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Resumo

Fundamento: A formacao de células espumosas ocorre devido ao aumento em lipoproteina plasmatica de baixa
densidade (LDL) e desregulacao da inflamacao, sendo importante para o desenvolvimento da aterosclerose.

Objetivo: Avaliar o perfil do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e da interleucina-6 (IL-6) no método de formacao da
célula espumosa existente, otimizando esse protocolo.

Métodos: A LDL foi isolada, oxidada e marcada com sonda de isotiocianato de fluoresceina (FITC). As células espumosas
foram geradas de célula derivada de monécitos humanos THP-1 e incubadas na auséncia (controle) ou presenca de
FITC-ox-LDL (10, 50, 100, 150 ou 200 ug/mL), por 12, 24, 48 ou 72 horas. A FITC-ox-LDL na célula foi quantificada por
microscopia. O ensaio de imunoabsorcao enzimatica foi avaliado para quantificar a IL-6 e o TNF-a, com um p <0,05
considerado significativo.

Resultados: Todas as concentracoes de FITC-ox-LDL testadas apresentaram fluorescéncia mais alta em comparacao
com o controle, demonstrando maior aciimulo de lipoproteinas nas células. Quanto mais alta a concentracao de
FITC-ox-LDL, maior a producao de TNF-a e IL-6. A producao de IL-6 pelas células espumosas foi detectada até o valor
de 150 pug/mL da LDL méaxima de estimulo. Concentragdes acima de 50 pg/mL de LDL estimularam maior liberacao
de TNF-a comparado ao controle.

Conclusdes: Nosso modelo contribui para o entendimento da liberacio de IL-6 e TNF-a em resposta a varias
concentragoes de ox-LDL usando o método otimizado para a formacao de células espumosas.

Palavras-chave: Aterosclerose; Inflamacao; Células Espumosas; Lipidios; Placa Aterosclerética; Fatores de Risco;
Isotiocianatos; Fluoresceina.

Abstract

Background: The formation of foam cells occurs due to the increase in low-density plasma lipoprotein (LDL) and dysregulation of inflammation,
which is important for the development of atherosclerosis.

Objective: To evaluate the profile of tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) and Interleukin-6 (IL-6) in the existing foam cell formation method,
optimizing this protocol.

Methods: The LDL was isolated, oxidized, and labeled with a Fluorescein isothiocyanate (FITC) probe. Foam cells were generated from THP-1
human monocyte-derived cells and incubated in the absence (control) or presence of FITC-ox-LDL (10, 50, 100, 150, or 200 ug/mL), for 12,
24, 48, or 72 hours. The accumulated FITC-ox-LDL in the cell was quantified by microscopy. The enzyme-linked immunosorbent assay was
evaluated to quantify the IL-6 and TNF-a, with p < 0.05 considered significant.

Results: All the FITC-ox-LDL concentrations tested showed a higher fluorescence when compared to the control, showing a greater accumulation
of lipoprotein in cells. The higher the concentration of FITC-ox-LDL, the greater the production of TNF-ac and IL-6. The production of IL-6 by
foam cells was detected up to the value of 150 ug/mL of the maximum stimulus for LDL. Concentrations above 50 ug/mL LDL stimulated greater
release of TNF-ae compared to control.
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Conclusions: Our model contributes to the understanding of the release of IL-6 and TNF-a in response to different concentrations of ox-LDL,

using an optimized method for the formation of foam cells.

Keywords: Atherosclerosis; Inflammation; Foam Cells; Lipids; Plaque, Atherosclerotic; Isotiocianatos, Fluoresceina.

Introducao

A aterosclerose é uma das causas mais importantes de
morbidade e mortalidade em todo o mundo, e é detectada
pelo acimulo de lipideos em macréfagos que nesse
estagio sao conhecidos como células espumosas no espago
subendotelial da parede arterial." A formagao de células
espumosas ocorre pelo aumento da lipoproteina plasmética
de baixa densidade (LDL), que passa por varios processos
fisiolégicos mediados por oxidagao, acetilagdo e desnaturagao.
Essas modificagoes sao estimulos fisiolégicos que favorecem
a internalizagdo de particulas lipidicas por macréfagos,
gerando a célula espumosa.? Tipos de células alternativas
presentes na neointima, tais como musculo liso e células
endoteliais, também podem internalizar goticulas de lipideos
e se transdiferenciar a um estado semelhante ao das células
espumosas de macréfagos, contribuindo para a formagao de
placa aterosclerética.**

Os macréfagos podem contribuir para o desenvolvimento
da aterosclerose, exibindo alta heterogeneidade® devido a
seu fendtipo resultante. Esse fenétipo pode ser classificado
como M1 ou M2. Macréfagos M1 sao caracterizados como
pré-inflamatérios e tém alta expressao de proteinas pro-
inflamatdrias que contribuem para a formagao da placa
aterosclerdtica. Os macréfagos M2 desempenham um papel
preventivo, reduzindo o tamanho da placa e melhorando sua
estabilidade, ja que tem um perfil anti-inflamatério.>°

Estimular o perfil pré-inflamatério é importante no processo
de formagdo das células espumosas, ja que mecanismos
inflamatérios podem atuar como precursores na formagao
lipidocéntrica, além de promoverem a aterogénese por
meio da absorgao de colesterol e da reducao do efluxo de
colesterol.? Embora a hiperlipidemia estimule a aterogénese
fornecendo mais lipideos para a formagao de células
espumosas, alguns mediadores inflamatérios aumentam
a oxidagao lipidica, tais como o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6).” A IL-6 é uma citocina
pleiotrépica que exibe propriedades pré- e anti-inflamatérias,
dependendo do tipo de célula-alvo. O aumento da IL-6 na
aterosclerose resulta em efeitos em vérias células envolvidas no
processamento de lipideos e na formacao de placa, tais como
a ativagao de células endoteliais, a proliferacao celular de
mdasculo liso, e o acimulo de lipideos de macréfagos.® Agora
existem fortes evidéncias para o papel do TNF-a derivado
de macréfagos no desenvolvimento da aterosclerose e no
aumento da inflamagao vascular.” Portanto, é (til investigar
a fisiopatologia da formagao de células espumosas para o
desenvolvimento de novas intervengbes terapéuticas para a
aterosclerose. ™

As técnicas mais comumente usadas para o estudo da
formacao da célula espumosa sao a quantificagdo de ox-
LDL marcado dentro dos macréfagos ou o uso de corantes
nao especificos, tais como o Oil Red O. O objetivo deste
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estudo foi avaliar o perfil do TNF-a e da IL-6 no método
de formagao da célula espumosa existente, otimizando,
assim, esse protocolo. A presenga desses mediadores
inflamatérios age como marcadores da formagdo das
células espumosas pré-inflamatérias, o inicio da formacao
da placa aterosclerdtica.

Materiais e métodos

Produtos quimicos e reagentes

Este estudo utilizou RPMI 1640, soro fetal bovino (SFB)
(Vitrocell Embriolife, Campinas, SP, BR), PMSF (fluoreto de
fenilmetilsulfonil); forbol 12-miristato 13-acetato (PMA),
isotiocianato de fluoresceina (FITC), dicloridrato de 4/,
6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), benzamidina, cloranfenicol e
gentamicina, aprotinina, brometo de tiazolil azul de tetrazolio
(MTT), que foram comprados da Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA; kit de ensaio de colesterol Amplex Red (N de catalogo
A12216, Invitrogen, Molecular Probes, Eugene, OR); IL-6
e TNF-a R&D Systems, 614 McKinley Pl NE, Minneapolis,
MN, EUA.

Isolamento de LDL

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa Humana da Universidade Federal de Sao Carlos -
UFSCar (n2? 2.243.706) e os participantes forneceram seu
consentimento por escrito. Foi realizada a coleta de sangue
de 10 voluntarios normolipidémicos (homens e mulheres
com idades entre 18 e 45 anos) e o plasma foi obtido apds a
centrifugacdo a 1000 g por 15 min na presenca de K,EDTA 0,1
mL por 5 mL de sangue. Depois disso, benzamidina (2 mM),
gentamicina (0,5%), cloranfenicol (0,25%), PMSF (fluoreto
de fenilmetilsulfonil) (0,5 mM), e aprotinina (5 ul/mL) foram
acrescentados ao plasma (todos adquiridos da Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EUA) conforme descrito no relato anterior.
A densidade do plasma foi elevada a 1,021 g/mL por KBr (o
volume de plasma é multiplicado pelo fator 0,3265 e o valor
é obtido em gramas de KBr sélido). Em seguida, 2,5 mL de
plasma foram acrescentados ao tubo de polipropileno (4 mL) e
o tubo foi preenchido com solugdo de KBrd = 1,006. A LDL
foi isolada por ultracentrifugagao (337 g por 4 horas a 4 °C)
em um rotor de angulo fixo SW60TI (Beckman Coulter,
Beckman). A fragdo amarelo-laranja da LDL permaneceu
no infranadante. A fracdo da LDL foi coletada por succao,
usando-se uma seringa de 1 mL. A LDL coletada foi dialisada
em ambiente escuro a 4 °C em 2 L de PBS, pH 7,4, com
quatro trocas de PBS por 24 horas. Apés a didlise, a LDL foi
filtrada (0,22 um) e armazenada a 4 °C. A concentracao de
proteina foi determinada usando-se o método do reagente
de fenol de Folin.™
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Modificacao oxidativa da LDL

A LDL oxidada (ox-LDL) foi obtida pela incubagao da LDL
com CuSO4 (5 umol/mL por mg de proteina LDL/4 h/37 °C).
A oxidagao foi interrompida acrescentando-se 20 pmol/mL
EDTA. O grau de oxidagao foi determinado pela medigdo da
oxidacao ferrosa do laranja de xilenol."> Apés a oxidacao, a
ox-LDL foi dialisada em ambiente escuro por 24 ha 4 °Ce
lavada 4 vezes com 2 L de PBS e EDTA (0,3 mM).

Marcacao fluorescente de LDL

A LDL foi marcada com isotiocianato de fluoresceina
(FITC). Todos os procedimentos foram realizados em ambiente
escuro. A LDL (T mg/mL) e o FITC (50 ug/mL) foram misturados
e incubados a 37 °C por 3 horas. O FITC nao ligado foi
retirado por didlise em PBS, por 48h a 4 °C com oito trocas
de PBS, e filtrado por uma malha de 0,22.™ O FITC-ox-LDL
foi armazenado a 4 °C e usado por até dois meses.

Cultura celular

A linha celular derivada de monécitos humanos THP-1 foi
comprada do Banco de Células do Rio de Janeiro, RJ, Brasil,
e foi cultivada a 37 °C em uma atmosfera de 5% CO, com
uma densidade de 10° células/mL. O meio de cultura para as
células THP-1 foi o meio RPMI 1640 suplementado por soro
fetal bovino (SFB) a 10% (Gibco BRL), 50 mg/L de sulfato de
gentamicina, e 2 mg/L de anfotericina B. Para os experimentos,
foram utilizadas células THP-1 para indugao em macroéfagos,
usando o forbol 12-miristato 13-acetato 100 nM (PMA,
Sigma)'® e interferon (IFN)-y (500 U/mL) para o fenétipo M1
induzido.'® O PMA induz a diferenciagao da célula THP-1 pela
interagao direta com PKC8 que se liga a trombomodulina, ativa
ERK1/2, que, por sua vez, ativa a expressao do inibidor de
ciclo da célula p21“P"WAF vig sinalizagao de NF-kB p65. Além
disso, ERK1/2 participa da fosforilacao de paxilina, cofilina,
LIMK1, e PYK2, que mediam a remodelagdo citoesquelética
para promover a diferenciagao.'” O interferon y (IFN-y), pelo
ativador de transcrigdo 1 (STAT1), favorece a polarizacao de
macréfagos M1, que produzem mediadores pré-inflamatérios,
incluindo o TNF-a, IL-6, IL-1."® Depois dessa indugao, as
células de macréfagos THP-1 foram incubadas sem FITC-ox-
LDL ou com 10, 50, 100, 150, 200 ug/mL, durante tempos
diferentes (12, 24, 48 ou 72 horas) dependendo do propésito
do experimento.

Captacao celular de colesterol

Para induzir a diferenciacio do monécito THP-1 em
macréfagos, monécitos THP-1 (10* células/mL) em placas de
96 pogos foram tratados com 100 nM de PMA por 48 horas
a 37 °C. Para identificar a melhor concentragao de ox-LDL
para induzir a formagdo de célula espumosa, foi realizada
uma curva de concentragdo-resposta: por 24 horas a 10 ug/
mL, 50 ug/mL, 100 ug/mL, 150 ug/mL, e 200 ug/mL FITC-
ox-LDL + IFN-y (500 U/mL). Para a analise temporal, células
diferenciadas foram incubadas na auséncia ou na presenca de
FITC-ox-LDL (100 ug/mL) + interferony (500 U/mL) por 12h,
24h, 48h e 72h. O ndcleo celular foi marcado com 1 ug/mL
de sonda fluorescente DAPI (Sigma) por 10 minutos e lavado
3 vezes com PBS. Para analisar a imagem de fluorescéncia,

foi usado um sistema de microscépio de fluorescéncia,
ImageXpress Micro (Molecular Devices) com excitagdo de
495nm e 525 nm de emissdo de FITC-ox-LDL, e excitacao
de 340 nm e 488 nm de emissao de DAPI

Quantitacao de colesterol/éster de colesterol em lisado
celular

O teor de éster de colesterol da célula espumosa foi
quantificado pelo kit de ensaio de colesterol Amplex Red
(N2 de catdlogo A12216, Molecular Probes, Eugene, OR),
de acordo com o protocolo do fabricante. Para essa analise,
as células THP-1 (2x10 células/pogo) foram cultivadas em
placas de 6 pogos, diferenciadas em macréfagos, conforme
descrito acima, e incubadas com ou sem ox-LDL. As células
espumosas foram fixadas em paraformaldeido a 2% por 15
minutos, lavadas uma vez com PBS e incubadas com 200 ul/
pogo de dlcool absoluto por 30 min a 4 °C para extrair lipideos
celulares. O teor de colesterol foi determinado incubando-se
50 ul de lipideos extraidos de dlcool diluidos em um tampao
de reagao 1x (0,1 M K,HPO,, pH 7,4, 0,05 M NaCl, 5 mM de
acido célico, 0,1% Triton X-100) ou solucao nao diluida com
50 ul da solucao de ensaio (colesterol total) ou 50 ul da solugao
de ensaio sem a esterase do colesterol (colesterol livre), por 30
min a 37 °C em ambiente escuro, e, em seguida, medindo-
se a fluorescéncia (fluorimetro de microplaca HTS-7000;
excitacao de 530 nm, 590 nm). O valor foi relativizado para
o os niveis de proteina celular totais. Para quantificar os niveis
de proteina celular totais, as células espumosas extraidas de
lipideos foram incubadas com 0,1% (razao peso/volume [p/v])
SDS/0,2 M NaOH por 30 min em temperatura ambiente para
extrair proteina celular. Os niveis de proteina celular foram
determinados usando-se o método do reagente de fenol de
Folin." Os niveis de colesterol total e éster de colesterol foram
representados como nanogramas de colesterol total ou éster
de colesterol por micrograma de proteina.

Medicoes de citocina

A quantificagdo de citocinas inflamatérias em lisado
de célula espumosa foi realizada usando-se o ensaio de
imunoabsorgao enzimatica (ELISA). A concentracao de IL-6
e do TNF-a nos sobrenadantes de macréfagos foi medida
usando-se o DuoSet kits (R&D Systems, 614 McKinley
PI NE, Minneapolis, MN, EUA). Os macréfagos incubados
na auséncia de ox-LDL foram definidos como grupo de
controle (M).

Viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada por MTT (brometo
de tiazolil azul de tetrazolio) (Sigma- Aldrich, St. Louis, MO,
EUA) (Mosmann, 1983). Mondcitos de THP-1 (10* células/
mL) foram inoculados em placas de 96 pogos e tratados
com 100 nM PMA para diferenciagdo de macréfagos, por
48 horas, mantidos a 37 °C em uma incubadora umidificada
contendo 5% CO,. Ap6s 48 horas, as células foram expostas
por 24 horas a 10 ug/mL, 50 ug/mL, 100 ug/mL, 150 ug/mL
e 200 ug/mL de FITC-ox-LDL + interferon y (500 U/mL). A
andlise da viabilidade celular ao longo do tempo também
foi realizada, sendo as células incubadas na auséncia (grupo
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de controle - M) ou na presenga de FITC-ox-LDL (FC) (100
ug/mL) + interferon y (500 U/mL) por 12h, 24h, 48h e
72h. Posteriormente, foram adicionados 5 mg/mL de MTT,
seguido de 4 horas de incubacdo a 5% CO, 37 °C. Depois
desse tempo, foram adicionados 100 uL de dimetilsulféxido
(DMSO) e a placa permaneceu no agitador de placas por 10
minutos. A absorbancia foi medida em 540 nm, usando-se
um leitor de microplaca SpectraMax GeminiXS (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, EUA).

Analise estatistica

Todo o estudo foi realizado pelo menos em triplicata
em trés experimentos independentes, de acordo com
as recomendagbes para Boas Praticas de Cultura Celular
(BPCC)."2° A normalidade dos dados foi verificada pelo
teste Kolmogorov-Smirnov; igualdade de variancia (teste de
Levene). Todos os valores sao expressos em média = desvio
padrdo (DP). Para se determinar a diferenca entre condigoes,
foi aplicado o ANOVA com o teste post hoc de Bonferroni
para mdltiplas comparagdes. Para de determinar a diferenga
entre duas condigoes, o teste T nao pareado de Student foi
usado (SigmaStat versao 3.5; Systat). O nivel de significancia
adotado para a andlise estatistica foi 5%.

Resultados

Houve um actimulo maior de ox-LDL marcado com uma
sonda de FITC (indicado pela presenca de fluorescéncia verde),
nao apenas na drea perinuclear, mas também distribuido pelo

citosol da maioria das células, conforme mostrado na Figura
1B. Como esperado, nao foi encontrado aciimulo de LDL
em células nao tratadas (Figura 1A), que apresentou apenas
fluorescéncia azul, que marca o nicleo da célula.

Na figura 2B, as imagens de fluorescéncia microscépica
mostram que a FITC-ox-LDL foi absorvida em todas as
concentragoes, apresentando fluorescéncia mais alta quando
comparada ao controle, usando-se a incubagao de 24 horas.
Acima de 50 ug/mL, a fluorescéncia foi mais alta quando
comparada a 10 ug/mL, mas nao se observou diferencas entre
elas (Figura 2A).

Os macréfagos THP-1 foram incubados com 100 ug/
mL de FITC-ox-LDL por 0, 12, 24, 48 e 72 h (Figura 3).
Observou-se que em 12, 24, 48 e 72 horas, a intensidade da
fluorescéncia das células tratadas com FITC-ox-LDL aumentou
significativamente do nivel inicial (grupo de controle 0), mas
somente apds 72 horas a fluorescéncia foi maior do que a de
outros perfodos (Figuras 3A e 3B).

A figura 4 mostra o colesterol relativo, outras técnicas para
confirmar a presenga de colesterol em dentro das células e a
sobrevivéncia das células nessa condicdo. Quantitativamente,
quando as células foram incubadas por 24 horas em
concentragoes diferentes, apenas com 150 e 200 ug/mL de
ox-LDL, houve um aumento na concentracao de colesterol
em comparagao ao controle ndo incubado com ox-LDL
(Figura 4A). Essa condigdo ndo causou uma alteragdo maior
na sobrevivéncia das células (Figura 4C). A figura 4B mostra
que incubagdes de 100 ug/mL em tempos de exposicao

Figura 1 - Imagens representativas de captagdo de FITC-ox-LDL em macroéfagos de THP-1. As THP-1 foram incubadas na auséncia (grupo de controle - A) ou
presenca B das concentragdes indicadas de FITC-ox-LDL por 24 horas. As células foram entdo lavadas, fixadas e examinadas usando-se um conjunto de filtro
de 546 nm. A captagdo de FITC-ox-LDL foi mostrada em verde e os nicleos das células foram marcados com DAPI (azul).

Arq Bras Cardiol. 2022; 119(4):533-541



Castro et al.
IL-6 e TNF em Célula Espumosa: Método Aprimorado

Artigo Original

(A)

e

o

©

g -

K

7]

<

o

3

i

0 10 50 100 150 200

(8) Concentracao de FITC-ox-LDL

10 ug/ml 50 ug/ml

100 ug/ml

°

200 ug/ml

*

Figura 2 - Medigcdo da concentragdo de FITC-ox-LDL em células THP-1. A) Captacédo de colesterol fluorescente dependente da concentragdo por macréfagos
THP-1 em unidades arbitrarias (UA). B) Imagens representativas de captagdo de FITC-ox-LDL em macréfagos de THP-1. As THP-1 foram incubadas na auséncia
(grupo de controle: 0) ou na presenga das concentragoes indicadas de FITC-ox-LDL (10 - 200 ug/mL) por 24 h. A captagéo de FITC-ox-LDL foi mostrada em verde
e nucleos celulares foram marcados usando-se DAPI (azul). As células foram visualizadas em microscépio de fluorescéncia (20% objetivas). Os valores foram
expressos como média = DP. * P <0,05, comparado a células incubadas com 10 ug/mL,; ** P <0,01, comparado a células incubadas na auséncia de FITC-ox-LDL.
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Figura 3 - Medicdo de captagcdo de colesterol aumentada dependente do tempo por macréfagos THP-1. A) Captacdo de colesterol fluorescente dependente
do tempo por macréfagos THP-1 em unidades arbitrarias (UA). B) Imagens representativas de captagao de FITC-ox-LDL em macréfagos de THP-1. As THP-1
foram incubadas com 100 ug/mL de FITC-ox-LDL por Oh, 12h, 24h, 48h e 72h. A captagcdo de FITC-ox-LDL foi mostrada em verde e nucleos celulares foram
marcados por DAPI (azul). As células foram visualizadas em microscdpio de fluorescéncia (20x objetivas). M, macrofago; FC, células espumosas. Os valores

foram expressos como média = DP. * P <0,05, comparado a células incubadas na auséncia de FITC-ox-LDL; y P<0,001, comparado a células incubadas com
outras concentragdes de FITC-ox-LDL.
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Figura 4 - Captagao de lipideos em macrofagos THP-1 e viabilidade das células. A) Captagdo aumentada dependente da concentragdo de colesterol por macréfagos
THP-1 (Colesterol relativo - o valor foi relativizado para os niveis de proteina celular totais); B) Captacdo aumentada dependente da concentragdo de colesterol
por macréfagos THP-1 dependente do tempo (Colesterol relativo - o valor foi relativizado para os niveis de proteina celular totais). C) Indice de sobrevivéncia
em concentragdes diferentes de FITC-ox-LDL. D) Indice de sobrevivéncia em tempos de exposicao a FITC-ox-LDL diferentes. M, auséncia de FITC-ox-LDL no

macrofago; FC, células espumosas. Os valores sdo expressos como média £ DP. P <0,05: * M vs. FC por tempo; **

comparado a células incubadas na auséncia

de FITC-ox-LDL (tempo 0); y comparado a M com 12h; B comparado a FC com 12h.

diferentes de ox-LDL ndo apresentaram diferengas nos
periodos diferentes, mas todos os periodos mostraram uma
concentragao mais alta de colesterol comparadas ao momento
0 (Figura 4B). A viabilidade dos macréfagos foi reduzida ao
longo do tempo (24, 48 e 72 horas) em comparagao com o
periodo de 12 horas, mas as células espumosas apresentaram
uma reducao na viabilidade apenas nos periodos de 24 e 48
horas, e, em 72 horas, essas células tinham uma viabilidade
maior em comparagao com os macréfagos em 72 horas, que
era semelhante a do grupo das células espumosas no periodo
de 12 horas (Figura 4D).

Na produgao de citocinas inflamatérias, a curva de
tempo mostra que tanto a IL-6 e o TNF-ac eram mais altos
em células espumosas em comparagdo a macréfagos em
todos os periodos de exposicdo a ox-LDL (Figura 5A, 5B),
mas apenas a IL-6 foi mais alta nos perfodos de 48 e 72 horas
em comparagao aos periodos de 12 e 24 horas (Figura 5A).
Considerando a curva de concentracao de ox-LDL, a produgao
de IL-6 foi mais alta em todas as concentragoes testadas, em
comparagao as células sem exposicao a ox-LDL (grupo de
controle 0) (Figura 5C). Além disso, quando exposta a 50,
100, e 150 pg/mL, a produgao de IL-6 foi maior quando
comparada a concentragao de 10 ug/mL, e a concentragao de
200 ug/mL também diminuiu a liberagao de IL-6, igualando-
se aos valores de concentracao de 10 ug/mL. A liberagao de
TNF-a foi mais expressiva apenas nas concentragoes de 50 a
200 ug/mL (Figura 5D).
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Discussao

Nossos experimentos documentam uma otimizagao
do método existente de formacao de célula espumosa
induzida por LDL oxidada para a formacdo de célula
espumosa in vitro, a partir de macréfagos THP-1 e da
incubagao com FITC-ox-LDL, além de verificar a resposta
de citocinas tais como a IL-6 e o TNF-a. Com 12 horas de
incubagao, a formagao de célula espumosa acontece com
o fenétipo pré-inflamatério M1, ou seja, com um aumento
nas concentracoes de IL-6 e TNF-a. A caracterizacdo do
perfil inflamatério dos macréfagos é importante, pois
macréfagos M1 proé-inflamatérios ativados de forma
classica estimulam a aterogénese, enquanto macréfagos
M2 estabilizam a placa aterosclerética.®

Outros estudos usaram a técnica de formagao de célula
espumosa adotando protocolos, como o uso de corante
Oil Red O ou LDL marcada com suas préprias sondas,
juntamente com LDL oxidada tornada mais complexa com
o corante Dil (DiL-ox-LDL). Um estudo conduzido por Xu
et al.,? demonstrou que, apés a incubacdo com Dil-ox-
LDL (10 ug/mL) por 4 horas, o resultado foi um aumento
significativo de captagdo de ox-LDL em macréfagos;
entretanto, esse estudo nao avaliou a inflamagao nesses
macré6fagos.?' Embora o protocolo de inducao de célula
espumosa usando-se a sonda Dil-ox-LDL seja mais
eficiente em comparacao com outras técnicas, ele tem
um rendimento menor, ou seja, é necessdria uma grande
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Figura 5 - Efeito de tempo e concentragdo de ox-LDL nas citocinas pro-inflamatérias da célula THP-1: A) Interleucina 6 em tempos diferentes com 100 ug/
mL ox-LDL, B) Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) em tempos diferentes com 100 ug/mL ox-LDL. C) Interleucina 6 em concentragdes diferentes de ox-LDL
tratada por 24 horas. D) Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) em concentragdes diferentes de ox-LDL tratado por 24 horas. Os valores sdo expressos como
média £ DP. M, macréfago na auséncia de FITC-ox-LDL; FC, células espumosas. * P <0,001, M vs. FC por tempo (Teste T de Student); P <0,05: ** comparado
a células incubadas na auséncia FITC-ox-LDL (tempo 0); y comparado com células incubadas de 10 ug/mL. + P < 0.01, comparado com 12h e 24h.

quantidade de materiais para realiza-la, aumentando muito
o custo. Além dessa técnica, este trabalho indica que a
formagao de células espumosas usando-se o corante Oil
Red O e incubagao de ox-LDL (50 pg/mL) por 24 horas nao
é um protocolo preciso, ja que, nesse protocolo, lipideos
neutros (especialmente triglicérides) sdo coradas com um
corante vermelho-alaranjado,?? o que pode levar a baixa
especificidade da técnica, ja que em células espumosas
hd mais éster de colesterol e nao ha lipideos neutros.
Portanto, no presente estudo, os métodos foram otimizados
usando-se LDL oxidada marcada com uma sonda
fluorescente FITC (FITC-ox-LDL), introduzindo um método
pratico de coloragao para formagao de célula espumosa
a partir de macréfagos. Usando a marcagao de ox-LDL
com FITC e a quantificagao da inflamagdo na formacao
de células, obteve-se um método com a qualidade de
sondas fluorescentes de baixo custo, produzindo fotos de
alta qualidade.

Para a formagdo de célula espumosa, a LDL humana
foi isolada por ultracentrifugacao, oxidada e marcada
com sonda de isotiocianato de fluoresceina (FITC). O
uso de FITC como sonda fluorescente é amplo, ja que o
grupo do isotiocianato reage com grupos aminos terminais
e primarios em proteinas, o que faz dele uma técnica

vidvel e altamente acessivel.”"* Células THP-1 aderentes
acumulam intmeras goticulas de lipideos (coloridas em
verde) expostas a uma concentragao de 100 ug/mL de LDL
oxidada por 24 horas, conforme mostrado na literatura.?**
Além disso, a THP-1 diferenciada por macréfagos assumiu a
aparéncia morfoldgica de células espumosas com goticulas
de lipideo fluorescente presentes ao longo do citosol e
préximo ao nicleo da maioria das células. Os mondcitos
de THP-1 foram amplamente usados como modelo de
macroéfagos in vitro, mas pouca atengdo foi dedicada a
otimizagao da formacao de célula espumosa a partir de
macro6fagos sem verificar se ha inflamacao.

A concentracao de 100 ug/mL é mais comumente usada
na literatura,?*?* entretanto, os dados do presente estudo
mostram que macréfagos derivados de mondcitos THP-1
sao bem diferenciados em células espumosas com 50
ug/mL FITC-ox-LDL por apenas 12h. Nessas condicoes,
hd um actimulo de colesterol na célula com produgao
aumentada de citocinas pré-inflamatérias, tais como IL-6
e TNF-a, sem alterar a viabilidade dessa célula. O fenétipo
pré-inflamatério é de grande importancia para a formagao
de célula espumosa, ja que os componentes presentes na
ox-LDL podem induzir diversos efeitos biolégicos in vitro e
in vivo, tais como a diferenciacdo de mondcitos, a ativagao

Arq Bras Cardiol. 2022; 119(4):533-541

539



540

Castro et al.
IL-6 e TNF em Célula Espumosa: Método Aprimorado

Artigo Original

de células endoteliais, e a ativagao do sistema imune. Além
disso, had evidéncias de que sua acao se deve a ativacao
de TLR4.?* Portanto, o processo oxidativo parece estar
diretamente envolvido no estimulo dessas substancias.

Além da concentragdo de LDL no citoplasma do
macré6fago, é importante monitorar a produgao de
citocinas inflamatérias, ja que os macréfagos podem
contribuir para a aterogénese, especialmente apds sua
interacdo com a ox-LDL na camada intima da artéria,
produzindo citocinas e mediadores inflamatérios.” A
crescente expressao de marcadores inflamatérios pode ser
causada pela ativacao de macréfagos durante o processo
aterosclerético, levando a um aumento na captagao
de ox-LDL.? Os resultados mostrados neste trabalho
demonstraram que a producao de IL-6 e TNF-a aumentou
em macréfagos quando o tempo de exposigao variou. A
IL-6 foi liberada em uma concentragdo mais alta nas células
espumosas em comparagdo com os controles. Além disso,
quanto maior o tempo de exposigao a ox-LDL, maior a
liberacao de IL-6, de forma que os periodos de 48 e 72
horas tiveram uma liberagdo maior em comparagao com
os periodos de 12 e 24 horas. Considerando o TNF-a,
todos os tempos foram maiores do que seus controles,
mas ndo houve diferencgas entre os tempos de exposigao.
Em um ambiente com alta inflamagao, é extremamente
importante considerar a viabilidade dessas células, pois,
nessas condiges experimentais, a exposigao a FITC-ox-
LDL por 72 horas reduziu a viabilidade das células em
comparagao com a exposigao por 12 horas. Juntos, esses
dados podem sugerir que a produgao de IL-6 e TNF-a
poderiam contribuir para a adaptagao da fagocitose de
macréfagos. Isso é especialmente importante se, nesse
microambiente, os macréfagos (M1) estaio em maiores
quantidades, promovendo um processo inflamatério,
induzindo a cronicidade e promovendo efeitos deletérios
nos tecidos.

As células espumosas na placa aterosclerética produzem
citocinas pré-inflamatérias que podem contribuir para a
inflamagao local. Sua natureza inflamatéria foi corroborada
por estudos in vitro que mostram macréfagos M2 derivados
de monécitos, que normalmente tém um fenétipo anti-
inflamatério, consomem altos niveis de ox-LDL e produzem
fatores pré-inflamatérios (IL-6, 1L-8, MCP-1) seguidos da
formacao de célula espumosa, assumindo, dessa forma,
um fenétipo pré-inflamatério mais proximo ao M1.2
Os macroéfagos, in vivo, sao uma populagio de células
dindmicas com caracteristicas fenotipicas e funcionais que
sao significativamente diferentes entre si, dependendo
de seu ambiente de maturagdo e da natureza de seus
estimulos adicionados.” Por exemplo, células THP-1 podem
ser direcionadas a um fené6tipo M1 usando o IFN-y,'
da forma como usamos em nosso protocolo e que foi
confirmada pela alta liberagao de citocinas inflamatérias.
Outros estudo usam um protocolo de exposicao a LDL
muito prolongado, com duragao de 48 horas ou mais,?*%
0 que mostramos nao ter viabilidade, ja que, com 12
horas de incubacado, a formagao da célula espumosa ja
foi obtida, garantindo um alto grau de inflamagdo. Além
disso, no periodo de 48 horas, a viabilidade da célula
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foi reduzida em aproximadamente 50%, prejudicando
possiveis intervengoes.

Portanto, a falta de um protocolo uniforme que
apresenta componentes inflamatérios afeta grandemente
ainterpretacao dos resultados e a capacidade de comparar
estudos. Isso se dd porque o desenho do experimento nao
representa possiveis diferencas fenotipicas e/ou funcionais
nas populagdes de macréfagos que podem ser atribuidas
ao uso de protocolos de maturagao diferentes, tempo de
exposigao e concentragdo de LDL, sem avaliar o perfil
inflamatério.

Conclusao

Os resultados do presente estudo sugerem um modelo
que contribui para o entendimento da liberagao de IL-6
e TNF-a em resposta a varias concentragoes de ox-LDL
usando o método otimizado para a formagdo de células
espumosas. Portanto, o entendimento das relagoes
fenotipicas de macréfagos e mecanismos inflamatérios é
importante para o desenvolvimento de pesquisas sobre o
combate/atenuacdo da condigao de aterosclerose.
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