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RESUMO 

 

A homeostase intracelular do colesterol é mantida, em células de 
mamíferos, por meio de uma série de mecanismos, porém pode haver uma 
ruptura deste balanço intracelular podendo levar ao desenvolvimento de 
doenças, como a lesão aterosclerótica que hoje em dia está acometendo 
grande parte da população mundial. A enzima HMG-CoA redutase, que possui 
cisteínas reativas em sua estrutura, pode ser alvo de estudos sobre o bloqueio 
do processo aterosclerótico, por meio de prostaglandinas da família das 
ciclopentenônicas (CP-PGs), particularmente a prostaglandina A2 (PGA2), que 
desviam completamente a síntese de novo de colesterol no sentido da síntese 
de fosfolípides em macrófagos/foam cells e outras preparações de macrófagos 
inflamatórios. Dessa forma o objetivo deste estudo foi investigar o efeito da 
PGA2 sobre a HMG-CoA redutase, em tipos celulares relacionados ao 
processo aterogênico, demonstrando seu mecanismo de ação por ligação 
covalente a cisteínas reativas desta enzima. Utilizaram-se macrófagos U937 
que foram incubados ou não com LDL oxidada, tornando-se-os foam cells. As 
células foram tratadas com dose não tóxica (1 µM) de PGA2 ou com mistura 
controle por um período de 24 h. Outros grupos de macrófagos U937 e foam 
cells foram tratados com PGA2 biotinilada (com ou sem ditiotreitol, DTT 10 mM) 
na presença ou ausência de PGA2 (10 µM e 20 µM), por 2 h e 6 h. Foi feito 
também um estudo da atividade da HMG-CoA, através de kit específico e 
curvas de crescimentos celular em resposta PGA2. Nossos resultados 
mostraram aumento na imunodetecção de HMG-CoA redutase em macrófagos, 
quando tratados com LDL oxidada e tratados com PGA2 biotinilada por 2 h e 6 
h, sendo que o tratamento com DTT produziu uma dramática redução na 
incorporação da mesma à enzima. A PGA2 foi capaz de reduzir a atividade da 
HMG-CoA em até 86,4% nas doses utilizadas. Macrófagos e foam cells 
tratados com PGA2 (1 µM) tiveram um aumento na proliferação celular quando 
comparados com aqueles que não receberam tratamento ou que foram 
tratadas com doses mais altas da PGA2. Nossos achados contribuem para 
esclarecer o mecanismo pelo qual ocorre a ação da PGA2 na reversão do 
processo aterosclerótico via inibição da enzima HMG-CoA redutase via ligação 
covalente nas cisteínas reativas desta enzima. 
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ABSTRACT 

 

The intracellular cholesterol homeostasis is maintained in mammalian 
cells by a variety of mechanisms, although there may be intracellular 
breakdown of this balance that can lead to the development of diseases such 
as atherosclerotic lesions that are nowadays mostly affecting the population 
worldwide. The enzyme HMG-CoA reductase, which has critical reactive 
cysteines in its structure, may be target anti-atherosclerotic treatments , once 
cyclopentenonic prostaglandins (CP-PGs), particularly prostaglandin A2 (PGA2), 
which completely diverts de novo synthesis of cholesterol toward the direction 
of phospholipid synthesis in macrophages/foam cells in macrophage/foam cells 
and other inflammatory macrophage preparations. Thus the objective of this 
study was to investigate the effect of PGA2 on the HMG-CoA reductase in cell 
types related to the atherogenic process, demonstrating its mechanism of action 
by covalent binding to reactive cysteines of this enzyme. Macrophages U937 
were used were incubated or not with LDL oxidized, making-up the foam cells. 
Cells were treated with non-toxic dose of PGA2 (1 µM) or with a mixture control 
for a period of 24 h. Other groups and U937 macrophage foam cells were 
treated with biotinylated PGA2 (with or without dithiothreitol, DTT, 10 mM) in the 
presence or absence of PGA2 (10 mM and 20 mM) for 2 h and 6 h. Was also 
made a study of the activity of HMG-CoA through kit specific and cell growth 
curves in response to PGA2. Our results showed the increase in 
immunodetection of HMG-CoA reductase into macrophages, when treated with 
LDL oxidized and treated with biotinylated PGA2 for 2 h and 6 h, and the DTT 
treatment produced a dramatic reduction the incorporation of the same enzyme. 
The PGA2 was able to reduce the activity of HMG-CoA to 86.4% at the doses 
used. Macrophages and foam cells treated with PGA2 (1 mM) had an increase 
in cell proliferation compared with those receiving no treatment or were treated 
with higher doses of PGA2. Our findings help to clarify the mechanism by which 
the action occurs in the PGA2 reversal of atherosclerosis by inhibiting the 
enzyme HMG-CoA reductase by way of covalent bond in the reactive cysteines 
of this enzyme.  
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INTRODUÇÃO 

 

A homeostase intracelular do colesterol é mantida, em células de 

mamíferos, por meio de uma série de mecanismos que levam ao balanço entre 

o input (síntese de novo de lipídios a partir do acetil-CoA e captação a partir de 

lipoproteínas) e o output (efluxo) de colesterol pelas células (Goldstein & 

Brown, 1990). Por outro lado, pode haver uma ruptura deste balanço 

intracelular que levará ao acúmulo de colesterol que é uma das principais 

características observadas nas células que participam do desenvolvimento de 

algumas doenças, como a lesão aterosclerótica (Goldstein & Brown, 1977; 

Ross, 1995), que hoje em dia está acometendo grande parte da população 

mundial, o que contribui para o aumento anual de mortes por doenças 

cardiovasculares (Moreno & Mitjavila, 2003).  

De um total de 58 milhões de mortes em 2005 decorrentes de causas 

diversas, as doenças crônicas foram responsáveis por 35 milhões. E, dentre 

elas, as doenças cardiovasculares representam a maior porcentagem. Projeta-

se para os próximos anos um aumento de 17% nas mortes devido a doenças 

crônicas. Isto significa que, das 64 milhões de pessoas que estima-se que 

morrerão em 2015, 41 milhões morrerão por essa causa, a menos que medidas 

urgentes sejam tomadas (WHO, 2005). 

Visto que desbalanços no metabolismo lipídico em geral são 

características marcantes do processo de aterosclerose e junto com a 

hiperlipidemia estão fortemente associados ao desenvolvimento dessa doença, 

o mecanismo pelo qual as células participantes deste tipo lesão acumulam 

lipídios em seu interior permanece sendo foco de pesquisas nesta área. 

Participam neste processo as lipoproteínas de baixa densidade (LDL) 

oxidadas que tem capacidade de estimular a formação de foam cells (células 

em espuma) (Schmitz et al., 1991; Gesquière et al., 1997), enquanto que outro 

tipo de lipoproteínas, aquelas de alta densidade (HDL) oxidadas podem impedir 

a saída de colesterol a partir das células (Gross & Wolin, 1995) o que 

compromete o transporte do colesterol ao fígado, favorecendo, assim, o 

acúmulo de colesterol na periferia extra-hepática (Goldstein & Brown, 1990).  

Da mesma forma, uma deficiente capacidade de exportação de lipídios 

para o meio extracelular pelas células pode levar ao acúmulo de colesterol e 
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ésteres de colesterol nos tipos celulares envolvidos no processo de 

aterogênese. A enzima HMG-CoA, redutase que é a enzima chave na síntese 

de colesterol, possui cisteínas reativas em sua estrutura, podendo ser um 

possível local de regulação ou inibição por fatores celulares. Portanto, esta 

enzima pode ser alvo de estudos sobre o bloqueio do processo aterosclerótico 

(Gutierrez et al., 2008).  

Verificou-se que, in vivo, as prostaglandinas ciclopentenônicas (CP 

PGs), particularmente da família A, desviam completamente a síntese de novo 

de colesterol no sentido da síntese de fosfolípides em macrófagos/foam cells e 

outras preparações de macrófagos inflamatórios. Além disso, estas CP-PGs 

reduzem dramaticamente a importação de colesterol e ésteres de colesterol a 

partir dos meios de cultura enquanto que a exportação desses lípides mostrou-

se aumentada, na presença desse eicosanóide (Senna et al., 1998). Os efeitos 

celulares, mais especificamente da PGA2 estão relacionados com importantes 

modificações no estado redox, no metabolismo da glutationa, no bloqueio de 

NF-kB e no aumento da expressão da proteína HSP70, mostrando ter 

fundamental relevância na citoproteção, como já demonstrado por estudos 

anteriores do nosso grupo de pesquisa. Fundamentalmente, estes efeitos 

ocorrem somente em células oxidadas (propícias ao desenvolvimento do 

processo aterosclerótico), não prejudicando o metabolismo de células não 

submetidas à exposição com LDL oxidada. 

Porém, a confirmação do mecanismo pelo qual ocorre a ação da PGA2 

na reversão do processo aterosclerótico via inibição da enzima HMG-CoA 

redutase deve passar pelo estudo da sua capacidade de ligação covalente nas 

cisteínas reativas desta enzima. Faz-se necessário a confirmação de nossos 

resultados preliminares, para que possamos de alguma forma, dispor de uma 

nova classe de drogas bloqueadoras da síntese de colesterol não estatinas. 
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1. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

1.1.  ATEROSCLEROSE 

 

1.1.1. INCIDÊNCIA DA DOENÇA 

As doenças cardiovasculares são a maior causa de morte no mundo. 

Estatísticas da Organização Mundial de Saúde indicam que morrem mais 

pessoas anualmente destas doenças do que de qualquer outra doença. Em 

2004, cerca de 17,1 milhões de pessoas morreram devido a essa causa, o que 

representa quase 29% de toda a mortalidade global. Destes, 7,2 milhões foram 

devido à doença coronária e 5,7 milhões foram por acidente vascular cerebral. 

Com base nestes dados, que estão sempre em expansão, a Organização 

Mundial de Saúde estima que até 2030 quase 23,6 milhões de pessoas 

morrerão de doenças relacionadas com doenças cardiovasculares em todo o 

mundo (WHO, 2011).  

A principal causa de doença cardíaca, infarto do miocárdio e acidente 

vascular cerebral na sociedade ocidental é a aterosclerose, uma doença 

crônica inflamatória caracterizada pelo acúmulo de lipídios e de colesterol 

dentro das paredes das artérias de grande e médio calibre (Lusis, 2000). Estes 

fatos apontam a aterosclerose como forte contribuinte para a principal causa de 

morte no planeta e a magnitude das estatísticas da Organização Mundial de 

Saúde enfatiza a importância da investigação científica relacionada à 

aterosclerose e possíveis alvos terapêuticos (McLaren et al., 2011). 

 

1.1.2. FATORES DE RISCO 

A aterosclerose tem uma etiologia muito complexa e tem uma 

abundância de fatores que podem contribuir para o aparecimento e progressão 

dessa doença. Estudos epidemiológicos nos últimos 50 anos revelaram 

inúmeros fatores de risco para aterosclerose. Estes fatores podem ser 

agrupados em componentes genéticos, que envolvem múltiplos genes e 

aqueles que são fatores ambientais (Lusis, 2000). 

Tanto a predisposição genética como os fatores ambientais e a interação 

entre eles têm sido relacionados com o aumento do risco de um indivíduo 

desenvolver aterosclerose. A predisposição genética pode ser comumente 
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ligada à história familiar de doença cardiovascular e, normalmente, confere aos 

membros da família um risco elevado de desenvolver a doença. Fatores 

ambientais, por outro lado são geralmente relacionados ao estilo de vida do 

paciente. Os principais fatores que se enquadram nessa classificação 

envolvem uma dieta contendo elevados níveis de gordura, o tabagismo e falta 

de exercício físico (Lusis, 2000). 

 

1.1.3. METABOLISMO DO COLESTEROL 

O colesterol é fisiologicamente imprescindível ao organismo, pois a partir 

dele são formadas substâncias importantes para a sobrevivência dos seres, 

como os hormônios esteróides, a vitamina D, os ácidos biliares e as 

lipoproteínas (Goldstein & Brown, 1990). Além disto, o colesterol faz parte da 

bicamada lipídica das membranas celulares (Stryer, 1996).  

É sintetizado no retículo endoplasmático a partir do acetato em uma 

série de reações enzimáticas (Ikonen, 2006). O passo limitante na biossíntese 

do colesterol é a reação catalisada pela 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA-redutase 

(HMG-CoA redutase), que converte a HMG-CoA em mevalonato. Uma vez 

sintetizado, o colesterol pode ser transportado para os tecidos periféricos ou 

para o fígado, ou pode acumular-se em reservas intracelulares (Ikonen, 2006). 

Para armazenamento intracelular, o colesterol sofre conversão em éster de 

colesteril, através de acilação do grupo hidroxila pela enzima Acil-CoA: 

colesterol aciltransferase-1 (ACAT-1) (Chang et al., 2001).  

O colesterol é classicamente transportado na corrente sanguínea, como 

uma partícula lipoprotéica solúvel em água. Dois tipos de transporte de 

colesterol ocorrem no corpo humano: o transporte direto - em que o colesterol é 

transportado do fígado para os tecidos, nas VLDL, IDL e LDL (lipoproteínas de 

muito baixa densidade, lipoproteínas de densidade intermediária e 

lipoproteínas de baixa densidade, respectivamente) – e o transporte reverso – 

em que o colesterol é transportado dos tecidos para o fígado, nas HDL 

(lipoproteínas de alta densidade). As HDL captam colesterol de células da 

periferia extra-hepática, de quilomicrons remanescentes e de VLDL 

remanescentes (IDL) e o esterificam com o auxílio de uma enzima plasmática 

associada às partículas de LDL, a LCAT (lecitina:colesterol aciltransferase). Os 

ésteres de colesterol formados pela ação da LCAT sobre o colesterol livre e os 
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ácidos graxos provenientes de moléculas de fosfatidilcolina presentes na 

própria HDL são, então, transferidos para partículas de VLDL, IDL e LDL, pela 

ação de outra enzima plasmática, a proteína de transferência de ésteres de 

colesterol (CETP). As IDL e as LDL são catabolizadas no fígado depois da 

internalização via receptores de LDL. Desta maneira, as LDL nativas que 

circulam pelo sangue, são removidas pelos tecidos para serem utilizadas, ao 

passo que o colesterol proveniente de morte e renovação celular, entre outros, 

vindo dos tecidos, é carregado pela HDL de volta ao fígado, que é capaz de 

eliminar o excesso de colesterol como ácidos biliares ou colesterol biliar. Desta 

forma, o hepatócito é responsável por manter este balanço, alterando o fluxo 

de colesterol através de sua síntese endógena e da síntese, da secreção e da 

captação de lipoproteínas, além da conversão de colesterol em ácidos graxos e 

da conversão reversível do excesso de colesterol em ésteres de colesterol 

(Ghosh et al., 1998). Claro que este equilíbrio só pode ser mantido até dado 

limite fisiológico; uma vez este sendo ultrapassado, tem-se o início de doença 

vascular. 

A literatura descreve que dietas ricas em ácidos graxos podem 

influenciar vários aspectos do metabolismo do colesterol, incluindo a síntese 

hepática de lipoproteínas de muito baixa densidade (VLDL) e o clearance da 

LDL a partir da circulação (Lee & Carr, 2004). Um dos determinantes da 

aterosclerose na população parece ser a modificação do estado de equilíbrio 

da concentração total de colesterol e triglicerídeos no plasma, uma vez que 

dietas ricas destes últimos regulam a concentração de LDL (Xie et al., 2002). A 

quantidade de colesterol no hepatócito influencia a secreção de ésteres de 

colesterol como componente das lipoproteínas (Ghosh et al., 1998); uma vez 

que há o aumento do colesterol, o fígado enviará mais colesterol via LDL para 

a grande circulação (transporte direto). 

A expressão de receptores para LDL é regulada pelo conteúdo 

intracelular de colesterol. Temos dois tipos de regulação desse processo, a up-

regulation, na qual há um aumento do número de receptores de LDL nas 

superfícies celulares, em resposta a um aumento da necessidade de colesterol 

pelos tecidos, acarretando assim, um aumentando da captação de LDL no 

plasma. Porém, quando os níveis de colesterol no sangue estão elevados, seja 

devido à dieta ou a algum tipo de doença, como diabetes ou 
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hipercolesterolemia familiar, as células irão diminuir o número de receptores 

para LDL nativa presentes nas suas superfícies, o que é conhecido como 

down-regulation, dessa maneira pode-se regular a produção interna de 

substâncias a partir do colesterol (Goldstein & Brown, 1990). 

 

1.1.4. PATOLOGIA 

A aterosclerose é uma doença progressiva caracterizada pelo acúmulo 

de lipídios e elementos fibrosos nas artérias de grande calibre (Lusis, 2000). 

Esse processo de aterogênese é caracterizado por uma série de desordens 

nas túnicas íntima e média das paredes vasculares. Dentre estas alterações 

podemos citar o aumento de permeabilidade do endotélio, a infiltração de 

monócitos, seguida de proliferação de células musculares lisas adjacentes, 

agregação plaquetária e acúmulo de lípides, Ca2+ e ainda de componentes da 

matriz extracelular (Wick et al., 1995; Schmitz et al., 1991). 

Uma série de eventos ocorre para que a lesão aterosclerótica se 

estabeleça, e a sequência desses eventos ainda não está completamente 

entendida, no entanto, existe um consenso em torno da hipótese que se chama 

de "resposta a injúria", onde a aterosclerose seria decorrente de alterações 

provocadas nas células endoteliais por estímulos como hipercolesterolemia, 

ativação imunológica, hipertensão e anóxia, entre outros (Ross, 1986). Assim, 

em resposta à ruptura da integridade do endotélio, ocorre o recrutamento e 

ativação de vários tipos celulares que, em conjunto darão origem ao quadro 

aterogênico.  

No início da lesão, devido a interações celulares com o endotélio que 

não está mais em sua forma íntegra, macrófagos, plaquetas, neutrófilos e 

linfócitos liberam alguns fatores de crescimento que são quimiotáticos, 

podendo atrair outros tipos celulares ao local da lesão e mitogênicos para as 

células da musculatura lisa vascular (Schmitz et al., 1991). As células da 

musculatura lisa vascular, por sua vez, irão migrar da camada média para a 

íntima vascular aonde irão se diferenciar em células com características 

secretórias que se proliferam, produzem fatores de crescimento e ainda liberam 

componentes de matriz extracelular que induzem ativação e adesão celulares 

(Thyberg et al., 1990). Portanto, a aterogênese é um fenômeno típico de 

relações intercelulares e, neste contexto, os macrófagos são as células que 
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ocupam uma posição central, porque estes participam de praticamente todas 

essas interações, agindo como célula mediadora para a instalação da 

aterosclerose. 

Uma das respostas da parede dos vasos a estímulos 

nocivos/aterogênicos, como por exemplo, a hiperlipidemia e a hipertensão 

arterial é a produção de autacoides, que são compostos endógenos que 

medeiam a inflamação, derivados do endotélio, como as prostaglandinas 

(PGs). Neste sentido, altos níveis de estresse de cisalhamento na parede do 

vaso (shear stress), o aumento na produção de citocinas como a interleucina 1 

(IL-1β) e fator de necrose tumoral (TNF-α) a partir de macrófagos, que 

desempenham papel fundamental na fase aguda da inflamação,  bem como o 

estresse oxidativo na parede arterial (provocado, por exemplo, pela hipertensão 

arterial) levam à ativação do NF-B, que dispara a transcrição de uma grande 

variedade de genes tanto nas células endoteliais quanto nas células 

musculares lisas, precipitando a transcrição de fatores de crescimento, outras 

citocinas, moléculas de adesão intercelulares e fatores de transcrição 

relacionados ao processo de proliferação celular (Griendling & Alexander, 

1996; Collins et al., 1995; Resnick & Gimbrone, 1995).  

Desta ativação metabólica irão se originar transformações celulares que 

modificarão os fenótipos das células vasculares transformando-as em células 

ativadas com características sintetizantes e proliferativas, que são as principais 

alterações encontradas na aterosclerose e na doença vascular hipertensiva 

(Belló-Klein et al., 2001). Assim, a ativação do NF-B mediada pelo estresse, 

citocinas, radicais livres, radiação ultravioleta, oxidação de LDL e antígenos 

virais e bacterianos desempenha papel primordial no desenvolvimento da 

aterosclerose. 

 

1.2. O PAPEL DOS MACRÓFAGOS NA ATEROSCLEROSE 

 

Pode-se observar, nas camadas subendoteliais das artérias, a 

diferenciação dos monócitos em macrófagos, que apresentam a habilidade de 

acumular grandes quantidades de lípides intracelularmente, que chamamos de 

foam cells ou células espumosas, recebendo este nome devido à morfologia 

característica que passam a apresentar, cheias de gordura em seu interior. 
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Essas foam cells acumulam grandes quantidades de colesterol e ésteres de 

colesterol que participam de um ciclo de hidrólise e reesterificação de maneira 

que o excesso de colesterol possa ser secretado ou utilizado para síntese de 

membranas celulares (Brown & Goldstein, 1983; Brown et al., 1980; Rosenfeld 

et al., 1991). Entretanto, talvez, uma das características mais importantes 

destes macrófagos na gênese da placa ateromatosa, seja a capacidade das 

foam cells de captar e degradar lipoproteínas de baixa densidade (LDL) 

modificadas, promovendo sua oxidação e gerando produtos com alta 

capacidade oxidativa e de lesão tecidual (Rosenfeld et al., 1991). 

Quando os macrófagos aderem à matriz extracelular de células 

endoteliais irá ocorrer a produção de superóxido e colesterol oxidado, além de 

regular os mecanismos envolvidos na adesão e o próprio estado de ativação 

geral de macrófagos (Gudewicz & Rewin, 1991; Jang et al., 1993; Gudewicz et 

al., 1994). Além disso, macrófagos expostos a LDL oxidadas tem capacidade 

de produzir citocinas que irão induzir nas células endoteliais a expressão de 

alguns receptores (ICAM-1, VCAM-1, ELAM-1, integrinas, caderinas) para 

moléculas de adesão da matriz extracelular (fibronectina, laminina, 

trombosposina, actina) que estão relacionadas com o recrutamento de outras 

células imunológicas e de plaquetas para a lesão endotelial (Frostegård et al., 

1993; Aznar-Salatti et al., 1991). 

Embora foam cells apresentem poucos receptores para LDL nativas, 

estas células possuem grande quantidade de receptores de remoção ou 

scavenger, que reconhecem e internalizam apenas LDL modificadas (Brown & 

Goldstein, 1983). LDL modificadas exercem uma série de efeitos sobre 

monócitos e outras células que participam da lesão aterosclerótica, estando 

diretamente implicadas na diferenciação de monócitos para o fenótipo foam cell 

(Frostegård et al., 1990; Orekhov et al., 1991). Além disso, LDL modificadas, 

apesar de eficientemente internalizadas, são pouco metabolizadas por 

macrófagos, levando a um dramático aumento nas concentrações 

intracelulares de colesterol livre (Roma et al., 1992). 

 

1.2.1. DIFERENCIAÇÃO DOS MONÓCITOS 

Como discutido, uma vez na íntima arterial, os monócitos podem 

diferenciar-se em macrófagos ou células dendríticas, dependendo do sinal da 
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citocina recebido e o principal facilitador da sua diferenciação em macrófagos é 

M-CSF (Li & Glass, 2002; Bobryshev, 2006). Neste ponto, muitos marcadores 

de superfície importantes na aterosclerose, tais como receptores de scavenger, 

começam a ser expressos nos macrófagos. A população de macrófagos 

presentes nas placas ateroscleróticas também é heterogênea, semelhante às 

populações de monócitos.  

A diferenciação de monócitos pode produzir dois tipos principais de 

macrófagos: os promotores de inflamação, macrófagos ativados classicamente 

(M1) e resolvedores de inflamação, alternativamente ativados (M2) (Shimada, 

2009). Macrófagos M1 tendem a produzir sinais pró-inflamatórios pela secreção 

de citocinas tais como TNF-α, IL-6 e IL-12 (Tabas, 2010; Shimada, 2009; 

Martinez, et al., 2009). Por outro lado, os macrófagos M2 produzem sinais anti-

inflamatórios pela secreção de citocinas tais como IL-10 e TGF-b1, que pode 

alternar macrófagos M1 em macrófagos M2. Ambos macrófagos M1 e M2 

podem residir nas lesões ateroscleróticas e um desequilíbrio na razão de 

M1/M2 pode contribuir para o desenvolvimento da placa e prejudicar a 

resolução da inflamação (Tabas, 2010).  

 

1.2.2. FUNÇÕES DOS MACRÓFAGOS E A FORMAÇÃO DE FOAM 

CELLS 

Na aterosclerose, macrófagos têm um grande número de funções, 

porém seu papel principal é a formação de foam cells.  

O acúmulo de lipídeos em macrófagos e sua transformação em foam 

cells é a principal etapa no desenvolvimento inicial da aterosclerose. O 

colesterol que se acumula nas foam cells é derivado, principalmente da LDL 

plasmática. A captação de LDL nativa, via receptor de LDL, é regulada pelo 

conteúdo intracelular de colesterol. Entretanto, um aumento na captação de 

LDL parece ser dependente de diferentes mecanismos, incluindo aumento da 

afinidade de lipoproteínas pelo receptor de LDL, e também captação de 

lipoproteína agregada por fagocitose, ou também aumento da captação de 

lipoproteínas modificadas por receptores de scavenger, os quais não são 

regulados pelo conteúdo intracelular de colesterol (Fuhrman, et al., 1997). 

Muitas das funções que o macrófago exerce dependem de sua 

composição lipídica, entre essas funções estão a percepção e transdução de 
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sinais, a fagocitose, a síntese de lipídios oxidados e outros mediadores 

inflamatórios, como os eicosanoides (Oliveros et al., 2004). Uma vez que as 

células que compõem o sistema imune humano, como o macrófago, devem ter 

a capacidade de proliferação frente ao dano tecidual, eles precisam ter a 

capacidade de lipogênese, que passa a ser necessária e essencial para a 

proliferação de células, porque sabe-se que a biossíntese de lipídios precede o 

início da divisão celular (Homem de Bittencourt Jr. et al., 1994). 

 

1.3. PROSTAGLANDINAS CICLOPENTENÔNICAS E 

ATEROSCLEROSE 

 

1.3.1. FORMAÇÃO DAS CP-PGs 

Após a descoberta, em 1997, pelo grupo de Maria Gabriella Santoro na 

Itália, que PGA1, uma CP-PG antiproliferativa tem capacidade de inibir a 

ativação do NF-B, que é um fator de transcrição envolvido na resposta 

imunitária à inflamação (Rossi et al., 1997), tornou-se claro que as CP-PGs 

devem ser estudadas como potenciais ferramentas farmacológicas contra a 

aterosclerose (Gutierrez et al., 2008). 

Prostaglandinas são uma família de ácidos graxos que contém 20 

carbonos cíclicos em sua estrutura. Estes compostos ocorrem naturalmente no 

organismo e são sintetizados a partir do ácido araquidônico ou outros ácidos 

graxos provenientes de fosfolipídios da membrana celular pela ação de 

fosfolipases. O ácido araquidônico é primeiramente transformado em um 

endoperóxido intermediário instável pela ciclo-oxigenase (COX) e 

posteriormente convertido por meio da ação de muitas PG sintases em um de 

vários possíveis produtos, entre eles PGD2, PGE2 e PGF2α (Piva et al., 2005).  

PGE2 e seu isômero, a PGD2, por sua vez, podem ser transformadas 

facilmente no plasma in vivo em PGA2 e Δ12-PGJ2 e seus J-derivados (Ohno et 

al., 1986; Narumiya & Fukushima, 1985; Kikawa et al., 1984; Fitzpatrick & 

Wynalda, 1983) que, juntos, são conhecidos como prostaglandinas 

ciclopentenônicas (CP-PGs). As etapas de formação de CP-PGs podem ser 

vistas na figura 1. 
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Fig. 1: Formação das prostaglandinas ciclopentenônicas (família das PGA2 e 

PGJ2), conforme descrito por Gutierrez e colaboradores (2008). 

 

Assim, as prostaglandinas das séries A e J são originadas pela 

desidratação do anel ciclopentano da PGE e PGD, respectivamente, que 

produzem uma estrutura ciclopentenônica caracterizada pela presença de uma 

carbonila α,β- insaturada (Piva et al., 2005).  

 

1.3.2. A QUÍMICA DAS CP-PGs 

O anel ciclopentenônico das CP-PGs é caracterizado por possuir dois 

centros eletrofílicos e dessa forma, fica muito susceptível a reações de adição 

nucleofílica, na qual um eletrófilo pode se combinar com um reagente orgânico. 

Essa característica confere às CP-PGs alta capacidade de interação o que se 

torna indispensável para a ação biológica destas moléculas. Estes compostos 
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reagem rapidamente com cisteínas e grupamentos tiol pertencentes a diversas 

moléculas, como glutationa e proteínas celulares, por adição de Michael 

(adição nucleofílica na instauração entre os carbonos α,β, segundo Solomons, 

2002), fato este descrito em muitos estudos (Atsmon et al., 1990; Chen et al., 

1999; Straus & Glass, 2001; Bickley et al., 2004; Musiek et al., 2005). Estes 

centros eletrofílicos citados, a ressonância, a ação dos nucleófilos em centros 

eletrofílicos e a adição de Michael estão demonstrados nas Figuras 2, 3, 4 e 5, 

respectivamente (Solomons, 2002). 

 

Fig. 2: Centros eletrofílicos de um anel ciclopentenônico (uma carbonila α,β-

insaturada e a carbonila da cetona), segundo Solomons (2002). 

 

Fig. 3: Ressonância que ocorre entre os centros eletrofílicos de um anel 

ciclopentenônico, conforme Solomons (2002). 

 

Fig. 4: Ação de nucleófilos em centros eletrofílicos de um anel ciclopentenônico 

(Solomons, 2002).  
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Fig. 5: Adição de Michael (Solomons, 2002). 

 

1.3.3. EFEITOS ANTI-INFLAMATÓRIO E ANTI-COLESTEROGÊNICO 

DAS CP-PGs 

Sabe-se que prostaglandinas (PGs) ciclopentenônicas (CP-PGs) são 

ativadores universais da via das HSP (heat shock protein) (Amici et al., 1992; 

Rossi & Santoro, 1995), que levam à proteção celular através da inibição dos 

mecanismos de ativação do NF-B em série de tipos celulares já estudados, 

incluindo células musculares lisas dos vasos (Rossi et al., 1997; Wong et al., 

1997; Kim et al., 1997; Nagoshi et al., 1998; Feinstein et al., 1996). 

Um dos mecanismos pelos quais as CP-PGs bloqueiam a ativação do 

NF-kB é a inibição da IkB quinase, uma enzima que precipita a ativação deste 

fator nuclear (Rossi et al., 2000). Assim, o NO e certas PGs ativam a via das 

HSP que irá inibir a ativação do NF-B promovendo assim a citoproteção. 

PGs do tipo E diminuem o tamanho de infartos miocárdicos 

experimentais em cães através do bloqueio da migração e ativação de 

neutrófilos (Simpson et al., 1988), além de estimularem a captação de 

colesterol por HDL a partir de macrófagos (Bernard et al., 1991), o que leva a 

uma diminuição dos conteúdos intracelulares de colesterol e redução do risco 

de acúmulo de lípides. Por outro lado, macrófagos, que, como já discutido, 
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ocupam papel de destaque no início e também no desenvolvimento da lesão 

aterosclerótica, produzem grandes quantidades de PGE2 e seu isômero, a 

PGD2 (Scott et al., 1982; Urade et al., 1989), que como já descrito, podem ser 

transformadas em PGA2 e Δ12-PGJ2 e seus J-derivados (Ohno et al., 1986; 

Narumiya & Fukushima, 1985; Kikawa et al., 1984; Fitzpatrick & Wynalda, 

1983).  

Homem de Bittencourt e colaboradores (1993) demonstraram em seus 

estudos que macrófagos não só têm capacidade de produzir quanto de 

exportar grandes quantidades de lípides, como colesterol, ácidos graxos, 

ésteres de colesterol, triacilgliceróis e fosfolípides para o meio extracelular. 

Outro estudo do mesmo grupo indicou ainda que as PGs podem ser os 

moduladores fisiológicos do processo de produção e exportação destes lípides 

em linfócitos e células tumorais (Homem de Bittencourt et al., 2007).  

O fator de diferenciação de adipócitos PPAR- (receptor nuclear ativado 

por proliferadores de peroxissomas do tipo gama), do qual as CP-PGs são os 

ligantes fisiológicos e que leva à diferenciação de adipócitos, com uma 

profunda influência sobre o metabolismo lipídico destes tipos celulares (Forman 

et al., 1995; Kliewer et al., 1995), também tem participação no desenvolvimento 

da lesão aterosclerótica e, por esse motivo passou a receber extrema atenção 

recentemente, principalmente porque se observou que sua expressão e 

ativação estão dramaticamente estimuladas em lesões ateroscleróticas 

humanas (Ricote et al., 1998). Sabe-se, hoje, que as lipoproteínas de baixa 

densidade (LDL) quando oxidadas contêm altas concentrações de derivados 

lipídicos oxidados que ativam diretamente o PPAR- bem como sua expressão 

gênica (Nagy et al., 1998). A ativação deste PPAR- em macrófagos leva à 

expressão do receptor de scavenger CD36/FAT, diferenciando-os em 

macrófagos/foam cells (Tontonoz et al., 1998). Então, a ativação do fator de 

transcrição nuclear PPAR- induz a um ciclo, no qual A LDL oxidada o ativa, 

ocasionando um aumento da expressão de receptores para a internalização de 

mais moléculas de LDL oxidadas. 

Ao contrário das CP-PGs da família da prostaglandina J2, que são 

ativadoras e ligantes fisiológicos do PPAR-, as CP-PGs da família da PGA2 

não levam à ativação deste fator nuclear (Forman et al., 1995). Entretanto, 
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alguns estudos sugerem que PGs da família da PGA2 sejam citoprotetoras e 

redutoras das concentrações intracelulares de colesterol (Senna et al., 1998).  

Pesquisas mostraram que a PGA2 reduze sensivelmente a lipogênese de 

macrófagos, sendo que este efeito foi mais exacerbado em macrófagos 

inflamatórios, como aqueles encontrados na lesão ateromatosa (Tavares et al., 

2003). 

Considerando que os efeitos das CP-PGs sobre o metabolismo lipídico 

de macrófagos/foam cells podem estar relacionados à ativação da expressão 

de HSP e desativação do NF-B, como já discutido, estudos verificaram o 

efeito de CP-PGs da família da PGA sobre a síntese de novo de lípides 

(lipogênese), captação e exportação de lípides por macrófagos em duas 

situações de estresse endotelial que tendem a levar ao desenvolvimento da 

aterosclerose: hipertensão arterial e hipercolesterolemia. Os resultados 

demonstraram que in vivo as CP-PGs, particularmente da família A, desviam 

completamente a síntese de novo de colesterol no sentido da síntese de 

fosfolípides em macrófagos/foam cells e outras preparações de macrófagos 

inflamatórios. Além disso, estas CP-PGs reduzem dramaticamente a 

importação de colesterol e ésteres de colesterol a partir dos meios de cultura 

enquanto que a exportação desses lípides mostrou-se aumentada, na presença 

desse eicosanóide (Senna et al., 1998).  

In vivo, foram testadas várias preparações contendo CP-PGs. 

Entretanto, como as CP-PGs são citostáticas, apresentam uma série de efeitos 

colaterais. Por isso, foi desenvolvida uma formulação contendo CP-PGs, mas 

encapsuladas em lipossomos, já que as CP-PGs são ácidos graxos e, portanto, 

bastante lipossolúveis. O problema da especificidade foi contornado 

aproveitando-se que o endotélio doente expressa altíssimas quantidades de 

moléculas de adesão. Assim, preparou-se lipossomos contendo anticorpos 

monoclonais contra as moléculas de adesão vascular. O resultado obtido foi 

que 75% dos lipossomos injetados em camundongos LDLR-KO foram 

internalizados pelos vasos doentes. Desses resultados, surgiu a formulação 

LipoCardium, cujo pedido de patente (registro definitivo em janeiro de 2004) foi 

realizado pelo Laboratório de Fisiologia Celular por intermédio da UFRGS. 

Animais doentes tratados com LipoCardium endovenosamente de maneira 
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crônica apresentam reversão total da doença vascular, com melhora na 

qualidade de vida (Homem de Bittencourt et al., 2007). 

Tendo em vista, portanto, que os efeitos das CP-PGs sobre o 

metabolismo lipídico de macrófagos/foam cells podem estar relacionados à 

ativação da expressão de várias proteínas que participam da inflamação e que 

o papel de enzimas como a HMG-CoA redutase não está elucidado, a proposta 

deste trabalho é estudar o mecanismo dos efeitos da prostaglandina A2 sobre a 

atividade e imunodetecção da HMG-CoA redutase. Para intensificar os estudos 

sobre o mecanismo de ação da PGA2, a mesma aplicada em tipos celulares 

relacionados ao processo aterosclerótico permite estudar a possibilidade de 

ligação covalente entre a PGA2 e a HMG-CoA redutase. Considerando que 

foram estudados tipos celulares envolvidos na doença aterosclerótica, acredita-

se que os resultados desta investigação poderão auxiliar no desenvolvimento 

de conhecimento para o tratamento/prevenção da aterosclerose. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. GERAL 

Investigar o efeito da PGA2 sobre a enzima chave da síntese endógena 

do colesterol, a HMG-CoA redutase, em tipos celulares relacionados ao 

processo aterogênico, demonstrando seu mecanismo de ação por ligação 

covalente a cisteínas reativas desta enzima.  

 

2.2. ESPECÍFICOS 

 Avaliar o efeito da PGA2 na atividade da HMG-CoA redutase 

através de Kit específico para HMG-CoA redutase; 

 Avaliar imunodetecção da HMG-CoA redutase em células de 

leucemia humana pró-monocítica U937; 

 Avaliar se os efeitos da PGA2 são decorrentes de ligação 

covalente com a HMG-CoA redutase, através do uso de PGA2 biotinilada e 

DTT. 
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3. METODOLOGIA 

  

3.1. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 

Neste estudo, foram cultivadas células envolvidas na gênese do 

processo aterosclerótico sob as seguintes condições: na presença ou ausência 

de LDL oxidada, sendo ou não tratadas com PGA2. Nestas culturas celulares 

foi verificada a imunodetecção da enzima chave da síntese endógena do 

colesterol, a HMG-CoA redutase. Deste modo, foi viável inferir sobre a 

participação da PGA2 na inibição da HMG-CoA redutase. A verificação dos 

mecanismos pelos quais ocorrem estes efeitos se deu através de metodologia 

apropriada descrita abaixo que é capaz de descartar ou confirmar se existe a 

ligação covalente entre a PGA2 e a cisteína reativa da HMG-CoA.   

 

3.2. LOCAL DE REALIZAÇÃO 

O presente projeto foi realizado no Laboratório de Fisiologia Celular do 

Departamento de Fisiologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul 

(UFRGS). Todas as etapas deste estudo foram realizadas no referido 

Laboratório localizado no campus central da UFRGS (Av. Sarmento Leite n° 

500, CEP 90050-170). 

 

3.3. OBTENÇÃO DE MACRÓFAGOS U937 

Para o estudo de macrófagos humanos da linhagem U937 que foi 

utilizada nos estudos, estes foram retiradas de criotubos armazenados em 

nitrogênio líquido e tratadas em meio RPMI 1640 com antibiótico (10 ml finais) 

com 20% de soro fetal bovino, em garrafas específicas para cultura de células, 

até ficarem confluentes. As células eram provenientes do Banco de Células do 

Rio de Janeiro.  

 

3.4. OBTENÇÃO DE MACRÓFAGOS FOAM CELLS 

Após a obtenção dos macrófagos U937, estes foram tratados com LDL 

oxidada por 18 horas em cultura, conforme metodologia previamente descrita 

(Frostegard et al., 1993; Roma et al., 1992) formando-se, assim, macrófagos/ 

foam cell (Homem de Bittencourt Jr. et al., 2007). 

 



32 
 

3.5. DISPOSIÇÃO FINAL DOS RESÍDUOS 

Após os experimentos, meios de cultura celulares e células, tudo em 

garrafas de poliestireno, foram embalados em sacos apropriados, 

autoclavados, etiquetados como Lixo Biológico e entregues ao serviço de 

coleta da Aborgama. Resíduos de géis de poliacrilamida, bem como demais 

solventes não biodegradáveis foram tratados como Lixo Químico que foi 

coletado pelo serviço de coleta sediado no Instituto de Química da UFRGS. 

 

3.6. VIABILIDADE DE MACRÓFAGOS  

Trypan Blue (Sigma) é um corante recomendado para o uso em 

procedimentos para contagem da viabilidade celular levando em consideração 

o número de células que morreram durante o procedimento de extração. Este 

método parte do princípio que células mortas absorvem este corante mudando 

sua coloração para o azul, enquanto que células vivas absorvem e bombeiam 

para fora o corante não apresentando, portanto, nenhuma coloração. Isso 

ocorre porque células viáveis apresentam membranas que têm capacidade de 

selecionar os compostos que passam através dela, e o Trypan Blue não é 

absorvido, no entanto, ele pode atravessar a membrana de uma célula morta. 

Assim, as células mortas são vistas com uma cor azul característica quando 

observadas sob um microscópio.  

Para observar esta viabilidade utilizam-se, dependendo de cada 

amostra, determinadas quantidades de amostra, tampão de salina com PBS e 

Trypan Blue. Dessa amostra preparada, 10 μl são colocados na câmara de 

Neubauer para realizar a contagem de células vivas ou mortas por cada mililitro 

de amostra. 

 

3.7. OXIDAÇÃO DE LIPOPROTEÍNA DE BAIXA DENSIDADE (LDL)  

A formação de macrófagos/foam cells foi feita a partir de incubação de 

U937 com LDL oxidada em meio de cultura, por 18 horas. 

- Reagentes e materiais a serem utilizados para obtenção de LDL 

oxidada: 

1) LDL em PBS a 1 mg/ml (solução comercial em 150 mM NaCl, pH 7,4, 

contendo 0,01% EDTA); 
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2) Tampão PBS (Phosphate-buffered saline): NaCl 136,8 mM, KCl 2,7 

mM, KH2PO4 0,9 mM e Na2HPO4 6,4 mM em água milliQ, pH 7,4. 

3) Meio de cultura RPMI 1640 com antibióticos (Ampicilina e 

estreptomicina 1:100); 

4) Filtros (para seringa) descartáveis, estéreis Ultra-Low Binding PES; 

5) Torpedo de N2 gasoso; 

6) BHT (hidroxibutiltolueno, 220,4 g/mol) 500x (10 mM) em etanol; 

7) Reagente e padrões de BSA (albumina bovina, diluídos a partir de 

solução a 1 mg/ml) para dosagem de proteínas pelo método de Bradford; 

8) Reagentes para TBARS: BHT (hidroxibutiltolueno 220,4 g/mol) 65 x 

(29,5 mM) em etanol; TCA 30% (ácido tricloroacético) em água milliQ; TBA 

0,73% (ácido tiobarbitúrico) em água milliQ e Tris-HCl 10 mM pH 7,4. A reação 

foi feita utilizando-se 50 µl de amostra a cerca de 1 mg/ml, em tubo Eppendorf 

de 1,5 ml com furos na tampa, 200 µl de TCA 30%, 200 µl de Tris-HCl, foi 

centrifugado por 10 min a 2500 x g a 4ºC e coletado 440 µl do sobrenadante. 

Após, adicionou-se ao sobrenadante 200 µl de TBA, 10 µl de BHT, agitou-se e 

levou as amostras ao banho-maria a 100ºC por 1 h. Por fim, as amostras foram 

lidas a 535 nm diretamente contra mistura contendo 50 µl de água, 200 µl de 

TCA, 200 µl de Tris-HCl, 10 µl de BHT e 200 µl de TBA fervido paralelamente 

(segundo Buege & Aust ,1978 e Draper et al.,1993). 

9) Sacos de diálise (cut off 10.000 Da); 

10) Lacres plásticos para sacos de diálise; 

11) Solução de sulfato de cobre 100x (CuSO4.5H2O 500 µM em PBS); 

12) Geladeira ou câmara fria (4°C) com espaço para dialisar grandes 

volumes. 

Procedimento experimental: 

Foram dosadas as proteínas da amostra de LDL nativa a ser oxidada, 

pelo método de Bradford (1976). Conhecidas as quantidades de proteínas nas 

amostras, pegou-se do frasco-mãe 1mg de proteína e transferiu-se esta 

quantidade para um saco de diálise completando o volume para 1 mg/ml com 

PBS. A amostra foi dialisada contra 1000 volumes de PBS durante 3 horas na 

geladeira para remover o EDTA e outros conservantes utilizados nas 

preparações comerciais, por duas vezes. Após a diálise, transferiu-se a 
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suspensão de LDL para Eppendorfs e adicionou-se 10 µL de solução de sulfato 

de cobre 100x (500 µM) por ml para uma concentração final de 5 µM. 

As amostras foram incubadas a 37ºC em ar, para promover a oxidação, 

em banho-maria com agitação por 3 h. Após a oxidação, parou-se a reação 

com 2 µL de BHT 500x (10 mM) por ml de suspensão de LDL. Dialisou-se as 

amostras contra 1000 volumes de PBS durante 3 horas para retirar o sulfato de 

cobre. Finalmente, dosou-se TBARS em alíquotas de 50 µL (em duplicatas) 

tanto da LDL nativa, quanto da oxidada. Após dosagem de TBARS, dialisou-se 

as amostras de LDL nativa e oxidada contra 1000 volumes de meio de cultura 

RPMI 1640 com antibióticos e filtrou-se em filtro PES (polietersulfona) ultra low 

binding. 

Este procedimento foi adaptado de Kohno e colaboradores (2000). 

 

3.8. REAGENTES UTILIZADOS NO PREPARO DA PLACA DE 

CULTURA DE MACRÓFAGOS/FOAM CELLS E GRUPOS EXPERIMENTAIS 

Os reagentes utilizados para o preparo da placa de cultura de 

macrófagos/foam cells foram: 

a) LDL oxidada (7,77 mg/ml) (obtida conforme preparação descrita 

acima); Em Eppendorf, pipetava-se 13 μl de LDL oxidada e adicionava-se 5 ml 

de meio RPMI 1640, para uma concentração final de 20 μg/ml. 

b) Prostaglandina A2 (PGA2- ICN- Biomedicals Inc. 13345-50-1) 1 μM. 

Em Eppendorf, pipetava-se 5 μl de PGA2 e adicionava-se 295 μl de meio RPMI 

1640. 

d) Mistura controle: consistia de uma preparação contendo 7 μl de etanol 

absoluto e 203 μl de meio RPMI 1640. 

Após a obtenção dos reagentes, as placas de cultura de células eram 

preparadas com a pipetagem dos grupos experimentais no tempo de 24 h de 

ação dos reagentes sobre as células, para análise da imunodetecção da HMG-

CoA redutase. 

Cada well deveria conter 500 μl finais. Assim, os grupos experimentais 

foram divididos da seguinte maneira: 

• Grupo controle, que consistiu de: 

- 427 μl de meio RPMI 1640; 

- 10 μl da mistura controle; 
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- 50 μl de soro fetal bovino; 

- 13 μM de meio ou LDL oxidada. 

• Grupo PGA2 1 μM, que consistiu de: 

- 427 μl de meio RPMI 1640; 

- 10 μl de PGA2 (1μM); 

- 50 μl de soro fetal bovino; 

- 13 μl de meio ou LDL oxidada. 

• O procedimento experimental foi o seguinte: 

a) Plaqueou-se as células em meio RPMI-1640 (cerca de 2x106 células 

por well); 

b) Pipetou-se a mistura controle ou PGA2 (1 μM); 

c) Aguardou-se 15 minutos; 

d) Pipetou-se o soro fetal bovino; 

f) Foi adicionada a LDL oxidada; 

g) Incubou-se as células por 24 h. 

A representação esquemática da distribuição experimental na placa de 

cultura de células era o seguinte: 

 

Fig. 6: Representação esquemática da distribuição experimental de 

macrófagos U937 ou foam cells. 1 e 2  – macrófagos U937 Controle + etanol 

em duplicata; 3 e 4 – macrófagos U937 Controle + PGA2 em duplicata; 5 e 6  – 

macrófagos U937 LDL-oxidada  + etanol em duplicata; 7 e 8 – macrófagos 

U937 LDL-oxidada + PGA2 em duplicata. 

 

3.9. REAGENTES UTILIZADOS NO PREPARO DA PLACA DE 

CULTURA DE MACRÓFAGOS/FOAM CELLS E GRUPOS EXPERIMENTAIS 

COM PGA2 BIOTINILADA 



36 
 

Neste experimento foi utilizado um análogo biotinilado da PGA2 para 

analisar por SDS-PAGE com estreptavidina marcada com peroxidase, pois 

compostos têm capacidade de ligação a proteínas celulares. Estes compostos 

possuem grupo biotina ligado ao grupo carboxila do CP-PG que, em princípio, 

não afeta a sua reatividade e a sua interação com numerosas proteínas 

celulares (Parker, 1995). 

Os reagentes utilizados para o preparo da placa de cultura de 

macrófagos/foam cells foram: 

a) LDL oxidada (7,77 mg/ml) (obtida conforme preparação descrita 

acima); Em Eppendorf, pipetava-se 13 μl de LDL oxidada e adicionava-se 5 ml 

de meio RPMI 1640, para uma concentração final de 20 μg/ml. 

b) Prostaglandina A2 (PGA2- ICN- Biomedicals Inc. 13345-50-1) 20 μM. 

Em Eppendorf, pipetava-se 6 μl de PGA2 (10 mg/ml), e adicionava-se 174 μl de 

meio RPMI 1640. 

c) Prostaglandina A2 (PGA2- ICN- Biomedicals Inc. 13345-50-1) 20 μM. 

Em Eppendorf, pipetava-se 50 μl de PGA2 (20 µM) e adicionava-se 50 μl de 

meio RPMI 1640. 

d) Prostaglandina A2 (Prostaglandin A2-biotin – Cayman Chemical - 

10010499) 10 µM. 

e) Mistura controle: consistia de uma preparação contendo 7 μl de etanol 

absoluto e 203 μl de meio RPMI 1640. 

Após a obtenção dos reagentes, as placas de cultura de células eram 

preparadas com a pipetagem dos grupos experimentais no tempo de 2 h e 6 h 

de ação dos reagentes sobre as células, para análise da imunodetecção da 

HMG-CoA redutase. 

Cada well deveria conter 500 μl finais. Assim, os grupos experimentais 

foram divididos da seguinte maneira: 

• Grupo controle, que consistiu de: 

- 424 μl de meio RPMI 1640; 

- 3,2 μl de PGA2 biotinilada; 

- 10 μl da mistura controle; 

- 50 μl de soro fetal bovino; 

- 13 μl de meio ou LDL oxidada. 

• Grupo PGA2 10 μM, que consistiu de: 
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- 424 μl de meio RPMI 1640; 

- 3,2 μl de PGA2 biotinilada; 

- 10 μl de PGA2 10μM; 

- 50 μl de soro fetal bovino; 

- 13 μl de meio ou LDL oxidada 

• Grupo PGA2 20 μM, que consistiu de: 

- 424 μl de meio RPMI 1640; 

- 3,2 μl de PGA2 biotinilada; 

- 10 μl de PGA2 20 μM; 

- 50 μl de soro fetal bovino; 

- 13 μl de meio ou LDL oxidada 

 • O procedimento experimental foi o seguinte: 

a) Plaqueou-se as células em meio RPMI-1640 (cerca de 2x106 células 

por well); 

b) Pipetou-se 3,2 μl PGA2 biotinilada 

c) Pipetou-se a mistura controle ou PGA2 (10 μM ou 20 μM); 

c) Aguardou-se 15 minutos; 

d) Pipetou-se o soro fetal bovino; 

f) Foi adicionada a LDL oxidada; 

g) Incubou-se as células por 2 h ou 6 h. 

 A representação esquemática da distribuição experimental na placa de 

cultura de células era o seguinte: 
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Fig. 7: Representação esquemática da distribuição experimental de 

macrófagos U937 ou foam cells. 1 e 5  – macrófagos U937 controle + PGA2 

biotinilada em duplicata; 2 e 6 – macrófagos U937 Controle + PGA2 biotinilada 

em duplicata, que foram posteriormente tratadas com DTT (10 mM); 3 e 7 – 

macrófagos U937 Controle+ PGA2 biotinilada + PGA2 10 µM em duplicata; 3 e 

7 – macrófagos U937 Controle+ PGA2 biotinilada + PGA2 20 µM em duplicata; 

9 e 13  – macrófagos U937 LDL-oxidada  + PGA2 biotinilada em duplicata; 10 e 

14 – macrófagos U937 LDL-oxidada + PGA2 biotinilada em duplicata, que 

foram posteriormente tratadas com DTT; 11 e 15 – macrófagos U937 LDL-

oxidada + PGA2 biotinilada + PGA2 10 µM em duplicata; 12 e 16 – macrófagos 

U937 LDL-oxidada+ PGA2 biotinilada + PGA2 20 µM em duplicata. 

 

3.10. DOSAGEM DE PROTEÍNAS  

Refere-se à dosagem de proteínas contidas na amostra, através da 

comparação com uma curva padrão com diferentes concentrações proteicas 

conhecidas e cujas amostras são lidas em leitora de microplacas (Benchmark 

Biorad), baseando-se no método espectrofotométrico descrito por Bradford 

(1976), no qual as proteínas das amostras ligam-se ao Azul Commassie 

Brilhante-G-250, sendo este complexo formado, absorvido a 595 nm.  

Esta etapa é fundamental em todo o processo para determinação da 

expressão de HMG-CoA redutase, já que quantidades iguais de proteínas 

deverão ser carregadas nos géis de eletroforese para apresentarem resultados 

fidedignos. 

 

3.11. IMUNOPRECIPITAÇÃO E ELETROFORESE SDS-PAGE PARA 

HMG-COA REDUTASE DE MACRÓFAGOS 

Proteínas celulares ou de amostras teciduais foram incubadas na 

presença dos anticorpos de interesse que foram precipitados com proteína 

A/G-agarose (que reage especificamente com as caudas Fc dos anticorpos). 

Depois de separados por centrifugação, os complexos proteína-anticorpo-

proteína A/G-agarose foram dissolvidos em tampão de imunoprecipitação e 

submetidos à eletroforese. A identificação foi de uma única banda que pode ser 

visualizada por reação com segundo-anticorpo ligado a peroxidase. Essa 
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técnica permite que sejam isoladas proteínas expressas em pequenas 

quantidades, concentrando-as, o que é o caso da HMG-CoA redutase. 

 Os reagentes utilizados e o preparo: 

a) Anticorpo primário de interesse (anticorpo anti- goat/ human/ mouse/ 

rat HMG-CoA redutase c-18, SC 27578, Santa Cruz Biotechnology); 

b) Anticorpo secundário (anticorpo anti IgG Biotinilado B7014) e 

reagentes para identificação por immunoblot; 

c) Anticorpo terciário (anticorpo Streptavidina RPN 2195); 

d) Peptídeo de bloqueio (SC 27578p); 

e) Material para eletroforese e eletrotransferência (descritos 

posteriormente); 

f) PBS para lavagens; 

g) Inibidores de protease (leupeptina 5 mg/ml e PMSF 100 mM). 

h) Tampão de imunoprecipitação (tampão IP): 

- Nonidet P-40, 1% (v/v) 

- Desoxicolato, 0,5% (m/v) 

- NaCl 150 mM 

- Tris-HCl 10 mM pH 7,4, em água destilada. 

i) SDS (dodecil sulfato de sódio) em tampão de imunoprecipitação (SDS-

IP) 0,1%; 

j) Protein A/G Plus Agarose da Santa Cruz, sc-2003; 

 Ensaio para esta determinação: 

Os grupos experimentais propostos foram preparados em duplicata, 

utilizando-se duas placas de cultura de células. A placa de cultura também tem 

um well adicional para o controle negativo da imunoprecipitação. Após o 

período de incubação para tratamento, sugerido neste trabalho, as células 

foram lisadas com seringas de insulina em tubos Eppendorf em Tampão IP. 

Para isto, as células foram coletadas das placas de cultura em 1 ml de PBS em 

Eppendorf. Em seguida, foram centrifugadas por 10 segundos em 

microcentrífuga (velocidade máxima), descartando-se o sobrenadante. 

Novamente as placas de cultura foram lavadas com 1 ml de PBS e somado 

esse lavado ao tubo contendo as células já coletadas. Os macrófagos foram 

centrifugados novamente por 10 segundos e seus sobrenadantes aspirados 

para, então, os precipitados celulares serem quebrados. Assim, foram 
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adicionados às amostras leupeptina e PMSF, agitando-se a mistura em vórtex. 

Foi adicionado 500 µL de Tampão IP, agitando-se novamente em vórtex. Após, 

as células foram quebradas com seringa de insulina. As amostras foram 

centrifugadas por 1 segundo na microcentrífuga (velocidade máxima) apenas 

para baixar os núcleos e debris celulares. A HMG-CoA redutase fica no 

sobrenadante, assim, foi transferido 500 µL de cada sobrenadante para outros 

Eppendorfs, onde foi realizada a reação imunológica. Foi coletado 5 µL de cada 

amostra para dosagem de proteínas (cujo blank contém Tampão IP). Para que 

a reação imunológica fosse feita, para cada tubo contendo 500 µL de extrato 

celular em Tampão IP, foi adicionado 5 µL de anticorpo por tubo: anticorpo goat 

anti-human/mouse/rat HMG-CoA redutase (HMGCR da Santa Cruz 

Biotechnology, C-18, sc-27578). Foi reservado um tubo de lisado extra para a 

realização do controle negativo. Após a adição dos anticorpos, as preparações 

foram incubadas por 12 h a 4 ºC com agitação moderada (shaker circular). O 

preparo do controle negativo deu-se com soro pré-imune, no qual foi 

adicionado a um tubo Eppendorf, contendo 500 µL de lisado celular, 1 µg de 

soro pré-imune (soro que não contém anticorpos específicos contra a HMG-

CoA redutase). Essa amostra foi conduzida em paralelo. Outros dois controles 

negativos foram feitos, um contendo apenas albumina sérica bovina (BSA) e 

outro contendo peptídeo de bloqueio para o anticorpo específico. Para que 

fosse feita a imunoprecipitação, após a incubação de 12 horas, as amostras 

contendo os conjugados de proteína-anticorpo primário (em 500 µL) foram 

incubadas, sob agitação, por 90 min adicionais a 4oC na presença de 100 µL 

de proteína A/G agarose. Após a incubação com a resina, as amostras foram 

centrifugadas por 30 minutos em microcentrífuga (velocidade máxima). Então, 

os sobrenadantes foram aspirados e descartados, pois eram os precipitados 

que contém os imunoprecipitados da HMG-CoA redutase com a proteína A/G 

agarose. Em seguida, os precipitados foram lavados 3 vezes com 1 ml de 

Tampão SDS-IP e centrifugados à velocidade máxima da microcentrífuga, 

aspirando e descartando os sobrenadantes. Os precipitados foram novamente 

lavados, agora com PBS (mesmo procedimento) e os sobrenadantes foram 

aspirados. Os precipitados das amostras experimentais foram dissolvidos em 

55 L de tampão de ensaio para SDS-PAGE (poliacrilamida-dodecil sulfato de 

sódio - 10% poliacrilamida). O DTT (ditiotreitol) pode liberar CP-PGs ligadas 
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por adições de Michael, dessa forma algumas amostras foram ensaiada 2 

vezes: uma na ausência e outra na presença de DTT. As amostras eram 

fervidas e congeladas (-20°C) em seguida ou submetidas à eletroforese 

imediatamente.  

Então, as amostras foram centrifugadas por 30 minutos (microcentrífuga, 

velocidade máxima) para precipitar a A/G agarose. Assim, foi carregado cerca 

de 50 µL por well para eletroforese dos sobrenadantes (com iguais quantidades 

de proteínas ou radioatividade). 

Após eletroforese, foi feita a eletrotransferência e Western Blot 

utilizando-se novamente o anticorpo anti-HMG-CoA redutase (a 1:1000) 

(anticorpo antigoat/human/ mouse/ rat HMG-CoA redutase c-18, SC 27578, 

Santa Cruz Biotechnology), o segundo anticorpo e o terceiro anticorpo. As 

amostras foram reveladas por ECL (Enhanced Chemiluminescence). 

O peso molecular da HMG-CoA redutase é de 43 KDa. Este protocolo de 

imunoprecipitação foi estabelecido a partir das técnicas originais de Amici e 

colaboradores (1994) e Lee e colaboradores (2000). 

 

3.12. MEDIDA DA ATIVIDADE DA HMG-CoA REDUTASE 

A medida da atividade da HMG-CoA redutase se deu através de Kit de 

Atividade da HMG-CoA Redutase, Sigma CS1090. A principal função deste kit 

é determinar diferentes inibidores/ativadores da subunidade catalítica purificada 

da enzima. O ensaio é baseado em uma medida espectrofotométrica da 

diminuição da absorbância a 340 nm, o que representa a oxidação de NADPH 

pela subunidade catalítica da HMG-CoA redutase na presença do substrato 

HMG-CoA. Foi comparada a inibição da atividade através de um inibidor 

conhecido (pravastatina) com PGA2 (1 µM e 10 µM). 

 

3.13. CURVA DE CRESCIMENTO DE MACRÓFAGOS U937 E FOAM 

CELLS EM RESPOSTA AO TRATAMENTO COM PGA2 

Foram realizadas curvas de crescimentos, incubando as células na 

presença ou ausência de LDL oxidada e tratando-as com mistura controle 

(etanol) ou PGA2 em diferentes concentrações (1 µM, 10 µM e 20 µM). 

No tempo 0 h foram plaqueadas 105 células em meio RPMI 1640 

suplementado com 10% de soro fetal bovino. Após os tempos de 24 h e 48 h 
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as células foram recontadas usando a técnica para verificar viabilidade celular, 

descrita no item 4.6 da Metodologia. 

 

3.14. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

O tratamento estatístico será desenvolvido por procedimentos 

descritivos (medidas de tendência central e dispersão) e inferenciais (ANOVA 

de uma via seguido pelo teste de Student Newman Keuls) no programa 

estatístico SPSS para Windows, versão 13.0. 

 

3.15. APOIO FINANCEIRO 

O Presente projeto conta com suporte financeiro do CNPq (processos 

n°s 551097/2007-8, 563870/2010-9 e INCT de Hormônios e Saúde da Mulher).  
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4. RESULTADOS 

 

4.1.  IMUNODETECÇÃO DA ENZIMA HMG-CoA REDUTASE EM 

MACRÓFAGOS OU FOAM CELLS TRATADOS COM PGA2 POR 24 h 

 

Como a HMG-CoA redutase é a enzima chave na síntese de colesterol e 

possui cisteínas reativas próximas ao sítio ativo, buscou-se estudar a 

possibilidade de que a PGA2 pudesse estar interferindo diretamente na 

atividade da enzima por meio de uma reação de adição de Michael. Para tanto, 

foi realizada imunodetecção da HMG-CoA redutase através de 

imunoprecipitação desta enzima em macrófagos U937 ou macrófagos U937-

foam cells tratados com PGA2 (1 μM) por 24 h, seguida de eletroforese SDS-

PAGE, conforme técnicas descritas anteriormente.  

Os grupos experimentais foram demonstrados no desenho experimental 

no item 4.8 da Metodologia. Foram utilizadas 2 x 106 células por well. Os 

resultados foram obtidos de 2 wells diferentes, em 3 experimentos 

independentes. Também foram utilizados grupos de controle negativo da 

imunoprecipitação (utilizando-se BSA ao invés da amostra contendo a enzima) 

e outro contendo peptídeo de bloqueio específico para a HMG-CoA redutase, já 

que as amostras foram preparadas por imunoprecipitação. 

Como normalizador para a imunodetecção de HMG-CoA redutase, usou-

se a fração IgG do anticorpo usado na imunoprecipitação, visto que quantidade 

iguais do mesmo foram adicionadas às amostras. 

Conforme os dados mostrados na Figura 8, o tratamento com LDL 

induziu um aumento na expressão da proteína em ambos os grupos 

experimentais, tratados ou não com a PGA2. Entretanto, a PGA2 provocou uma 

indução semelhante tanto nas células controle quanto nas foam cells (tratadas 

previamente com LDL por 18 h antes do tratamento com a PG), porém não há 

diferença estatística entre os grupos. 
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Fig. 8: Imunoconteúdo da enzima HMG-CoA redutase em macrófagos 

U937/foam cell controles e tratados por 24 h com PGA2 1 uM, e controles 

negativos. Dados expressos em média ± desvio padrão da média. Os grupos 

não apresentam diferença significativa entre si (p>0,05), apenas mostrando 

diferença entre os diferentes grupos de tratamento em relação ao controle de 

bloqueio (p<0,05). (A) Histograma representando o imunoconteúdo de HMG-

CoA normalizado pelos valores da fração IgG do anticorpo em unidades 

arbitrárias. (B) Imagem representativa da HMG-CoA. (C) Imagem 

representativa da fração IgG. 

* diferença significativa entre o grupo Controle de Bloqueio e os demais grupos 

(p< 0,05). 

 

4.2. IMUNOPRECIPITAÇÃO DA ENZIMA HMG-CoA REDUTASE EM 

MACRÓFAGOS OU FOAM CELLS TRATADOS COM PGA2 FRIA E PGA2 

BIOTINILADA POR 2 h OU 6 h 

Tendo em vista que a PGA2 pode conjugar-se a cisteínas reativas 

próximas ao sítio ativo da enzima, realizamos um estudo onde as células foram 

tratadas com PGA2 fria e marcada com biotina. Em seguida, procedemos à 

imunoprecipitação como mostrado acima. 
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Macrófagos U937 e macrófagos U937 foam cells foram incubados na 

presença ou ausência de prostaglandina fria (10 µM e 20 µM) e prostaglandina 

biotinilada (10 µM) por 2 h ou 6 h, conforme descrito no item 4.9 da 

Metodologia. Estas células também foram submetidas à imunoprecipitação 

seguida de eletroforese SDS-PAGE com estreptavidina marcada com 

peroxidase. Neste procedimento, utilizamos uma concentração maior de PGA2 

para permitir a identificação da mesma nos imunoprecipitados quando da 

identificação com estreptavidina. 

Foram utilizadas 2 x 106 células por well e os resultados foram obtidos 

de 4 experimentos independentes. Conforme mostram as Figuras 9 e 10, há 

diferença estatística significativa entre os grupos de macrófagos e macrófagos 

foam cells tratados apenas com PGA2 biotinilada ou com adição de PGA2 fria 

nas concentrações de 10 µM e 20 µM, sem DTT, quando comparados com os 

grupos (macrófagos e foam cells) tratados com DTT em ambos os tratamentos, 

2 h (p<0,001) e 6 h (p<0,05 e p<0,001), porém no tratamento de 6 h houve uma 

diferença maior entre os grupos tratados com PGA2 fria 20 µM em relação a 

estes tratados com DTT. Esse resultado demonstra que o tratamento com 

ditiotreitol (DTT) a 10 mM provocou uma notável redução na incorporação de 

PGA2 à enzima imunoprecipitada.  

No tratamento de 2 h, observa-se um aumento significativo (p<0,01) 

quando comparados todos os grupos controles com e sem PGA2 aos grupos 

foam cells, incubados com LDL oxidada, tratados ou não com PGA2.  

Os resultados também mostraram que, de fato, a PGA2 liga-se à enzima, 

tanto na subunidade C-terminal (~43 kDa) quanto na fração ligada às 

membranas microssomais (~80 kDa). No tratamento de 6 h, como mostrado na 

Figura 10, foi detectada uma banda com peso molecular de 70-80 kDa apenas 

nos grupos controles, tratados ou não com PGA2 e no grupo foam cell sem 

PGA2 fria. Esta detecção não foi observada no tratamento de 2 h (Figura 9). 

 



46 
 

 

Fig. 9: Imunoprecipitação da enzima HMG-CoA redutase em macrófagos 

U937/foam cell (ox-LDL) e controles tratados por 2 h com PGA2 biotinilada na 

presença e ausência de DTT 10 mM, PGA2 biotinilada (10 M final) e com 

excesso de PGA2 a 10 M e 20 M. Dados expressos em média ± desvio 

padrão da média. (A) Imagem representativa do imunoconteúdo de peso 

molecular de 70 kDa. (B) Imagem representativa da HMG-CoA com peso 

molecular de 43 kDa. (C)  Histograma representando imunodetecção 

imunoconteúdo de HMG-CoA. 

** diferença significativa entre os grupos controle, tratados ou não com PGA2 e 

os grupos foam cells (p< 0,01). 

*** diferença significativa entre os grupos tratados com DTT (controle ou foam 

cells) e os demais grupos controle e foam cells tratados ou não com PGA2, sem 

DTT (p< 0,001). 
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Fig. 10: Imunoprecipitação da enzima HMG-CoA redutase em macrófagos 

U937/foam cell (ox-LDL) e controles tratados por 2 h com PGA2 biotinilada na 

presença e ausência de DTT 10 mM, PGA2 biotinilada (10 M final) e com 

excesso de PGA2 a 10 M e 20 M.  Dados expressos em média ± desvio 

padrão da média. (A) Imagem representativa da banda de 70 kDa. (B) Imagem 

representativa da HMG-CoA. (C) Histograma representando o imunoconteúdo 

de HMG-CoA. 

* diferença significativa entre os grupos controle e foam cells, tratados com 

DTT em relação aos grupos controle e foam cells, na presença de PGA2 

biotinilada ou em conjunto com a PGA2 fria 10 M, sem DTT (p< 0,05). 

** diferença significativa entre os grupos controle e foam cells, tratados com 

DTT em relação ao grupo foam cell, na presença de PGA2 biotinilada em 

conjunto com a PGA2 fria 20 M, sem DTT (p< 0,01). 
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*** diferença significativa entre os grupos controle e foam cells, tratados com 

DTT em relação ao grupo controle, na presença de PGA2 biotinilada em 

conjunto com a PGA2 fria 20 M, sem DTT (p< 0,001). 

+ diferença significativa entre os grupos controles tratados com PGA2 fria e 

foam cell sem PGA2 fria, todos sem DTT, em relação aos grupos foam cells, na 

presença de PGA2 biotinilada em conjunto com a PGA2 fria (10 M e 20 M) e 

demais grupos tratados com DTT (p< 0,001). 

 

4.3.  MEDIDA DA ATIVIDADE DA HMG-CoA REDUTASE 

No presente estudo, avaliamos a atividade da HMG-CoA redutase 

através de Kit de Atividade da HMG-CoA Redutase, Sigma CS1090. As 

atividades observadas na presença PGA2 (1 M e 10 M) ou em sua ausência 

(etanol, como veículo), foram comparadas às atividades medidas na presença 

de um potente inibidor da HMG-CoA (pravastatina, 0,5 M) que pertence à 

classe das estatinas. Foram testadas diferentes concentrações de 

prostaglandinas. Os resultados (figura 11) mostraram que a PGA2 (1 M) 

promove uma redução de 77,29  13,83% e que, em concentrações maiores 

(e.g. 10 M), a PGA2 pode inibir até 86,4% a atividade da enzima. A partir 

desses resultados, calculamos a dose inibitória 50% que foi estimada em cerca 

de 0,13 M. Outros experimentos, variando a proporção de DTT na preparação 

enzimática são necessários, no entanto, para avaliar-se a dose efetiva em 

condições fisiológicas. 

 



49 
 

Fig. 11: Medida da atividade da HMG-CoA redutase através de kit específico 

(Sigma), comparando inibidor conhecido (pravastatina) com PGA2 (1 µM e 

10 µM). Dados representados por média ± desvio padrão da média. 

 

 

4.4. CURVAS DE CRESCIMENTO DE MACRÓFAGOS E FOAM 

CELLS TRATADAS COM PGA2 EM DIFERENTES CONCENTRAÇÕES 

Para avaliar os possíveis efeitos citotóxicos da PGA2 nas concentrações 

utilizadas, um estudo completar da ação da PGA2 nas diferentes doses usadas 

neste estudo, sobre os macrófagos U937 tratados ou não com LDL, foi feita 

uma curva que observa o crescimento destas células. 

A Figura 12 apresenta a curva de crescimento das células U937 e foam 

cells em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino, 

tratadas ou não com PGA2 em diferentes dosagens (1 µM, 10 µM e 20 µM) nos 

tempos 0 h, 24 h e 48 h. Foram plaqueadas 1,0 x 105 células por well em 

duplicata. Os resultados foram em termos do número de células x 105/ml, 

sendo consideradas apenas as células viáveis. 

No tempo 24 h, pode-se observar que houve um crescimento mais 

acentuado (p<0,05 e p<0,01) das células dos grupos com LDL e sem LDL 

oxidada, tratadas com PGA2 na menor concentração (1 µM). Em doses 

maiores, a PGA2 passa a ser citotóxica, reduzindo a quantidade de células 

viáveis (até 10 M) ou mesmo provocando a morte das mesmas (20 M). 

Quando analisadas após 48 h de tratamento, observa-se novamente 

maior número de células nos grupos controle e foam cell tratados com menos 

concentração de PGA2 (1 µM) em relação a todos os outros grupos (p<0,001), 

sendo que, contudo, os grupo tratados com maiores concentrações já 

apresentam retomada de crescimento. Sendo assim, na dose utilizada em que 

ocorre efetiva inibição da HMG-CoA redutase, observa-se que a PGA2 não 

apresenta efeito citotóxico para as células, apensar de bloquear a sintese de 

colesterol pelas mesmas.  
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Fig. 12: Curvas de crescimento de macrófagos U937 (A) e foam cells (B), sem 

PGA2 e com PGA2 nas concentrações 1 µM, 10 µM e 20 µM, nos tempos 0 h, 

24 h e 48 h. Os resultados mostram as concentrações celulares x 105/ml, 

sendo incluídas apenas células viáveis. Os dados são expressos em média ± 

desvio padrão da média. 
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DISCUSSÃO 

 

Sabe-se que a aterosclerose é uma das principais causas de morte no 

planeta e devido a este crescente índice a investigação científica nessa área, 

principalmente relacionada a possíveis alvos terapêuticos se faz necessária 

(McLaren et al., 2011). Entendendo que desbalanços no metabolismo lipídico, 

em geral, são características importantes do processo de aterosclerose, 

compreender a correlação dessa patologia com as alterações lipídicas 

demanda uma investigação detalhada de muitos aspectos do metabolismo 

destes lipídeos.  

Nesse sentido, a presença de cisteínas reativas em enzimas-chave 

desta rota metabólica pode determinar, ou não, o acúmulo de colesterol 

intracelular e, assim, a progressão da aterosclerose (Gutierrez et al, 2007). O 

potente efeito inibitório das CP-PGs no processo aterogênico in vivo (Homem 

de Bittencourt Jr. et al., 2007) vem a sugerir uma nova conceituação da 

aterosclerose e de seu tratamento. Porém são raros os estudos com estes 

prostanoides em relação ao processo aterogênico. 

O presente trabalho se originou de respostas que surgiram a partir de 

estudos do nosso grupo de pesquisa que demonstraram que ao incubar 

macrófagos por 18 h com LDL oxidada, tornando-os foam cells e em seguida 

tratá-las por 24 h com PGA2 1 μM, uma dose na qual se obtém efeito e que não 

é considerada tóxica para as células, houve uma diminuição na formação de 

colesterol endógeno, determinando assim que há modificação em rotas 

bioquímicas por ação desta CP-PG (Homem de Bittencourt Jr. et al., 2007). 

Resultados deste mesmo estudo mostraram um aumento na expressão 

do mRNA da enzima HMG-CoA redutase em foam cells, bem como uma 

redução nessa expressão em macrófagos controle, quando tratados com PGA2 

(Homem de Bittencourt Jr. et al., 2007).  

Em nosso estudo, verificamos a imunodetecção da enzima HMG-CoA 

redutase através de imunoprecipitação e eletroforese SDS-PAGE. Não 

encontramos diferenças significativas entre os grupos estudados (macrófagos e 

macrófagos foam cells, tratados ou não com PGA2), apesar de haver um 

aparente aumento nos grupos tratados com LDL oxidada. Porém observamos 

um aumento significativo no imunoconteúdo da HMG-CoA redutase em células 
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tratadas com LDL oxidada apenas no experimento com PGA2 biotinilada. Esses 

resultados vão ao encontro com resultados prévios de nosso grupo, no qual o 

tratamento com LDL-oxidada e com PGA2 fria também não mostraram 

alterações neste parâmetro. 

Não há estudos que relacionem o uso de prostaglandinas com o 

imunoconteúdo de HMG-CoA redutase. No entanto, trabalhos com outro tipo de 

prostaglandina mostraram que houve uma diminuição nos níveis de expressão 

de mRNA de HMG-CoA redutase em fígado de ratos OLETF, um modelo 

animal para diabetes tipo 2, tratados com Beraprost sódico (BPS), um análogo 

sintético estável da prostaglandina I2 (PGI2) quando comparados com ratos não 

tratados (Watanabe et al., 2010). 

Outro trabalho, no qual ratas grávidas foram tratadas com PGF2α, 

mostrou que esta prostaglandina foi capaz de reduzir a expressão do gene da 

enzima HMG-CoA sintase (Stocco et al., 2001). 

Compostos análogos à PGA2, como a PGA2 biotinilada são capazes de 

marcar proteínas celulares. Segundo Parker (1995) a PGA2 biotinilada é capaz 

de se ligar a proteínas entre 43 kDa e 56 kDa em vários tipos celulares. O DTT 

é um potente redutor de ligações dissulfeto e de sulfetos orgânicos mistos, 

enquanto que a PGA2 é um potente agente eletrofílico que pode reagir 

especificamente com cisteínas reativas. Dessa forma, durante o ensaio é 

possível que eles reajam entre si ou que o DTT desloque a PGA2 ligada 

covalentemente por adição de Michael em cisteínas da HMG-CoA redutase, 

visto que ele pode romper este tipo de ligação. 

Sendo assim, incubamos macrófagos e foam cells com PGA2 biotinilada, 

e procedemos a um estudo de competição com PGA2 fria em duas 

concentrações (10 µM e 20 µM) e ainda ensaiamos algumas amostras com 

DTT (10 mM), durante dois tempos (2 h ou 6 h). 

Os resultados mostraram que, de fato, o DTT praticamente aboliu a 

incorporação de PGA2 biotinilada às proteínas imunoprecipitadas com 

anticorpo anti-HMG-CoA redutase, sugerindo que, realmente, a PGA2 liga-se à 

molécula da HMG-CoA redutase através de uma reação de adição de Michael. 

Também observa-se a presença de uma banda com peso molecular de 

~70 kDa no tratamento de 6 h nas células controle tratadas com PGA2 

biotinilada e em conjunto com PGA2 fria (10 µM e 20 µM) e nas foam cells na 
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ausência de PGA2 fria. Como no experimento foi feita imunoprecipitação da 

enzima HMG-CoA redutase, essa banda só pode ser devida à própria enzima. 

Esse resultado não é visto no tratamento de 2 h. O presente dado sugere que 

no tempo de 6 h possa haver um aumento da expressão da HMG-CoA 

redutase, sendo que o tempo de 2 h não foi suficiente para obter-se o mesmo 

efeito, porém um experimento de RT-PCR deve ser realizado para confirmar 

essa possível alteração na expressão do gene codificando para a enzima. 

Em relação á atividade da HMG-CoA redutase, nossos estudos 

confirmam resultados encontrados em estudo anterior de nosso laboratório, o 

qual avaliou a atividade desta enzima em macrófagos/foam cells mediada por 

PGA2. O ensaio da atividade da enzima foi feito sem DTT (ditiotreitol) e com 

DTT, de forma que durante o ensaio seria possível que o DTT e a PGA2 

reagissem entre si ou que o DTT deslocasse a PGA2 ligada covalentemente 

por adição de Michael na cisteína da HMG-CoA redutase. Como essa enzima 

também possui resíduos de cisteína reativos localizados próximos ou no seu 

sítio catalítico (Capel & Hilbert,1993); ela também poderia ser modulada pelo 

estado redox e/ou pela PGA2. 

Os resultados obtidos mostram que a PGA2 1 μM adicionada a 

macrófagos peritoneais controle diminuiu drasticamente a atividade desta 

enzima comparado às células que não receberam tratamento algum, em 1 h e 

24 h, quando o ensaio é realizado sem DTT. O tratamento das amostras de 

24 h com ditiotreitol (DTT, 10 mM) no momento do ensaio reverteu 

completamente a inibição. 

No presente estudo, no entanto, a própria preparação do kit traz DTT em 

sua formulação, de sorte que os resultados poderiam ser ainda mais 

exacerbados se utilizássemos uma amostra de enzima extraída das células ao 

invés da enzima recombinante purificada. Mesmo assim, os resultados do IC50 

aparente calculado revelam que, nessas condições, a PGA2 apresenta uma 

dose inibitória 50% de cerca de 0,14 M o que representa bastante 

sensibilidade, tendo em vista que a pravastatina, uma das mais potentes 

estatinas disponíveis no mercado (e.g. PRAVACOL de Bristol) possui uma 

dose inibitória de 100% a 0,5 M. 

Neste trabalho foi feita uma curva de crescimento de macrófagos U937 

incubados ou não com LDL-oxidada e tratadas ou não com PGA2 em diferentes 
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concentrações (1 µM, 10 µM, 20 µM), nos tempos 0 h, 24 h e 48 h para avaliar-

se um possível efeito citotóxico nas doses que efetivamente inibem a enzima 

HMG-CoA redutase . Pôde-se observar que as células tratadas com PGA2 na 

menor dose (1 µM), tiveram inclusive um aumento de proliferação quando 

comparadas com aquelas que não foram tratadas com este prostanoide ou que 

foram tratadas com concentrações mais elevadas do mesmo. 

Estudos mostram que em baixas concentrações de PGA2 as células 

ficam ainda mais saudáveis em cultura, fato que se relaciona com o aumento 

na síntese de glutationa intracelular, visto que ela é um dos principais 

determinantes da resistência da célula a espécies reativas de oxigênio e 

compostos eletrofílicos citotóxicos, gerados por processos oxidativos. Sabe-se 

que as CP-PGs da família A reagem com glutationa e o comportamento celular 

em resposta a esses prostanoides começa com a depleção da própria 

glutationa, a qual aumenta a expressão/atividade de enzimas chave do seu 

metabolismo, culminando com a melhoria da sua concentração intracelular. 

(Homem de Bittencourt et al., 1998a e 1998c). Outros estudos também 

demonstram que células tratadas com 15d-PGJ2, outra CP-PG, tem seus níveis 

de glutationa reduzida celular e a atividade da GSPx diminuídos (Kim & Surh, 

2006).  

As CP-PGs podem formar ligações covalentes com grupamento tiol 

presente na glutationa e em algumas proteínas (Gayarre et al., 2007). Muitas 

destas proteínas já foram identificadas e as modificações funcionais 

importantes que a ligação destes prostanoides promovem ao ligarem-se a 

grupamentos sulfidrila nas proteínas podem contribuir para seus efeitos 

biológicos (Gayarre et al, 2005). Através de modificações covalentes, a 15d-

PGJ2, outra CP-PG, por exemplo, pode oxidar resíduos críticos de fatores de 

transcrição sensíveis ao estado redox ou seus reguladores (Kim & Surh, 2006). 

Já doses maiores, a PGA2 passa a ser citotóxica, tendo um efeito 

antiproliferativo, reduzindo a quantidade de células viáveis (até 10 M) ou 

mesmo provocando a morte das mesmas (20 M) (Homem de Bittencourt et al., 

1998a e 1998c). Outro estudo mostra uma inibição da proliferação celular em 

MSF-7, uma linhagem celular de câncer de mama, quando tratadas com PGA2 

na dose de 36 µM (Gorospe, et al., 2006). 
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Um estudo mais amplo comparou quatro prostaglandinas 

ciclopentenônicas (CP-PGs), sendo elas PGJ2, PGA1, 16, 16-dimetil PGA1 e 

PGA2 e ainda outra prostaglandina, a PGE2, mostrando que houve uma inibição 

dose-dependente significativa no crescimento de células escamosas de 

carcinoma oral humano (SCC-15). A PGJ2 mostrou maior inibição, seguida da 

PGA1, 16, 16-dimetil PGA1 e PGA2 e PGE2 (ElAttar & Virji,1997). 
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CONCLUSÃO 

 

Com o presente trabalho pode-se concluir que: 

1- Não houve diferença significativa na imunodetecção de HMG-CoA 

redutase em macrófagos e foam cells, quando tratados com PGA2 

por 24 h; 

2- Houve diferença significativa na imunodetecção de HMG-CoA 

redutase entre macrófagos e macrófagos foam cells, quando tratados 

com PGA2 biotinilada por 2 h e 6 h, ocorrendo uma enorme redução 

naqueles grupos tratados com DTT, quando comparados aos grupos 

sem DTT; 

3- A PGA2 foi capaz de reduzir a atividade da HMG-CoA, através de kit 

específico em até 86,4% (na dose de 10 M) sendo que, a 1 M 

(dose não tóxica, como avaliado pelas curvas de crescimento), a 

inibição média da enzima foi de 77,29%; 

4- Macrófagos U937 e U937/foam cells tratados com PGA2 (1 µM) 

tiveram um aumento na proliferação celular quando comparados com 

aqueles que não receberam tratamento ou que foram tratadas com 

doses mais altas da PGA2. 
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