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RESUMO

Introducao: Ainflamagéao é caracterizada como um conjunto de alteragdes bioquimicas e imunoldgicas.
Evidéncias apontam a relagdo entre o estresse oxidativo e a inflamacgao. Objetivo: Estabelecer um
modelo de inflamagé&o aguda in vitro em células imunes periféricas pela exposi¢ao ao lipopolissacarideo
(LPS), a fim de avaliar se o ambiente inflamatorio gerado através de um produto bacteriano é capaz de,
em curto periodo, modular positivamente a atividade da AChE e induzir alteragbes oxidativas.Materiais
e Métodos: Estudo experimental in vitro onde células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de
9 individuos saudaveis foram expostas, in vitro, a 100 ng/mL de LPS por uma, trés e seis horas. Nas
PBMC, apds a exposicao ao LPS, foi avaliada a fosforilagdo de Fator Nuclear kappa B (NFkB), estresse
oxidativo e atividade da acetilcolinesterase (AChE). Resultados: Foi constatado que a inflamacgéo
induzida por LPS aumentou a fosforilagdo da subunidade p65 de NFKB em uma hora e diminui os
grupamentos tidlicos totais das PBMC em seis horas, sem alterar a peroxidacgao lipidica e a atividade da
AChE. Conclusao: Nosso estudo sustenta a hipétese de que a inflamagéo, mesmo em curto periodo,
causa um desequilibrio redox em células imunes.
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ABSTRACT

Introduction: Inflammation is characterized as a set of biochemical and immunological changes.
Evidence points to the relationship between oxidative stress and inflammation. Objective: To establish
an in vitro model of acute inflammation in peripheral immune cells for exposure to lipopolysaccharide
(LPS), in order to assess whether the inflammatory environment generated through a bacterial product
is capable of, in a short period, positively modulating AChE activity and induce oxidative alterations.
Materials and Methods: /In vitro experimental study with peripheral blood mononuclear cells (PBMC)
from 9 healthy individuals exposed, in vitro, at 100 ng/mL of LPS per one, three and six hours. In
PBMC, after exposure to LPS, it was assessed for nuclear factor Kappa B (NFkB) phosphorylation,
oxidative stress and acetylcholinesterase (AChE) activity. Results: It was found that LPS-induced
inflammation increased the phosphorylation of the p65 NFkB subunit within one hour and decreased
the total thiol clusters of PBMC within six hours, without altering lipid peroxidation and AChE activity.
Conclusion: Our study supports the hypothesis that inflammation, even in a short period, causes a
redox imbalance in immune cells.

Keywords: Inflammation; Lipopolysaccharide; Oxidative stress; Acetylcholinesterase.

INTRODUGAO

Ainflamacéo é caracterizada como um conjunto de alteragdes bioquimicas e imunolégicas
nos tecidos que inclui principalmente o recrutamento de leucdcitos até o meio inflamado,
o aumento do fluxo sanguineo e da permeabilidade vascular e indu¢do de mediadores
inflamatérios, principalmente citocinas’. Esse processo € uma protegdo fundamental do
organismo, que tem por objetivo principal a ativacdo de células imunes e restauracdo da
integridade e da funcgdo do tecido lesado. Entretanto, respostas inflamatorias mal reguladas
podem afetar a homeostase celular e tecidual®.

A inflamagdo € iniciada por uma vasta gama de moléculas imunogénicas. O
lipopolissacarideo (LPS) € uma endotoxina presente na parede celular externa de bactérias
gram-negativas que atua como potente mediador pro-inflamatério, através da ligagdo a
receptores préprios nas células imunes, como os receptores Toll-like receptor 4 (Toll-4 ou
TLR-4). O TRL-4 reconhece o LPS através da via dependente do Fator Nuclear kappa B
(NFkB), fator de transcricdo que controla a produgéo de citocinas e desempenha um papel
importante durante a inflamagao. Neste contexto, a concentracdo aumentada de citocinas,
como interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) na
inflamac&o mediada pela via NFKkB pode modificar a expressao ou a atividade de diferentes
marcadores nas células imunes?. Deste modo, modelos de inflamacao in vivo*® e modelos in
vitro®” induzidos por LPS sdo bem estabelecidos na literatura para o estudo de mecanismos
inflamatorios.

As espécies reativas sado geradas em condig¢des fisioldgicas e quando em excesso sao
prejudiciais ao organismo. O desequilibrio entre a formagao das espécies reativas e as defesas
antioxidantes ocasionam o estresse oxidativo (EQO), condicdo que, quando ndo solucionada
pode causar danos aos lipidios, que por sua vez sao responsaveis por manter a integridade
das membranas celulares®. Além disso, o produto da peroxidacgao lipidica sdo os peroxidos
lipidicos, que se degradam em compostos capazes de reticular DNA e proteinas. As defesas
antioxidantes, por sua vez, sao responsaveis por neutralizar os danos causados pelos radicais
livres. Neste sentido, o sistema antioxidante pode ser classificado como enzimatico, que
incluiu enzimas como Superoéxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase
(GPx) e nao-enzimatico, que inclui moléculas produzidas endogenamente como a Glutationa
Reduzida (GSH), ubiquinona e acido urico, ou obtidas da alimentagdo, como vitamina C8.
Assim, a GSH é um importante antioxidante celular, que atua através de um ciclo redox,
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prevenindo danos oxidativos®.

Evidéncias apontam a relagéo entre o EO e a inflamagéo, uma vez que este causa a
desregulacao do sistema imune e pode desencadear danos em organelas celulares, através
do estimulo de vias de sinalizacdo como o NFkB, que ativa células imunes fagocitarias
promovendo a geragdo de espécies reativas. Além disso, o processo inflamatério agudo
desencadeia os efeitos nocivos a células do organismo através da perda do equilibrio redox
e inducgéo da peroxidacgao lipidica, o que leva ao EQ'",

Aacetilcolina (ACh) € um neurotransmissor do sistema nervoso central (SNC) e periférico
(SNP) que ja foi detectada em tecidos n&o neuronais, como em células imunes, onde exerce
efeito anti-inflamatdrio através da regulagédo negativa da expressao e secregao de citocinas
pro-inflamatérias'>. Neste contexto, a atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE),
responsavel pela hidrolise de ACh em acido acético e colina, tem sido discutida como um
possivel marcador do estado inflamatdrio celular, pois o aumento da AChE em células imunes,
como os linfocitos, aumenta a hidrélise de ACh, acarretando na sua auséncia ou redugao
de suas propriedades anti-inflamatdrias, contribuindo para a indugdo e/ou manutencao da
inflamacgéao periférica™ . Neste ambito, estudo prévio demonstrou que uma Unica injegao
de LPS aumenta a atividade da AChE no sistema nervoso de camundongos, sugerindo uma
relacdo entre a inflamacao séptica e a modulagéo da atividade da AChE'™. No entanto, ndo
foram encontrados estudos na literatura mostrando se este efeito € também observado em
células imunes periféricas.

Considerando que a inflamag¢ao pode causar danos aos tecidos, € que as proprias
células imunes indutoras de inflamagao podem sofrer os efeitos das citocinas geradas, este
estudo teve por objetivo estabelecer um modelo de inflamagéo aguda in vitro em células
imunes periféricas pela exposi¢cao ao LPS, a fim de avaliar se o ambiente inflamatdrio gerado
através de um produto bacteriano é capaz de, em curto periodo, modular positivamente a
atividade da AChE e induzir alteragdes oxidativas.

MATERIAIS E METODOS
Populagao amostral

A populagdo amostral do estudo incluiu nove individuos saudaveis, quatro homens e cinco
mulheres, com média de idade de 30 % 9 anos, selecionados de forma aleatéria entre colaboradores
e/ou estudantes de uma Universidade do Sul do Brasil, que concordaram em participar do estudo de
maneira voluntaria. Os participantes voluntarios da pesquisa assinaram o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (TCLE). A coleta do material biolégico foi realizada no Laboratério de Experimentagéo e
Pesquisa em Saude da Universidade de Cruz Alta (LAEPS-UNICRUZ) por profissional habilitado para
realizacdo de coleta sanguinea. Este projeto foi aprovado no Comité de Etica Institucional sob parecer
4.500.964.

Os critérios de inclusao do estudo foram: ter entre 18 e 40 anos, aceitar participar do estudo e
assinar o TCLE. Os critérios de exclusao foram: ter doenca inflamatéria crénica ou doenca inflamatéria
aguda nos ultimos 30 dias, ter sido exposto a agrotoxicos e ter feito uso de medicamentos anti-
inflamatérios ou anticolinérgicos nos ultimos 30 dias.

Material biolégico

Para a realizagao do estudo, foram coletados 20 mL de sangue venoso periférico suplementado
com anticoagulante heparina. Apés a coleta da amostra, foi realizado o isolamento das células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) em Gradiente Hystopaque 1077 (Sigma Aldrich, EUA),
conforme instrucdes do fabricante.
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Indugao in vitro de inflamagao

Para a inducgao in vitro da inflamacgao, as PBMC isoladas de cada individuo foram divididas em
seis grupos de 3x10° células, as quais foram incubadas a 37°C, em banho-maria, por uma, trés e seis
horas em meio de cultura RPMI1640 com 10% de soro fetal bovino, suplementado ou nhdo com 100 ng/
mL de LPS de Escherichia coli (Sigma Aldrich, EUA)'. Desta forma, as PBMC néo expostas ao LPS
foram consideradas como controle do experimento.

Considerando que o evento inicial da ativacao inflamatdria é a fosforilacao de NFkB, a detecgcao
de fosforilagao da subunidade p65 do NFkB foi realizada no tempo de uma hora de incubagao. Por
outro lado, considerando que o tempo de secrecao de citocinas por PBMC incubadas com LPS inicia
entre duas e quatro horas apds o estimulo inicial'’, a determinacédo da atividade da AChE e dos
marcadores oxidativos (grupamentos tidlicos ndo proteicos e peroxidagao lipidica) foram realizados
nos tempos de incubacgao de trés e seis horas.

Quantificagcao da fosforilagao de NFKB

Para a analise da fosforilagdo da subunidade p65 do NFkB, 0,5x10% PBMC foram fixadas e
permeabilizadas utilizando tampao Perm/Fix Buffer (BD Biosciences, EUA) pelo tempo de 40
minutos a 4°C. Em seguida, as células foram lavadas 2 vezes com o tampao Perm/Wash Buffer
(BD Biosciences) e ressuspendidas em 100 uL do mesmo tampao. Aos 100 pyL de tampéao Perm/
Wash Buffer foi acrescentado 5 uL de anticorpo anti-p65 NFkB FITC (BD Biosciennces, EUA), sendo
posteriormente incubado por 60 minutos na temperatura de 4°C. Apds esse processo, as células
foram lavadas e ressuspendidas em 300 uL do tampao Perm/Wash Buffer (BD Biosciences). Foram
adquiridos e analisadas vinte mil eventos em citémetro de fluxo BD Accuri C6 Plus (BD Biosciences,
EUA). Os dados foram expressos em porcentagem (%) de células positivas para p65 NFkB.

Determinagao dos grupamentos tidlicos

Os grupamentos tidlicos foram quantificados, conforme Boyne e Elman (1972)'°, através da
reducgao de acido 5,5'ditio (bis-itrobenzdico) (DTNB) em pH 7,0. Posteriormente, a reagéao foi lida em
espectrofotdmetro a 412 nm. Os resultados foram expressos em nmol GSH/mg de proteina.

Determinacao da peroxidacao lipidica

A peroxidacao lipidica foi analisada através da formacdo de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS), com base no método descrito por Stocks e Dormandy (1971)%. A absorbéancia
das amostras foi determinada em espectrofotébmetro, através da leitura em 532 nm, utilizando como
padrao a curva com diferentes concentracoes de Malondialdeido. Os resultados foram expressos por
nmol MDA/mg de proteina.

Determinagao da ACHE

A atividade da enzima AChE foi determinada em 1x10® PBMC de acordo com WOREK et al.,
(1999)'8. Para isso, as células foram lisadas com solugédo contendo Triton X-100. Posteriormente, o
homogenato de células foi incubado com tampéo fosfato e DTNB por 10 minutos a 37°C. Finalmente,
adicionou-se a ACh para determinar a reacao cinética em espectrofotdbmetro no comprimento de onda
de 436 nm. Os dados foram expressos em AChE/h/mg de proteina.
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Determinacao de proteinas totais

As proteinas foram dosadas seguindo o método de Lowry modificado (PETERSON, 1977)%,
sendo utilizado como padrdo uma curva de diferentes concentragdes de albumina. A leitura foi realizada
em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 750 nm.

Analise estatistica

A fim de verificar a normalidade na distribuicdo dos dados em cada variavel, foi realizado o
teste de Shapiro-Wilk. Para comprar PBMC expostas ou ndo ao LPS, em cada tempo de incubacao
testado, foram usados Teste T de Student para dados paramétricos e Teste U de Mann-Whitney para
dados n&o paramétricos. Para comparar os tempos de incubagéo de 3 e 6 horas, no mesmo grupo de
exposigao, foi realizado o Teste de Wilcoxon para os dados nao-paramétricos. Foram consideradas
significativas as diferengas com p<0,05.

RESULTADOS

Inicialmente, as PBMC foram expostas, in vitro, a 100 ng/mL de LPS por uma hora, para avaliar
a ativacdo de NFkB como marcador de indugéo da inflamacao. Neste ambito, foi detectado aumento
estatisticamente significativo na fosforilagdo da subunidade p65 de NFkB nas PBMC expostas ao
LPS em relacao ao grupo controle (ndo exposto ao LPS), sugerindo que o LPS ativou os mecanismos
inflamatérios esperados no modelo proposto (Figura 1).
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Figura 1: Ativagdo de NFkB em PBMC expostas in vitro ao LPS. (A) Detec¢do da subunidade p65 do NFkB
nas PMBC expostas ao LPS. (B) Histograma representativo da ativagéo da subunidade p65 NFkB nas PBMC
expostas in vitro ao LPS, avaliado pela técnica de phosflow. Dados representados pela média e desvio padrao
e avaliados pelo teste T Student, *p<0,05, n=9. LPS: lipopolissacarideo.

Posteriormente, foram quantificados os niveis de grupamentos tidlicos totais, como marcador de
defesa antioxidante (Figura 2). Nao houve diferenca estatisticamente significativa nos grupamentos
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tilicos totais nas PBMC incubadas por trés horas. No entanto, houve diminuigdo estaticamente
significativa nos grupamentos tiodlicos totais nas PBMC incubadas por seis horas com LPS em relagao
ao grupo controle (ndo exposto ao LPS). Além disso, no grupo de exposi¢ao ao LPS, houve diminuigdo
estaticamente significativa nos grupamentos tiélicos totais nas PBMC incubadas por seis horas em

relacdo ao grupo de PBMC incubadas por 3 horas. Associados, estes dados indicam o consumo das
defesas antioxidantes celulares ao longo do tempo.
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Figura 2: Grupamentos tidlicos totais em PBMC expostas in vifro ao LPS. Dados representados através de
média e desvio padrao, diferengas estatisticamente significativas avaliadas pelo teste U de Mann-Whitney
(grupo controle versus grupo exposto ao LPS) ou pelo Teste de Wilcoxon (grupo 3 horas versus grupo 6 horas),
*p<0,05, n=9. GSH: glutationa reduzida, LPS: lipopolissacarideo.

Como houve consumo das defesas antioxidantes, foi quantificado também o nivel de peroxidagao
lipidica como marcador de dano oxidativo a macromoléculas (Figura 3). Nao foram detectadas
diferencgas estatisticamente significativas entre os grupos de exposi¢cao estudados, indicando que os
tempos de inflamacgéao testados neste trabalho nao foram suficientes para induzir peroxidagao lipidica.
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Figura 3: Peroxidacao lipidica em PBMC expostas in vitro ao LPS. Dados representados através de média e
desvio padrao, dados avaliados pelo teste U de Mann-Whitney (grupo controle versus grupo exposto ao LPS) ou
pelo Teste de Wilcoxon (grupo 3 horas versus grupo 6 horas). MDA: malonaldeido, LPS: lipopolissacarideo, n=9.

Por fim, foi realizada a avaliacao da atividade da AChE a fim de verificar se a ativagao inflamatéria
por LPS é capaz de modular a atividade desta enzima nas PBMC (Figura 4). Nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos e tempos testados (3 e 6 horas de exposicao).
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Figura 4: Atividade da enzima AChE nas PBMC expostas ao LPS. Dados representados através de média e
desvio padréo, dados avaliados pelo teste U de Mann-Whitney (grupo controle versus grupo exposto ao LPS) ou
pelo Teste de Wilcoxon (grupo 3 horas versus grupo 6 horas), n=9.

DISCUSSAO

Neste estudo, validamos nosso modelo de inflamagéao através da deteccao da fosforilagdo
aumentada de NFkB no grupo de PBMC expostas ao LPS. Neste contexto, a ligacdo de LPS ao TLR-
4 leva a ativacao do NFkB, que esta associado a transcrigdo de genes proé-inflamatorios, gerando
um ambiente inflamatério in vitro??2?%. Assim, a fosforilagdo de NFKB como marcador inflamatério tem
sido detectada em diversos estudos utilizando modelos in vitro e in vivo. Em um estudo realizado
in vivo em camundongos, a inje¢ao intraperitoneal e intracerebroventricular de LPS por sete dias
ativou a fosforilagdo da subunidade p65 do NFkB e secregao de citocinas inflamatorias no hipocampo
cerebral®. Em outro modelo in vitro utilizando células de carcinoma mucoepiderméide de pulméo
humano (H292) e células monociticas humanas (THP-1), estimuladas com diferentes concentracdes
de LPS nos periodos de 6, 12, 24 e 48 horas, constatou o aumento da atividade do NFkB, marcada
pelo aumento na fosforilagcdo da subunidade p65, e aumento dos niveis de citocinas inflamatorias?.
Estes dados indicam que a ativagdo de NFkB ¢é essencial para a indugao da inflamacgéo, tanto in vivo
como in vitro.

Além da indugao de inflamacao, o LPS pode induzir efeitos toxicos nas células por gerar altos
niveis de ERO nas células, ocasionando o EO através da perda do equilibrio redox e causando
danos a macromoléculas como DNA, proteinas e lipidios®. A vista disso, foram avaliados os niveis de
compostos tidlicos totais (dentre os quais esta a GSH) e a peroxidacgéo lipidica, como marcadores de
EO.

Ao que se refere a GSH, foi possivel observar que ndo houveram alteracdes significativas no
tempo de incubacao de trés horas, entretanto, houveram diferengas estatisticamente significativas
em relagao ao grupo de incubagéo de 6 horas, que apresentou baixos niveis de GSH, sendo possivel
relacionar seu consumo ao desenvolvimento do EO nas células. A GSH ¢é utilizada como marcador
de EO por ser um importante antioxidante endégeno que participa diretamente na neutralizagdo de
radicais livres, assim como outros antioxidantes que se op6e a produgao de ERO através da eliminagao
de radicais livres existentes afim de reparar danos induzidos por essas espécies reativas a estrutura
celular®.

Alguns estudos na literatura ja relacionam a inflamagéo induzida por LPS com diminuigdo de
GSH em modelos animais. Neste contexto, a injecao de LPS de Escherichia coli na veia da cauda de
camundongos induz diminuigéo significativa dos niveis sanguineos de GSH apds cinco horas?. Além
disso, a injecdo intraperitoneal de LPS em camundongos levou a diminuig&o significativa de GSH, sem
ter alterado aos niveis de peroxidagao lipidica?’. Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados
neste estudo e reforcam a GSH como um marcador de defesa antioxidante que pode ser consumido
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no EO induzido pela inflamacéo.

Apesar da redugdo nos niveis de compostos tidlicos, ndo foi possivel detectar aumento de
peroxidacao lipidica neste modelo de exposi¢cdo ao LPS por trés e seis horas. No entanto, em estudo
prévio?® foi demonstrado que a exposi¢cdo de PBMC a 1mg/mL de LPS por 24 horas induz peroxidagéo
lipidica, o que sugere, juntamente com estes dados, que a inflamagao induzida por LPS aumenta as
espécies reativas, as quais sao neutralizadas pela GSH, acarretando o seu consumo e consequente
reducdo nas células. Uma vez que as espécies reativas estdo sendo neutralizadas, n&do estéo
interagindo e danificando os lipidios celulares. Entretanto, com o passar do tempo e o progressivo
consumo e esgotamento das defesas antioxidantes, os niveis de radicais livres aumentam e causam
danos moleculares, como a peroxidagao lipidica. Desta forma, constatou-se que o tempo de até seis
horas de inflamacgao nao seria suficiente para indugao de peroxidacao lipidica nas PBMC.

Nos ultimos anos, a atividade da enzima AChE tem sido proposta como um marcador de
doengas inflamatorias'™. Neste contexto, estudos tem demonstrado que a atividade da AChE em
leucocitos estd aumentada em doencas como Alzheimer, diabetes, hipertenséo e hiperlipidemias™.
Em relacdo a inflamacao séptica, em um estudo com ratos adultos nos quais foi administrado LPS
intracerebroventricular (6,25 ug, 12,5 pg, 25 ug e 50 pg), foi demonstrado que apds 24 horas, a
atividade da AChE no cérebro aumentou significativamente na concentragdo de 50 ug de LPS injetado?.
Este aumento de AChE impacta na redugdo de ACh, uma molécula anti-inflamatoéria, auxiliando na
manutencdo do ambiente inflamatério no cérebro?.

Diferente do trabalho de TYAGI et al., (2008)%, nao foi detectado diferengas significativas na
atividade da AChE em PBMC expostas ao LPS por trés e seis horas. Especula-se que o tempo
inicialmente proposto ndo € suficiente para induzir efeitos na referida enzima, ou que as PBMC néo
respondem da mesma maneira do que o cérebro frente ao estimulo inflamatoério de LPS. Nao foram
encontrados outros estudos na literatura explorando o efeito do LPS sobre a atividade da AChE em
PBMC.

Uma vez que a ACh inibe a produgéo de citocinas inflamatorias, sugere-se que é positivo para o
organismo que a inflamacao aguda por LPS ndo module a AChE. Isto porque, o aumento da atividade
da AChE resultaria em hidrélise de ACh, reduzindo sua agao anti-inflamatdria, o que poderia contribuir
para a geragao de uma inflamagéo exacerbada que pode ser deletéria. Por outro lado, a diminuigao
da AChE resultaria em acumulo de ACh no organismo, podendo diminuir a inflamagao necessaria para
a contencao de uma infecgao.

CONCLUSOES

Foi detectado um desequilibrio redox nas PBMC expostas ao LPS por seis horas, através da
diminui¢cdo de GSH, confirmando a hipotese de que ainflamagao gerada por produtos bacterianos pode
causar desequilibrio redox nas proprias células produtoras de citocinas e mediadores inflamatoérios.
Apesar da deteccao de diminuicdo das defesas antioxidantes, seis horas de incubagao nao foram
suficientes para geragao do dano oxidativo. Além disso, nao foi detectada modulagéo da atividade da
AChE, sendo que esta nao pode ser utilizada como um marcador de inflamagdo no modelo induzido
por LPS neste estudo. Desta forma, mais estudos sao necessarios para elucidar o papel do LPS na
inducao de estresse oxidativo.
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