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Objetivos

Sendo derivado do produto de degradagéo das
purinas, o acido Urico vem sendo relacionado
com doengas de perfil inflamatério crénico,
como a aterosclerose, tendo também o
macréfago como uma célula fundamental na
génese dessa doenca'. Sabe-se que
macréfagos sdo células do sistema imune
inato, que respondem a estimulos oxidantes
ativando duas principais vias inflamatoérias: via
do NF-kB e via do Nrf2, sendo o passo inicial
de ambas as vias a translocacao dos fatores de
transcricdo NF-kB e Nrf2 para o nucleo?®. No
entanto, pouco se sabe sobre os efeitos
causados nessas vias pelo hidroperoxido de
urato (HOOU), um oxidante sintetizado no burst
oxidativo inflamatério pela enzima
mieloperoxidase, a partir do acido urico*.
Assim, o presente trabalho tem como objetivo
avaliar a resposta de sinalizagdo de Células
Leucémicas Humanas Monociticas
diferenciadas (dTHP-1) frente ao tratamento
com HOOU, comparando o0s niveis de
expressdo de NF-kB e Nrf2 nas fragcbes
citosélica e nuclear, permitindo, dessa forma,
entender melhor o efeito biolégico do HOOU
frente a um processo inflamatério. Assim,
também buscamos esclarecer o papel do acido
urico na inflamacao cronica.

Métodos e Procedimentos

Foram realizados tratamentos com 1 pg/mL
LPS, 5 ng/mL TNFa, 20 uyM tBHQ, 50 uM
HOOU ou fase moével (FM) para obtengéo de
duas fragbes: uma enriquecida em conteudo
citoplasmatico e outra em conteudo nuclear.
Esse enriquecimento foi obtido por meio da lise
inicial do citoplasma, seguida da precipitagdo
do nucleo, coleta do sobrenadante e, por fim,
lise do nucleo precipitado. A expressao de
NF-kB e NRF2 foi avaliada em ambas as
fracbes por Western Blot, e a eficacia da
separagcao foi determinada pela detecgéo
exclusiva de B-ACTINA na fragao citosdlica e
de LAMINA B1 apenas na fragdo nuclear, visto
que essas proteinas sao especificas desses
compartimentos. Além disso, utilizando os
mesmos tratamentos, mas sem a separacgao
das fragdes, foi determinado o efeito do HOOU
na producdo de TNF-a por ELISA, bem como
na expressao de gpx1, hmox1, tnfa, gclc e
nqo1 por RT-PCR.

Resultados

Inicialmente, avaliou-se a eficacia da
metodologia de fracionamento celular (Figura
1), confirmando o enriquecimento das fragdes
citosolica e nuclear por meio da detecgédo de
proteinas especificas de cada compartimento:
B-ACTINA (citosdlica) e LAMINA B1 (nuclear).
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Os resultados demonstraram boa eficiéncia no
enriquecimento nuclear, evidenciada pela
auséncia quase completa de B-ACTINA em
todos os grupos de tratamento. Entretanto, foi
detectada LAMINA B1 em fragdes citosdlicas,
que passou a ser indetectavel apés a adigao de
uma etapa de lavagem no protocolo. Na
analise da expressao parcial dos fatores de
transcricdo (Figura 2), NF-kB  apresentou
resultados inconsistentes em ambas as
fragbes, enquanto NRF2 exibiu um aumento
aparente em relagdo ao controle, tanto na
fragdo citosolica quanto na nuclear, quando
avaliado diretamente na membrana.
Complementando esses achados, a andlise por
RT-gPCR (Figura 3) indicou aumento da
expressao relativa de gpx1, gene antioxidante
regulado por NRF2 e envolvido na reducao de
peroxidos via glutationa, sugerindo uma
possivel modulagdo dessa via em resposta ao
estresse oxidativo induzido pelo HOOU . Por
fim, o ensaio de ELISA (Figura 4) revelou um
aumento na secreg¢ao de TNF-a pelas células
tratadas, indicando que o HOOU pode ativar
também a via do NF-kB em algum momento
anterior a ativagdo da via do NRF2.
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Figura 1: Validagdo do método de fracionamento por
western-blot.
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Figura 2: Analise da expresséo parcial de NF-kB
(65kDa) e NRF2 (100 kDa) apés o tratamento com
HOOQOU, por western-blot.
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Figura 3: Expressao relativa de genes regulados

pela via do NFkB (TNFA) e Nrf2 (HMOX, NOQ1,

GCLC, GPX1) de dTHP-1 apds o tratamento com
HOOU.
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Figura 4: Andlise dos niveis de TNF-a secretados
pela dTHP-1 apds tratamento com HOOU

Conclusoes

Com os resultados atuais foi possivel ter ideias
preliminares sobre o efeito do HOOU em
sistemas bioldgicos e um  possivel
esclarecimento dos mecanismos por tras da
relacdo do acido Urico com o0 processo
inflamatoério. As analises por western-blot
apresentam aumento da via do NRF2 apds
tratamento, indicando que, possivelmente, o
HOOU pode ser pré-inflamatério por meio da
indugao de um estresse oxidativo.
Corroborando com essa ideia, o ELISA mostrou
que as células tratadas com HOOU secretam
mais TNFa do que as nao tratadas, porém esse
aumento ndo foi observado na expressao
relativa do mRNA do gene responsavel pela
citocina. No entanto, pelo RT-gPCR, foi
possivel observar o aumento de genes
relacionados com a via do NRF2, como a
GPX-1 e HO-1. Esses dados sugerem uma
dindmica no efeito do HOOU, que inicialmente
pode induzir a via do NFkB, e como resposta
secundaria ao estresse oxidativo gerado tanto
de forma direta do HOOU, como de forma
indireta pela inflamagédo, ativa-se a via do
NRF2 para combater a alta oxidagao na célula.

Vale adicionar que, apesar da obtencdo de
baixas concentragdes proteicas, o método de
fracionamento foi eficaz e pode ser utilizado
como alternativa a kits prontos, tornando certos
projetos e experimentos mais viaveis
financeiramente. Por fim, s&o necessarios
novos experimentos para comprovar essa
hipétese, consistindo na utilizacdo de gene
reporter, contornando assim o problema
encontrado com o anticorpo no western-blot.
Também sera necessario analisar diferentes
tempos de tratamento para entender melhor a
dindmica da ativacdo das vias estudadas..
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