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Introducdo:O receptor para produtos finais de glicagdo avancada (RAGE) é uma
proteina transmembrana multi-ligante da superfamilia das imunoglobulinas. Um dos
efeitos principais da ativacdo de RAGE é a ativagédo redox-dependente de NF-kB, a qual
leva a producdo de TNF-a, sendo este um processo de retroalimentacdo positiva e tal
mecanismo vem sendo sugerido como o eixo principal da intensificagdo/perpetuacdo de
estados pro-inflamatdrios. Entre os diversos moduladores da resposta inflamatéria
mediada por RAGE, as HSP70, proteinas de choque térmico, aparecem como potenciais
reguladores em multiplos niveis. Estudos recentes do nosso grupo de revelaram que 0s
niveis séricos de HSP70 em pacientes sépticos sdo modulados de acordo com o estado
redox do soro; estudos complementares baseados em modulagem computacional indicam
uma possivel interagdo entre a proteina extracelular HSP70 e o receptor. Objetivo:
elucidar a relacdo entre a presenca da HSP70 em processos inflamatorios, avaliando a
modulacdo do mecanismo via RAGE. Materiais e Métodos: Macrofagos da linhagem
RAW 264.7 obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ) foram cultivadas em
meio de cultura DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, 2 mM de glutamina,
0.28 pg/uL de gentamicina e 250 ug de Anfotericina B em incubadora com 5% de CO: e
a37°C. As células foram tratadas com moléculas j& conhecidas como agonistas de RAGE:
HMGB1 (1pg/mL), S100B (20pg/mL), LPS (1pg/mL) e AGE(Albumina
Glicada)(1mg/mL). A proteina HSP70 bovina purificada foi adicionada as células
(1pug/mL) e seu efeito foi observado em diferentes tempos. O imunoconteddo de MAPK
e de RAGE foi detectado por Western Blot. A expressdao de RAGE foi diminuida
utilizando RNA interferente. As células foram tratadas por 20 minutos com 0s agonistas
de RAGE e com HSP70. Significancias foram consideradas com valor P<0,05.
Resultados: Foi possivel visualizar aumento do imunoconteddo das MAPK fosforiladas
ERK e p38 nos tratamentos com S100B e LPS. O mesmo padrdo n&o foi visualizado na
presenca das outras proteinas, inclusive no grupo tratado com HSP70. Posteriormente,
HSP70 foi adicionada as células em diferentes tempos de tratamento; apds 60 minutos foi
detectada uma ativacdo significativa de ERK, e nenhuma alteracdo na ativacdo de p38. A
expressdo de RAGE foi validada em nossa linhagem; o imunocontetdo do receptor
encontra-se em niveis basais na célula, porém na presenca de LPS, por um periodo de
24h, verificou-se um aumento significativo no imunocontetdo do receptor e ativacao dos
macrofagos de acordo com a morfologia observada. Os resultados envolvendo o
silenciamento de RAGE mostraram uma leve diminui¢do do imunoconteudo, entretanto,
a diferenca ndo foi estatisticamente significativa. Conclusdes: Com a finalidade de
estudar melhor o papel extracelular da proteina HSP70, sua interacdo com o receptor para
produtos finais de glicagdo avangada e agédo intracelular via RAGE-dependente, mais
estudos devem ser realizados. Os agonistas de RAGE, uma vez ligados nesse receptor,
ativam vias de sinalizacdo como a das MAPK, e a proteina HSP70 também foi capaz de
causar mudancas na resposta das células. A expressdao de RAGE nos macréfagos RAW
264.7 encontra-se em niveis basais, sendo aumentada presenca de estimulos por agonista.
O silenciamento néo foi tdo eficaz como desejado, sendo necessaria a realizagdo de novos
experimentos para uma melhor compreensdo entre a importancia da relacdo entre a
proteina HSP70 e o receptor RAGE durante processos inflamatorios.
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