expressdo da isoforma de menor
peso molecular sugerindo um silenciamento da expressao proteica da AChE em condic6es
inflamatérias. A discrepancia entre ensaios proteicos pode ser justificada pela
heterogeneidade relativa aos diferentes dadores. De futuro, a analise de mais amostras de
monacitos provenientes de diferentes dadores podera clarificar estes resultados. Por outro
lado e de forma a obter uma melhor correlacdo dos dados de expressdo a nivel de RNA e
proteina, sera necessario no futuro usar as mesmas preparacGes de monocitos para ambas as

analises.

Por ultimo, efectuou-se neste estudo uma analise de expressdo de AChE em macrofagos. E
importante salientar que em ambos 0s ensaios realizados foi evidente o silenciamento da
expressdo de AChE a nivel do mRNA no final do processo de diferenciacdo. No entanto e em
relacdo a proteina demonstrou-se paradoxalmente um aumento de expressdo bastante
significativo em macréfagos. Para uma melhor compreensdo destes resultados seria
importante efectuarem-se recolhas de células em tempos intermédios de diferenciacao e assim
avaliar a evolucdo da expressdo de AChE durante este processo celular. E de salientar que

apenas foi efectuado um ensaio de analise proteica para macréfagos. De futuro, outros ensaios
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serdo realizados de forma a confirmar este padréo de expressao de AChE e mais uma vez sera
importante utilizarem-se as mesmas culturas de macrofagos para anélise de expressao de
mRNA e de proteina. Em condi¢cBes normais de cultura, verificou-se ainda uma alteracéo
significativa de expressdo de AChE em macrofagos. De facto e um dia apds remocdo do
estimulo de diferenciacdo, observou-se a activacdo da expressao de AChE a nivel de mRNA,
e consistentemente, um ligeiro aumento da expressio proteica. E importante salientar que em
contraste com os tipos celulares anteriormente estudados, os macréfagos apenas expressam a
isoforma de maior peso molecular correspondente a proteina full-length. Este facto sugere a
existéncia de distintos mecanismos de regulacdo de expressdo da AChE em mondcitos e
macréfagos. Como referido anteriormente por ac¢do do LPS, observou-se um aumento
qualitativamente substancial de AChE a nivel de mRNA. Ja a nivel proteico verificou-se um
ligeiro decréscimo da expressdo em relacdo a macrofagos em condi¢bes normais de cultura.
Neste caso, estes resultados poderdo sugerir a existéncia de um mecanismo anti-inflamatorio
baseado na diminuicdo da expressdo de AChE que consequentemente podera favorecer o
aumento da expressdo de ACh e a sua actividade anti-inflamatoria.

No geral, descrevem-se neste trabalho diferentes padrbes de expressao de AChE em
monacitos e macrofagos. Embora seja necessaria a analise de mais amostras, os resultados
poderdo sugerir a existéncia de diferentes mecanismos de regulagdo da expressdo desta
proteina nestes dois tipos celulares. Este facto podera mesmo estar associado as diferentes

funcbes desempenhadas por monocitos e macrofagos na resposta inflamatoria.

6 — Concluséo e Perspectivas Futuras

Neste estudo demonstrou-se a variacdo de expressdo de factores colinérgicos especificos, por
accdo do LPS em mondcitos e macréfagos humanos. Sugerindo desta forma o envolvimento

de mecanismos “colinérgicos” na resposta inflamatoria.

De futuro pretende-se realizar mais ensaios de modo a complementar os resultados existentes
e a preencher lacunas em aberto. Assim, ambiciona-se obter uma melhor compreensdo da
accdo destes factores colinérgicos na inflamacdo tal como o estudo de mecanismos a ela
subjacentes. Para tal poder-se-a recorrer a uma analise quantitativa por real-time PCR de

forma a melhor caracterizar as variacdes de expressdo dos factores colinérgicos.
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Anexo |

Isolamento de leucocitos mononucleados a partir de buffy-coat: O buffy-coat foi
retirado de forma estéril do respectivo saco, diluido 1:2 com PBS 1x pH7,4. A solucéo de
Ficoll-Paque foi colocada a temperatura ambiente e homogeneizada antes de ser utilizada.
O sangue diluido (16 mL) foi depositado em camada sobre a solugdo de Ficoll-Paque
(8mL). Por centrifugacdo a 1390 rpm durante 40 minutos a 20°C, obtém-se a separacéao de
quatro camadas contendo diferentes tipos de células indicados na Figura 1.

Figura 8 - Separacdo de células do sangue com Ficoll-
2 Paque. 1 — Plasma, 2 - Anel de leucdécitos mononucleados
(seta), 3 —ficoll-Paque, 4 — eritrocitos e granuldcitos.

Apos remocao do plasma recolheu-se o anel de leucdcitos mononucleados e as células
foram lavadas duas vezes com PBS 1x pH7,4 por centrifugacdo a 720 rpm durante 10
minutos a 20°C. Por fim, o pellet de células foi ressuspendido em PBS 1x pH7,4 e

procedeu-se a contagem de células pelo aparelho Cell Dyn 1600 (Abbott).

Isolamento de mondcitos usando o Monocyte Isolation Kit Il: Para o isolamento de
mondcitos humanos foi utilizado o Monocyte Isolation Kit 11 (Miltenyi Biotec) e seguiu-se
0 protocolo recomendado pelo produtor. Usando este kit os mondcitos sdo isolados por
seleccdo negativa. As células presentes na amostra que ndo sejam mondcitos, sdo
inicialmente marcados com um cocktail Biotina-Anticorpo. Este cocktail contém
anticorpos monoclonais conjugados com biotina e dirigidos contra 0s seguintes
marcadores humanos: CD3, CD7, CD16, CD19, CD56, CD123 e glicoforina A. Em
seguida e ap6s marcacdo com Microbeads magnéticas acopladas a anticorpos anti-biotina,
as células marcadas ficam retidas em colunas MACS LS (capacidade de 1x10® células)
por accdo do campo magnético do MACS Separator. Os mondcitos, ndo marcados,
passam atraves da coluna sendo entdo recolhidos. Por fim, o nimero de células obtido foi
determinado no aparelho Cell Dyn 1600 (Abbott).
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Isolamento de RNA total: Centrifugaram-se as células a 1200 rpm, 5 minutos a temperatura
ambiente. Estas foram lavadas por centrifugagdo com PBS 1x pH 7,4 formando-se um pellet de
células. Este foi bem ressuspendido com reagente TRizol (Invitrogen) (1 mL por 5x10° células) e
incubado 5 minutos a temperatura ambiente. Foi adicionado 0,2 mL de cloroférmio agitando-se
vigorosamente os tubos durante 15 segundos. As amostras foram incubadas 3 minutos a temperatura
ambiente e em seguida centrifugadas a 12000 xg, 15 minutos a 4°C. Apds a centrifugagdo, a mistura
separou-se em trés fases: uma fase inferior de cloroférmio de coloragdo vermelha, a interfase e uma
fase superior incolor, que contém o RNA. A fase superior foi transferida para um novo tubo e
precipitou-se 0 RNA com 0,5 mL de alcool isopropilico. Em seguida, as amostras foram incubadas 10
minutos a temperatura ambiente e posteriormente centrifugou-se a 12000 xg, 10 minutos a 4°C. O
pellet de RNA apresentou-se sob uma forma gelatinosa formando-se geralmente no fundo do tubo ou
nas paredes laterais. O sobrenadante foi removido e o pellet lavado com 1 mL de etanol a 75%,
centrifugando-se a 7500 xg, 5 minutos a 4°C. Em seguida, o pellet foi seco no Speed-vac 2 minutos,
ressuspendido em 15 pL de H,O e incubado 10 minutos a 60°C. Por fim, quantificaram-se as amostras

no aparelho Nanodrop a 260 nm (NanoDrop 2000c).

Tratamento com DNase: Para 5 ug de RNA adicionou-se: 2,5 uL de tampéo turbo DNase 5x, 0,25
ML de turbo DNase e agua até perfazer um volume final de reacgdo de 25 L, misturou-se gentilmente
e incubou-se a 37°C durante 30 minutos. Adicionou-se novamente 0,25 L de turbo DNase e voltou-se
a incubar nas condi¢cbes anteriores. Em seguida, adicionou-se 2,5 uL de reagente de inactivagdo e
incubou-se 2 minutos a temperatura ambiente, ressuspendendo-se ocasionalmente. Centrifugou-se a
10000 rpm 2 minutos, possibilitando que o reagente de inactivacdo sedimentasse, e transferiu-se o
RNA (parte superior) para um novo tubo. Por fim, as amostras foram quantificadas no aparelho
Nanodrop a 260 nm (NanoDrop 2000c).

Sintese de cDNA: Para 1 pug de RNA tratado com DNase adicionou-se: 1 pyL de random primers
(Roche) (300ng/ pL), 1 pL de dNTP (10mM) e agua até perfazer um volume final de reaccdo de 12
pL. A mistura foi incubada a 65°C durante 5 minutos e depois colocada em gelo 2 minutos. Em
seguida, adicionou-se: 4 pL de tampédo 5x, 2 uL de DTT 0,1 M e 1 yL de RNase OUT (40 u/ pL),
misturando-se gentilmente e incubando-se a 25°C durante 2 minutos. Posteriormente, adicionou-se 1
pML da enzima transcriptase reversa Supercript 1l (200 u) misturando-se gentilmente. As amostras
foram novamente incubadas a 25°C durante 10 minutos e em seguida a 42°C durante 50 minutos. Por
fim, ocorreu uma incubagdo a 70°C durante 15 minutos onde a enzima sofre inactivacdo. Todas as

amostras foram armazenadas a -20°C.
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Tabela 1 — Primers, temperatura de annealing, concentracdo de MgCl,, nimero de ciclos de amplificacdo e tamanhos dos produtos esperados para

cada um dos genes estudados.

Gene Primers 5> 3’ N® ciclos ann;l'é“ng amp;l;ﬁrizzggo(pb)
o | RSO 5w w
o | SEEGECSE s s o
owr | EESESSEEE s e
Ly Rov. ACAGGAAGCAATGAGCCACT 0 28
ChaT Rov GAGACOOCCCARATTAATGA 0 e 720
ch1 v AGCTGAGGGTCATECTCTOT oo -
TN Rov. AGATGATCTOACTOCCTORG 5w 93
PACHR a7 oV GCCACACACTACCCCAGACT 0o 248
AChE | AGGTCCAGACTAACOTACTGE 0 8 o
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