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RESUMO

Diversos estudos tém evidenciado que as doencas inflamatorias estao
fortemente ligadas a condicdo de estresse oxidativo. Dentre elas, uma das
mais estudadas é a aterosclerose. A aterosclerose é uma doenca de grande
importancia mundial, devido a alta mortalidade resultante de condi¢6es clinicas
decorrentes da doenca. Estudos demonstram que a modificacdo da LDL é um
fator importante no desenvolvimento desta doenca. Por isso, a determinacao
da LDLox plasmatica é essencial, ndo apenas para investigar sua relevancia
para as doencas cardiovasculares, mas, também, como um auxiliar no
diagnéstico destas doencas. A oxidacao da lipoproteina de baixa densidade
(LDLox) induz & formacéo de epitopos imunogénicos na molécula. Contudo, o
papel desses anticorpos na fisiopatologia da aterosclerose e o seu significado
clinico permanecem indefinidos. O objetivo deste estudo foi produzir anticorpos
anti-LDLox para uso em diagnostico laboratorial de risco cardiovascular e
também avaliar a associacdo entre a LDLox e o complexo formado entre o
LDLox e o anticorpos anti-LDL na resposta inflamatoria de macréfagos pela
ativacdo da NADPH oxidase associada a proteina dissulfeto isomerase (PDI). A
ativacdo da NADPH oxidase de macréfagos requer o acoplamento das
subunidades citosolicas aos componentes de granulos e translocacao do
complexo a membrana do fagossoma. A PDI € uma chaperona envolvida no
trafego protéico celular, sendo encontrada na superficie de diversas células
procarioticas e eucaridticas. Trabalhos prévios sugeriram que PDI pode ser um
dos componentes responsaveis pela montagem de Nox2, facilitando o
enovelamento correto das subunidades do complexo e/ou auxiliando o transito
das subunidades até a membrana do fagossoma. Neste trabalho testou-se a
atividade de Nox2 de macrofagos inflamatérios correlacionada a atividade
redutase de PDI de membrana. Macr6fagos dormentes apresentaram baixa
atividade de PDI e nado foi detectado consumo de oxigénio associado ao
sistema Nox2. Sob estimulo de LDLox e do complexo LDLox/ anti-LDLoX, 0s
fagdcitos consumiram quantidade significativa de oxigénio e apresentaram
atividade de PDI, maior que as células dormentes. Testes com inibidores
padrdes de PDI (bacitracina e acido ditionitrobenzéico- DTNB) confirmaram que
a inibicdo de PDI determina decréscimo da atividade de Nox2, resultados
obtidos através de ensaios espectrofotométricos (reducéo de citocromo c, 550
nm). Em conjunto, os resultados apontam que, simultaneamente a atividade de
Nox2 em macréfagos estimulados, ocorre atividade redutase de PDI,
confirmando que essa chaperona esta diretamente associada a ativacdo e/ou
manutenc¢do da atividade da oxidase fagocitéaria.

Palavras-chave: Aterosclerose. Lipoproteinas LDL. Anticorpos. NADP.



ABSTRACT

Inflammatory disorders are strongly associated with the condition of oxidative
stress, and atherosclerosis is one of the most studied condition.
Atherosclerosis is a disease of great world-wide importance due to the high
mortality of decurrently clinical conditions of the illness. Studies have
demonstrated that the modification of the LDL is an important factor in the
development of the illness. Therefore, the determination of the plasma LDL-ox
Is essential not only to investigate its relevance for the atherosclerotic diseases,
but also to contribute in the diagnosis of these illnesses. The oxidation of low-
density lipoprotein (oxLDL) induces the formation of immunogenic epitopes in
molecules. However, the role of these antibodies in the pathophysiology of
atherosclerosis and their clinical significance remain undefined. Objective this
study was produce antibodies anti-LDLox in the diagnosis of atherosclerotic
diseases and evaluate the association between LDLox and complex
LDLox/anti-LDLox in activation the regulatory activity of PDI interconnected to
Nox2 in inflammatory macrophages. Protein disulfide isomerase is an
ubiquitously expressed enzyme that catalyses the rearrangement of disulfide
bonds in target proteins. Previous studies suggest that PDI, which is a
chaperone involved in protein trafficking and translocates to the cell surface,
may regulate the phagocytic NADPH oxidase complex (Nox2). LDLox and
complex LDLox/ anti-LDLox-triggered superoxide anion release was correlated
with the PDI reductase activity detected in macrophages, as determined by
oxygen consumption and cleavage of a fluorescent probe, respectively. Assays
with the known PDI inhibitors bacitracin and dithionitrobenzoic acid were
performed to confirm their ability to decrease the macrophages respiratory
burst.

Keywords: Atherosclerosis. Low density lipoprotein. Antibodies. NADP.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Aterosclerose

As doencas cardiovasculares (DC) continuam sendo um problema de
saude mundial, responsaveis por mais de 17,3 milhdes de mortes em todo o
mundo. No Brasil as DC representam a principal causa de morte totalizando
quase 30% do total de todos os O6bitos registrados no pais (WHO, 2008).
Dentre as DC, a aterosclerose recebe uma especial atengao.

A aterosclerose é definida como uma doenca inflamatdria crénica
caracterizada pela formacdo de placas de constituicdo fibrosa e lipidica
(ateromas), que afetam as paredes das artérias de grande e médio calibre. Isto
resulta na diminuicdo do diametro dos vasos sanguineos, podendo levar a
obstrucdo dos mesmos e, conseguentemente, ocasionando as principais
complicacBes cardiacas, tais como, o infarto do miocéardio e o acidente vascular
cerebral (AVC) (BERLINER et al., 1995; TSOMPANIDI et al., 2009; LIBBY et
al., 2010; GHOSH et al., 2010).

As formacfes das placas ateroscleréticas ocorrem devido ao aumento
da permeabilidade do endotélio, infiltracdo de mondcitos, acamulo lipidico,
inflamacéo, estresse oxidativo e agregacdo plaquetaria nas paredes das
artérias (ROSS, 1999; LUSIS, 2000; JESSUP et al., 2002).

A hipercolesterolemia, particularmente os altos niveis de LDL
(lipoproteina de baixa densidade), € um fator de risco para o desenvolvimento
da aterosclerose. Os altos niveis de LDL acarretam a disfuncéo endotelial e, ao
penetrar no endotélio, a LDL tem a capacidade de oxidar. Estas caracteristicas
vém sendo consideradas cruciais para a iniciacdo e progressdo da
aterosclerose (FLAVAHAN, 1992; BLAHA et al., 2008).

A fase inicial da aterosclerose é caracterizada pelo aparecimento das
estrias gordurosas (fatty streaks). As particulas de LDL atravessam as células
endoteliais intactas por transporte vesicular, as quais nao requerem receptores.
Altos niveis de LDL sanguineo resultam em um aumento da quantidade desta

lipoproteina na intima dos vasos. No interior dos vasos, a LDL sofre
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modificacdo oxidativa, estimulando a liberacdo de fosfolipides bioativos que
ativam as células endoteliais. As células endoteliais ativadas expressam as
moléculas de adesado leucocitaria (VCAM-1). Apés a adesdo da LDLox
(lipoproteina de baixa densidade oxidada) no endotélio, ocorre o recrutamento
dos mondcitos (ROSS, 1999). Os mondcitos migram para a camada intima
onde se diferenciam em macrofagos. Os macréfagos possuem receptores
especificos (principalmente scavenger CD36) localizados na superficie, e sédo
responsaveis por capturarem as moléculas de LDLox. Tais receptores ndo
sofrem regulacdo e acumulam LDLox ilimitadamente em seu interior,
originando as células espumosas (CE ou foam cells). Este processo esta
sumariamente esquematizado na Figura 1. (MOREL, 1994; SCALIA; APPEL;
LEFER, 1998; GALLE et al., 2006; NAKAJIMA; TAKAMITSU; TANAKA, 2006;
POLI et al., 2009; GENG E JONASSON, 2011).

Receptor
4 Scavenger
02 “'@@"”‘
T LDL ox Macréfaaos

Células espumosas

Figura 1. LDLox sendo capturada por receptores scavenger presentes em macréfagos
originando células espumosas. Adaptado de Babior 2000.

As células espumosas secretam substancias pré-inflamatérias, tais como
citocinas e quimiocinas que intensificam a resposta inflamatéria no local da
leséo, e facilitam a producédo de espécies reativas de oxigénio (ERO) sendo
responsaveis pela progressao da doenca (LIBBY, 2002; BAIRD; HAMPTON,;
GIESEG, 2004).

A formacao de células espumosas continua e inicia-se, entdo, a necrose

dos macroéfagos, dando origem as lesdes em desenvolvimento caracterizadas
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pela presenca de lipidios extracelulares no centro da lesdo. O estagio
avancado da doenca ocorre com a formagcdo das lesbes maduras
caracterizadas por areas calcificadas com ulceracdo visivel. As placas
ateroscleroticas maduras podem ser classificadas como estaveis ou
vulneraveis a ruptura, também conhecidas como instaveis. As placas estaveis
geralmente possuem um ndcleo com pequena quantidade de lipidio, uma
densa capsula fibrosa, e poucas células inflamatérias, enquanto que placas
vulneraveis contém em seu ndcleo grande guantidade de lipidio e uma capa
fibrosa fina. Estas diferencas morfolégicas sugerem que placas vulneraveis
sejam mais propensas a ruptura (LUSIS, 2000; STOCKER E KEANEY, 2004).

A ruptura das placas instaveis é responsavel pela formacao de trombos,
um dos principais determinantes das manifestacdes clinicas da aterosclerose.
Diversos relatos demonstram que a ruptura da placa € responsavel por
aproximadamente 75% dos infartos fatais (HANSSON E LIBBY, 2006; KUMAR
E CANNON, 2009).

1.2 Hipdteses da modificacdo oxidativa da LDL

A LDL é a principal lipoproteina plasmética transportadora de colesterol.
Cada particula de LDL tem densidade entre 1,019 ~ 1,063 g/mL, com diametro
médio de 22 nm, apresenta uma massa que excede 3.000 kD e tem cerca de
1.500 moléculas de ésteres de colesterol em seu nucleo. Ha muito pouco
triglicerideo no ndcleo das particulas normais de LDL. Quantidades
consideraveis de tocoferol, carotendides e outros antioxidantes lipofilicos
plasmaticos também estdo presentes na constituicdo da LDL. A sua superficie
consiste em colesterol livre, fosfolipidios (principalmente fosfatidilcolina e
esfingomielina) e uma Unica proteina, apolipoproteina (apo) B-100 que é
composta por 4.536 residuos de aminoacidos, como ilustrado na Figura 2
(SPOSITO et al., 2007; ABDALLA E SENA, 2008)

A suscetibilidade das particulas de LDL a oxidacdo pode ser avaliada in
vitro, apos a inducdo da peroxidacdo lipidica por azoiniciadores radicalares

lipossolaveis (AMVN), hidrossolaveis (AAPH), ou, mais comumente, pelos ions
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de cobre. O cobre (principalmente na forma de sulfato de cobre (CuSQ,)) é
amplamente utilizado em experimentos que objetivam demonstrar a oxidacéo
de LDL, sendo que o metal de transicao inicia as etapas de peroxidacéo lipidica
por meio da reducdo dos hidroperoxidos lipidicos pré-formados nos acidos
graxos presentes na lipoproteina, gerando radical alcoxila (ABDALLA E SENA,
2008).

Fosfolipideos

’ oy Colesterol livre
Triacilglicerois N \ {ndo esterificado)

Esteres de
colesterol

Figura 2. Representacdo esquematica de uma lipoproteina de baixa densidade (LDL).
A particula de LDL é formada por uma camada externa contendo fosfolipidios,
colesterol livre e a proteina, Apo B-100 e por uma camada interna formada por
Triacilglicerois e ésteres de colesterol. Adaptado de LEHNINGER et al., 2006.

De acordo com a hipétese oxidativa descrita por Brown e Goldstein em
1983, a particula de LDL deve ser submetida a modificacao estrutural oxidativa
para que se torne totalmente pré-aterogénica (STEINBERG; JOSEPH, 2002;
RIZZO et al., 2009). Ao ser exposta a espécies reativas oxidantes, incluindo
ERO/ERN produzidas por macrofagos, células endoteliais, células musculares
lisas e outros tipos celulares, a LDL nativa se transforma em LDLox
(HEINECKE, 1998; LEOPOLD E LOSCALZO, 2009; MELLO et al., 2011). Os
mecanismos pelos quais ocorrem as modificacdes oxidativas das lipoproteinas
in vivo ainda ndo estdo totalmente esclarecidos, porém, um dos eventos iniciais
na oxidacdo da LDL é a lipoperoxidacdo (CHERUBINI et al., 2005; YOSHIDA,
2010).

As particulas de LDL possuem acidos graxos poliinsaturados presentes

na forma livre ou esterificada (TG, fosfolipidios e ésteres de colesterol) que sédo
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susceptiveis a oxidacdo. Ao ser oxidada, a LDL se torna citotoxica
(YAMAGUCHI; KUNITOMO; HAGINAKA, 2002; YOSHIDA, 2010).

As reacOes catalisadas pelas ERO/ERN, no processo de peroxidacao
lipidica, séo realizadas em trés etapas, sendo elas: iniciacdo, propagacao e

término (Figura 3).
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Figura 3. Reacdo em cadeia da peroxidacao lipidica. Adaptado de LEOPOLD et al.
20009.

Na fase de iniciacdo, o hidrogénio do &cido graxo insaturado (LH) do
fosfolipidio de membrana é removido por uma ERO produzindo o lipidio na
forma radicalar (L"). Em seguida, na fase de propagacao, L' formado na reagéo
anterior reage com o oxigénio molecular, formando o radical peroxil (LOO"), o
qual pode dar inicio a um novo processo de remoc¢ao de hidrogénio de uma
nova molécula de &cido graxo gerando mais um radical L' e hidroperéxido
(LOOH) (ABDALLA E SENA, 2008; LEOPOLD E LOSCALZO, 2009).

Produtos da peroxidacdo lipidica sdo amplamente aceitos como
marcadores do estresse oxidativo. A lipoperoxidacdo, inicialmente, leva a
formacdo de dienos conjugados, 0s quais reagem com o0 oxigénio molecular
originando os hidroperéxidos. Estes ultimos, por serem compostos instaveis,
podem decompor-se em diversos aldeidos, tais como, malondialdeido (MDA),
4-hidroxinonenal (HNE) e cetonas. Foi demonstrado previamente que pacientes

infartados possuem o0s niveis sanguineos de MDA mais elevados que aqueles
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encontrados em pacientes livres de doencas coronarianas (CHERUBINI et al.,
2005).

Os produtos formados na lipoperoxidacdo s&do responsaveis pelas
modificagdes oxidativas ocorridas na apo B-100 (TANAKA; IGUCHI; TAKETANI
et al., 1999). Os aldeidos reagem com o residuo de lisina da apo B,
aumentando a carga negativa da LDLox. Este aumento na carga negativa da
apo B-100 resulta em uma elevagdo no reconhecimento pelo receptor
scavenger CD 36 dos macrofagos, levando ao acumulo de LDLox por estas
células e originando as células espumosas, resultando na leséo inicial da
aterosclerose (YAMAGUCHI; KUNITOMO; HAGINAKA, 2002) (Figura 4).
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Figura 4. Modificacdo oxidativa da LDL. O dano oxidativo na LDL afeta componentes
parte protéica e lipidica da molécula. A oxidacao da LDL inicia-se pela peroxidacao
lipidica (fosfolipidios e ésteres de colesterol), resultando na formag&o de dienos
conjugados e hidroperéxidos lipidicos ocasionando a modificacdo, fragmentacédo e
agregacéao da apo B-100. Adaptado de YAMAGUCHI et al. 2002.
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1.3 LDL oxidada e anticorpo anti LDL oxidada na aterosclerose

A modificacdo oxidativa da LDL leva a formacdo de epitopos
imunogénicos que estimulam a formacdo de anticorpos anti-LDLox que podem
ser detectados no soro sanguineo (FUKUMOTO et al., 2000).

Os linfécitos B sé@o as células responsaveis pela sintese dos anticorpos
anti-LDLox. Porém, a funcdo dos anticorpos anti-LDLox ainda é contraditéria
(HANSSON, 2005).

Diversos estudos relatam que o processo de aterogénese € modulado
pela resposta imunolégica a LDLox. Nestes estudos foram encontrados
resultados contraditérios. Alguns autores sugerem que um elevado titulo de
anticorpo anti-LDLox esteja presente em pacientes com aterosclerose
avancada, sendo considerado um marcador do estagio avancado da doenca
(COLLEN, 2001). Foi observado um efeito pro-aterogénico do anticorpo anti-
LDLox tipo IgG, pois os complexos formados entre estes anticorpos especificos
e a LDLox desencadearam uma resposta inflamatéria ao se ligarem em
receptores dos macréfagos, contribuindo, com isso, para formacdo do ateroma
(SHOENFELD et al., 2004).

Outros estudos apéiam o conceito de que a resposta imune a LDLox
possa ser anti-aterogénica, e a presenca do anticorpo anti-LDLoOX,
especificamente o tipo IgM, ocorra no estagio inicial da aterosclerose,
contribuindo para manutencdo de baixos niveis de LDLox no plasma
(FUKUMOTO et al.,, 2000). Adicionalmente, também foi observado que
anticorpos anti-LDLox presentes nas lesGes ateroscleréticas iniciais séo
responsaveis por bloquearem a captacdo de LDLox pelos macréfagos,
prevenindo o acumulo de LDLox e a formacao de CE. Estes autores acreditam
gque a presenca do anticorpo anti-LDLox desempenhe uma funcéo
imunoprotetora contra o desenvolvimento da aterosclerose (PENGO, 2008;
GARRIDO-SANCHES et al., 2009; LOBO et al., 2011).

Outros relatos sugerem uma fraca associacdo entre a presenca de
anticorpos anti-LDLox e a mortalidade observada nas DC (ERKKIL et al.,
2005).
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1.4  Producédo de anticorpo anti-LDLox para dosar LDLox sanguineo

A LDLox possui um papel imunogénico no processo da aterosclerose e,
por ser considerada um autoantigeno formado na lesdo aterosclerdtica,
desencadeia a producéo de anticorpos anti-LDLox, que podem ser encontrados
no sangue e nas lesdes de pacientes com aterosclerose (FUKUMOTO et al.,
2000, HANSSON et al., 2002).

Anticorpos monoclonais e policlonais tem sido produzidos em
camundongos e utilizados em ensaios imunoenzimaticos (ELISA) para dosar a
LDLox (KIM et al., 1997; TSIMIKAS et al.,, 2000; HULTHE E FAGERBERG,
2002; BEVAN et al., 2003, WANG, et al., 2007; LOBO et al., 2011). Assim, o
uso de anticorpos anti-LDLox representam uma importante ferramenta para
avaliar a possivel conexdo entre LDLox no plasma e 0 processo
aterosclerotico, estabelecendo uma relacao entre a LDLox e a progressédo da
aterosclerose através de um diagndstico ndo invasivo, guando comparado com
outras ferramentas diagndésticas (DAMASCENO et al., 2006).

Os anticorpos representam cerca de 20% das proteinas plasmaticas,
sendo conhecidos como imunoglobulinas (Ig) e estdo presentes no soro
sanguineo de todos os animais. Tais proteinas sdo produzidas pelo sistema
imune, secretadas pelos linfécitos, e, in vivo, reconhecem especificamente um
antigeno alvo. S&do ainda produzidos como ferramenta de pesquisa ou de
diagnéstico, através de processos especificos que originam anticorpos
heterogéneos, formados por diferentes clones de diferentes células, chamados
anticorpos policlonais. Ja os provenientes de um unico clone de célula, sédo
chamados anticorpos monoclonais (HARLOW E LANE, 1988).

Na maioria dos animais superiores existem cinco classes distintas de
moléculas de imunoglobulinas sendo conhecidas como: IgG, IgA, IgM, IgD e
IgE, diferenciando-se uma das outras em tamanho, carga, composicdo de
aminoacidos e conteudo de carboidratos. A IgG é o anticorpo predominante
nas respostas secundarias e constitui uma importante defesa do organismo, e,
por este motivo, foi o anticorpo escolhido para producdo do anti-LDLox neste
trabalho. Os anticorpos sao formados por duas cadeias leves e duas pesadas,

ligadas entre si por pontes dissulfeto. Os termos leve e pesada referem-se a
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massa molecular de cada cadeia protéica, sendo que as leves possuem massa
molecular de 25 kDa, e as pesadas de 50 a 77 kDa (HUSE; BOHME;
SCHOLZ., 2002, NUNES, 2005).

A producao de imunoglobulinas pode ser ativada em animais, tais como
mamiferos (coelhos, camundongos, ovelhas e cabras), apds a inoculacdo de
um antigeno. O titulo dos anticorpos aumenta com os refor¢os de aplicacao do
antigeno especifico, ao longo do tempo (HARLOW E LANE, 1988; NUNES,
2005).

Na imunizacdo dos animais, a mistura do antigeno com veiculo
adjuvante, aumenta a resposta imune, favorecendo a producéo de anticorpos e
retardando a liberacdo do antigeno no organismo do animal, garantindo, dessa
forma, a producado de anticorpos por um periodo mais prolongado. O adjuvante
de Freund’s é o mais utilizado para tal procedimento (COX E COULTER, 1997).

Na primeira imunizacdo de um animal, para a producao de anticorpos,
geralmente se utiliza adjuvante completo de Freund e nos reforcos posteriores,
o adjuvante incompleto de Freund. O uso de adjuvantes permite que menores
guantidades de antigeno sejam usadas e a resposta a producdo do anticorpo
seja mais persistente. Normalmente usa-se adjuvante de Freund que € uma
emulsdo oleosa preparada com Oleos ndo metabolizaveis formando um
depdsito que protege o antigeno de ser rapidamente catabolizado. Quando a
mistura contém células mortas de Mycobacterium turbeculosis é dito Adjuvante
Completo de Freund, se ndo contém é dito incompleto (BEVAN et al., 2003;
WANG et al., 2007; LOBO et al., 2011). A obtencao dos anticorpos consiste no
isolamento de proteinas no soro dos animais. Nos mamiferos, retira-se sangue
dos animais para obtencdo do soro contendo os anticorpos, seguindo-se
etapas de purificacdo dos mesmos (HARLOW E LANE, 1988). Neste trabalho
o anticorpo da classe IgG foi purificado utilizando a técnica de cromatografia

por afinidade .
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1.5 Estresses oxidativo e aterosclerose

O estresse oxidativo pode ser definido como um desequilibrio entre o
balanco pro-oxidante e antioxidante em favor da situacao pro-oxidante, levando
a um dano oxidativo que compromete a resposta redox celular. Assim, o
estresse oxidativo pode ser ocasionado por uma diminuicdo dos sistemas
antioxidantes e/ou por um aumento da producédo de ERO/ERN (HALLIWELL,
1999, CHERUBINI et al., 2005).

As ERO, tais como: radical anion superéxido, peréxido de hidrogénio,
radical hidroxil sdo geradas em células aerdbicas durante a reducédo de
oxigénio molecular por reacdes enzimaticas, cadeia transportadora de elétrons
e autoxidacdo de inimeras substancias (BABIOR, 1999; COTRAN; KUMAR;
COLLINS, 2006; BEDARD E KRAUSE, 2007).

O excesso de ERO ou ERN em situacOes de estresse oxidativo ou
nitrosativo, pode induzir modificac6es oxidativas do DNA, proteinas, lipideos,
apoptose de células vasculares, e aumento da expressao e ativacao de genes
redox-sensiveis, tais como receptores para LDLox (KALIORA; DEDOUSSIS;
SCHMIDT, 2006), favorecendo desta forma a progressdo da aterosclerose e
das doencas cardiovasculares.

A geracdo das ERO ou ERN é devida a acdo de varios sistemas
enzimaticos dentre eles: xantina oxidase, citocromo P450, fontes mitocondriais
(cadeia transportadora de elétrons), 6xido nitrico sintases (NOS), e de especial
interesse nessa revisdo, o sistema NADPH oxidase (Nox2) (ZHUKOV E
ARCHAKOQV, 1982; GORSKY; KOOP; COON, 1984; BLANCK et al., 1991;
ZHUKOV E INGELMAN-SUNDBERG, 1999; HARRISON et al., 2003).

Como mecanismo de protecdo ao estresse oxidativo e aos danos
promovidos por este processo, 0 organismo apresenta sistemas de defesa
antioxidantes, tais como as enzimas superoxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPx), glutationa redutase (Gr), glutationa transferase (GST),
catalase, tiorredoxina redutase (Txr) e aslenzimas que catalisam reacbes
geradoras de  equivalentes redutores nos compartimentos citosolico e
mitocondrial: glicose 6-fosfato desidrogenase, 6-fosfogluconolactona e

transidrogenases. Distarbios nestes sistemas de defesa podem levar ao
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acumulo de ERO/ERN e acelerar o desenvolvimento da aterosclerose (HILL E
SINGAL, 1996 HARRISON et al., 2003).

1.6 NADPH oxidase e aterosclerose

Alguns estudos sugerem uma correlacdo entre a LDLox e a enzima
NADPH oxidase vascular (RUECKSCHLOSS et al., 2001; AZUMI et al., 2002).
A LDLox induz a ativacdo da NADPH oxidase levando a geragdo de O2°* pelas
células endoteliais e musculares lisas, intensificando o processo de disfuncéo
endotelial e vascular (GALLE et al., 2006). Estudos demonstraram que, quando
células endoteliais, artérias isoladas e outras células sanguineas foram
expostas a LDLox a formacgéo de O2*" foi aumentada (GALLE et al., 1995).

Neste trabalho foi verificada a existéncia de uma possivel correlacédo
entre a LDLox e o complexo formado entre o anticorpo anti-LDLox e a LDLox
na ativacdo da NADPH oxidase fagocitica (Nox2).

As enzimas nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH)
oxidases constituem um grupo de complexos transmembrana, presentes em
células de origem mesodérmica, incluindo os fagocitos, que catalisam a
producdo de O,° pela reducdo de um elétron do oxigénio, usando NADPH
como doador de elétrons. O O,* gerado pela NADPH oxidase é a primeira
espécie reativa formada e serve como ponto de partida para a producdo de
uma vasta variedade de oxidantes, incluindo ERO/ERN. Estes oxidantes sao
utilizados pelos fagécitos como uma resposta de defesa contra agentes
estranhos ao organismo, ou seja, possuem acao anti-patogénica, e, portanto,
essencial para a sobrevivéncia Porém, em excesso, as ERO/ERN podem
causar danos ao organismo, e por este motivo a producdo destas espécies
reativas precisa ser controlada para que s6 ocorra quando e onde necessario
(BABIOR, 1999; JONES; HANCOCK; MORICE, 2000; BEDARD E KRAUSE,
2007).

A producdo de ERO/ERN inicia-se quando o fagocito é estimulado,
originando uma série de alteracbes metabdlicas coordenadas,

aproximadamente 30 segundos apdés a estimulacdo. A ativacdo do processo de
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fagocitose estimula no fagocito o evento referido na literatura como burst
oxidativo ou respiratério, o qual é caracterizado pelo aumento do consumo de
oxigénio, aumento da glicélise anaerdbica, mobilizacdo de calcio intracelular e
producdo de ERO/ERN (BABIOR, 2004; SEGAL, 2008).

O sistema Nox2 €é composto por varios componentes protéicos
localizados no citosol e na membrana de vesiculas secretoras e granulos
especificos (p40°"°%, phox de “phagocyte oxidase”, p477HX p677HoX p22r"ox e
gp917"9%) e uma GTPase (Racl ou Rac2). A separacdo destes dois grupos de
componentes em compartimentos distintos garante a regulacdo do complexo
enzimatico. Nas células em repouso, trés destes componentes estdo no citosol
(p40PHOX  pa7PHoX e p67PHO%) e o0s outros (p22P"* e gp917"") estdo
localizados na membrana de granulos. Esses ultimos constituem o citocromo
bsss. (HARPER; CHAPLIN; SEGAL, 1985; ROYER-POKORA et al., 1986;
PARKOS et al., 1988; YAMAGUCHI et al., 1989; TEAHAN et al., 1990).

1PHOX

As duas subunidades p22°" e gp9 sdo proteinas integrais de

membrana, sendo que gp91~"X

contém 0s componentes responsaveis pela
transferéncia de elétrons. A porcao C-terminal dessa proteina esta voltada para
o lado citosélico da membrana e contém os sitios de ligacao para FAD (Flavina
Adenina Dinucleotideo) e NADPH. A porcdo N-terminal da proteina forma uma
sequéncia de seis dominios em a - hélice aos quais est4 ancorado um par de
grupos heme (LAMBETH; KAWAHARA; DIEBOLD, 2007). Os grupos heme
estdo orientados perpendicularmente a ambos os lados da membrana,
formando um conduto a passagem dos elétrons oriundos do NADPH citosolico
em direcdo ao O, extracelular ou intra-fagosémico (ISOGAI; 1IZUKA; SHIRO,
1995). A subunidade p22°"%* apresenta na porcdo C-terminal uma regido rica
em prolina (RRP) que interage com o p47°"°* fosforilado, evento indispensavel
a ativacdo do complexo enziméatico (LAMBETH; KAWAHARA; DIEBOLD,
2007). O citocromo bssg desempenha uma funcdo regulatéria e suas
subunidades estdo inativas na célula em repouso. A ativacdo celular ocorre
quando a célula é exposta a estimulos fisiologicos (bactérias e fungos),
moléculas indutoras de quimiotaxia (anticorpos e lipideos bioativos) ou agentes
nao fisiologicos como ésteres de forbol e acidos graxos que levam a

7PHOX

fosforilacdo da proteina p4 presente no citosol e todo o complexo migra

do citosol para a membrana, onde se associa ao citocromo bssg (BABIOR,
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1999; GROEMPING E RITTINGER, 2005; SUMIMOTO; MIYANO; TAKEYA,
2005).

Uma vez montado o complexo enzimatico, os dois grupos heme
localizados na subunidade gp91ph°x realizam a transferéncia de elétrons do
NADPH citosélico para o oxigénio molecular, resultando na geracdo de O,*
(CROSS, 1999). A Figura 5 ilustra a ativagdo do complexo Nox2, destacando-
se a liberacdo do O,* no fagossoma.

Figura 5. Estrutura e ativacdo do complexo enzimatico NADPH oxidase no fagocito.
Em repouso, os componentes da NADPH oxidase estdo no citosol e membrana.
Ativadas, o complexo formado pelas unidades citosdlicas associa-se ao citocromo bssg,
possibilitando a transferéncia de elétrons do NADPH citosélico para o oxigénio
molecular, o que resulta na geracao de O,". Adaptado de BEDARD E KRAUSE, 2007.

As ERO produzidas pela NADPH oxidase constituem importantes
reguladores de vias de sinalizagcdo celular, através da modulacdo da atividade
de quinases e fosfatases ou através da regulacdo da transcricdo génica,
dependendo da natureza das células e do ativador utilizado (JESIATIS et al.,
1991; BRIGAGAO E COLEPICOLO, 1996; BRIGAGAO; BARROSO;
COLEPICOLO, 2000).

Embora o 0O2* ndo seja uma espécie oxidante forte, reacdes
subsequentes deste radical levam a producdo de ERO mais eficientes. No
fagossoma ele € rapidamente convertido em H,0O,, por dismutacdo. Na
presenca de sais de ferro, 0 O,* e o0 H,O, formam o radical hidroxila (HO®), que

€ extremamente reativo, sendo capaz de causar danos em fitas de DNA,
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inativar diferentes enzimas, iniciar a lipoperoxidacdo de membranas. Além
disso, o O,* pode sofrer protonacdo em meio acido, originando a forma
altamente reativa o radical hidroperoxil (HO,®). A mieloperoxidase (MPO),
enzima que é liberada no fagossoma durante a fagocitose, catalisa a producéo
de acido hipocloroso (HOCI), a partir da reacédo de H,O, com anions cloro. Este
acido, altamente reativo, € capaz de oxidar diferentes biomoléculas
(HALLIWELL E GUTTERIDGE, 2007).

1.7 NADPH oxidase e PDI

O mecanismo que governa a regulacdo da producdo de ERO através da
Nox €, ainda, objeto de varias pesquisas. Recentemente, foi mostrado que a
Nox vascular é regulada por reagentes especificos de grupos tiol, mais
especificamente pela PDI (JANISZEWSKI et al., 2000; JANISZEWSKI et al.,
2006).

A proteina disulfeto isomerase (PDI) € membro da super familia da
tioredoxina, encontradas no limen do reticulo endoplasmético (RE) em células
eucaridticas (GOLDBERGER; EPSTEIN; ANFINSEN, 1963). Essa proteina é
organizada em cinco dominios (a, b, b, a’, e c), sendo composta por dois
dominios cataliticos tioredoxina, a e a’, que sdo separados por dois dominios
ndo cataliticos, b e b’ e por um dominio C-terminal ligado a uma sequéncia
KDEL, que é um tetrapeptideo (Lys-Asp-Glu-Leu), responsavel por sinalizar a
retencdo ou recuperacdo da proteina no RE (DARBY; KEMMINK; CREIGTON,
1996).

Cada sitio ativo contém dois residuos de cisteinas na sequéncia
WCGHCK, responsaveis pela atividade da PDI (EDMAN et al., 1985; DARBY;
KEMMINK; CREIGHTON, 1996; XIAO et al., 2001). Esta proteina apresenta
multiplas atividades, tais como chaperona e oxidoredutase.

A atividade de chaperona molecular, durante a qual PDI assiste ao
enovelamento de cadeias polipeptidicas nascentes, é essencial para evitar o
enovelamento protéico incorreto (DOBSON, 2001). Ja a atividade de

oxidoredutase, quando PDI exerce catdlise na formacdo, reducdo e
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isomerizacao de pontes dissulfeto intra- e/ou inter-moleculares, € atribuida ao
dominio CXXC, caracteristico das enzimas da familia das ditiol/dissulfeto
oxidoredutases. A PDI é a Unica proteina da superfamilia tiorredoxina que
catalisa reacdes de isomerizacdo, ou seja, reorganizam o posicionamento de
pontes dissulfeto através de repetidos ciclos de oxidacdo e reducao (NOIVA,
1999; WILKINSON E GILBERT, 2004; ELLGAARD E RUDDOCK, 2005)

A atividade catalitica ocorre tanto na formagdo ou quebra quanto na
isomerizacdo de pontes dissulfeto em diferentes substratos (Figura 6). No
primeiro caso, a PDI sofre uma mudanca em seu estado de Oxido-reducéo,
enquanto que, no segundo evento enzimatico, que requer a enzima com 0S
residuos de cisteinas em estado reduzido, ndo resulta em nenhuma oxidacéo

na estrutura da PDI.
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Figura 6. Atividade catalitica na formag&do e rompimento e na isomerizacdo de pontes
dissulfeto intra-moleculares catalisadas por PDI. Adaptado de Wilkinson 2004.

Estresse do reticulo endoplasmatico (RE) causa liberacdo de PDI, que
pode dirigir-se a membrana plasmatica, com consequentes alteracdes
significativas em diferentes funcdes celulares. Este fato € claramente mostrado
em células tratadas com tunicamicina, composto capaz de determinar estresse
de RE através do bloqueio de glicosilacdo protéica (FUJITA et al., 2002) ou
com tapsigargina, que atua como potente liberador de calcio intracelular
estressando o RE (OHUCHI et al., 1988).
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Dois fatores sdo essenciais para a funcdo chaperona do reticulo. O
primeiro € a manutencdo de um ambiente oxidativo intra-reticular, o qual
depende dos niveis de GSH/GSSG e da atividade de tiol oxidoredutases. Em
segundo lugar, a manutencao de altas concentracdes de calcio intra-reticular é
essencial a todas as etapas do processo secretor.

A atividade chaperona de PDI foi recentemente mostrada como
essencial a entrada rapida de *NO em plaquetas, o que liga diretamente a
atividade desta enzima ao evento de agregacéao plaquetaria (SUSANNAH et al.,
2007). No citado trabalho, bacitracina, 6xido de fenilarsina (PAO) e anticorpo
anti-PDI RL90, compostos inibidores de PDI, foram capazes de inibir o acimulo
plaguetario de cGMP em resposta a varios doadores de <NO, alterando a
sinalizacao bioquimica mediada por mecanismo radicalar.

Relatos consistentes na literatura mostram uma das isoformas
vasculares de NADPH oxidase, Nox1, diretamente relacionada a expressao e
atividade de PDI. Células vasculares de musculos lisos de coelho transfectadas
com cDNA para superexpressao de PDI produziram mais que o dobro do nivel
basal de ERO através de catalise de Noxl. Ainda, a expressao de
componentes de outra isoforma vascular, Nox4, foi aumentada paralelamente a
superexpressao induzida de PDI (FERNANDES et al., 2009).
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2. JUSTIFICATIVA

Nos ultimos anos, h4 uma grande busca a métodos de diagndstico néo
invasivo visando as doencas coronarianas. Recentemente, o fato de que o
nivel plasmatico de LDL oxidada foi relatado em diferentes pesquisas como a
melhor correlacdo existente com risco de desenvolvimento de aterosclerose,
levantou a hipotese do uso desse marcador como meio de diagndstico
laboratorial.

O desenvolvimento de metodologias aplicaveis para tal uso deve obedecer
a alguns requisitos; (i) permitir quantificar o produto majoritario formado durante
a oxidacdo de LDL, o qual deve ser estavel e ndo ser formado por artefato
durante a coleta e/ou estocagem da amostra; (ii) necessita ser um método
reprodutivel, com baixo coeficiente de variacdo; (ii) o método deve ser
especifico, sem interferéncia de outras biomoléculas; (iv) o método deve
apresentar robustez; (v) deve apresentar sensibilidade para deteccao do nivel
basal (“steady-state”) do analito e (vi) ter custo acessivel para apresentar
competitividade no mercado.

Esta proposta, que alia a pesquisa basica ao desenvolvimento de produtos
competitivos se apresenta como um desafio, o qual podera resultar em uma
interacdo universidade/empresa que vem sendo estimulada por varios setores.
Esse trabalho constitui-se termo aditivo de convénio especifico entre a Unifal-
MG e a empresa Biotécnica Industria e Comércio Ltda., sediada no Municipio
de Varginha, MG, a qual proporcionou uma colaboragcdo crucial no

desenvolvimento dessa proposta, visando futura comercializagao do produto.
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3. OBJETIVOS

O objetivo central deste trabalho foi desenvolver uma metodologia para
producdo de anticorpos anti-LDLox que apresentasse uma execucao simples e
reprodutivel em larga escala para futuramente propiciar o desenvolvimento de
um “kit” para uso laboratorial na determinacéao de LDLox.

Especificamente, visamos:

(i) Induzir modificagdo oxidativa in vitro de LDL humano com sistemas quimicos
dependentes de metal de transicAio e dependentes de peroxidos
organicos/peroxidases;

(if) Determinar o indice de oxidagdo de LDL humano induzido por cobre;

(iii) Avaliar a estabilidade do LDL humano oxidado in vitro;

(iv) Produzir anticorpos policlonais contra LDL humano oxidado em larga
escala, que possam ser utilizados na fabricacdo de um kit para rotina em
analises clinicas;

(v) Testar a acdo da LDLox e do complexo LDLox/anticorpo anti-LDLox na

ativacao de macroéfagos inflamatérios.
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4. RESULTADOS

Em concordancia com o Capitulo IX, Artigo 22 das Normas Académicas
do Programa de Pdés-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
Federal de Alfenas, a dissertacdo esta apresentada como uma revisdo de
literatura, e a Metodologia desenvolvida, bem como Resultados e Discussao,

constam do artigo originado do projeto de Mestrado.

4.1 ARTIGO

O artigo mostra os resultados dos processos de producao e purificacéo
de anticorpos anti-LDL oxidada, bem como o efeito dos mesmos sobre a
ativacdo de macrofagos.

O artigo foi submetido ao periddico Vascular Pharmacology, ISSN: 1537-
1891, fator de impacto 2,460.
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Abstract

Atherosclerosis is an inflammatory disease whose progression is strongly associated to
oxidative stress. Oxidized low-density lipoprotein (ox-LDL) is thought to have a central
role in atherosclerosis development, mainly due to induction of foam cell formation
from its accumulation in macrophages. Despite antibodies against ox-LDL (anti-ox-
LDL) have been demonstrated in human sera, there is no consensus of its significance.
To elucidate the immunogenic implication of anti-ox-LDL production, we explored the
hypothesis that, as much as ox-LDL, it elicits oxidant production via NADPH oxidase
activity by inflammatory macrophages. Ox-LDL alone triggered significant superoxide
anion release by macrophages (39.7+1.14 nmol/min/10° cells) compared to dormant
phagocytes (1.2+0.4 nmol/min/10° cells), while complex ox-LDL/anti-ox-LDL
antibodies elicited stronger NADPH oxidase activity (107+1.16 nmol/min/10° cells).
Protein disulfide isomerase (PDI) has been previously shown as a chaperone involved in
protein translocation of NADPH oxidase components to the phagocytic membrane
surface. So, we determined its reductase activity under identical stimuli. Using a
fluorescent probe cleavage, we were able to demonstrate that either free or anti-ox-
LDL-bounded ox-LDL prompts a vigorous PDI thiol reductase activity, event inhibited
by ditionitrobenzoic acid and bacitracin. These results suggest that ox-LDL alone or
anti-ox-LDL-complexed trigger PDI activity on macrophage membrane temporally

correlated to NADPH activity.

Keywords: Atherosclerosis, low density lipoprotein; antibodies, NADP.
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1. Introduction

Atherosclerosis is the most common cause of death in the Western world
(Berliner et al., 1995; Tsompanidi et a., 2009; Libby et al., 2010, Ghosh et a., 2010).
The arteria disease process is governed by immune-mediated inflammatory
mechanisms (Geng and Jonasson, 2011). Hypercholesterolemia, especially high levels
of low-density lipoprotein (LDL), seems to be an important risk factor accounting for
severe atherosclerotic diseases (Flavahan 1992; Blaha et al., 2008). In the endothelium,
LDL suffers oxidative attack by reactive oxygen/nitrogen species (ROS/RNS),
generating the lipoprotein oxidized form ox-LDL (Ross, 1999).

Additionally, enhanced serum levels of ox-LDL, as well as antibodies against its
epitopes (anti-ox-LDL), are accepted predictors for endothelial dysfunction and
coronary heart disease (Galle et a., 2006). However, binding of anti-ox-LDL antibodies
to ox-LDL and generating of corresponding immune complexes, has not a well
established immunogenic role (Fukumoto et al., 2004, Erkkil et a., 2005).

Oxidative stress, an imbalance between prooxidants and antioxidants that favors
ROS/RNS deleterious action, has been identified as a risk factor for establishment and
worsening of atherosclerosis, not only due to oxidants production by endothelial,
vascular smooth muscle, and adventitial cells, but aso by macrophages. These
inflammatory cells produce superoxide anion (O,*) when exposed to ox-LDL through
activation of NADPH oxidase activity (Galle et al ., 2006).

This oxidase complex, found in professional phagocytes (isoform Nox2), is
triggered by diverse stimuli that promote the translocation of cytosolic components to
the phagosome membrane, followed by engagement with granule-bound subunits and

Rac GTPases. Activation of Nox2 results in the respiratory burst, a cellular event
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characterized by a rapid, cyanide-insensitive increase in phagocyte oxygen uptake,
ROS/RNS release, glucose consumption and intracellular calcium levels adjustment
(Lambeth et ., 2008).

Protein disulfide isomerase (PDI) is an ubiquitously expressed enzyme that is
widely distributed in eukaryotic tissues at relatively high concentrations in the
endoplasmic reticulum (ER) (Molinari, 2007). A central organelle in the cellular
secretory pathway, the ER is enriched in enzymes that assist the folding process and is
dedicated to proper protein assembly, trafficking and secretion (McCracken and
Brodsky, 2005; Ruddock and Molinari, 2006; Shimizu and Hendershot, 2007). This
chaperone traffic from ER to membrane is associated with severa NADPH oxidase
isoforms, including Nox1, Nox4 and Nox2 in native vascular smooth muscle cells
(VSMC) and in HEK293-Nox transfected cells (Janiszewski et al., 2005, 2006). Similar
association and functional interactions have been recently identified in macrophages and
neutrophils (Laurindo et a., 2008; Paes et al., 2011). So, we intended to verify whether
the Nox2 complex found in macrophages is activated by ox-LDL/anti-ox-LDL immune
complex in the same way that ox-LDL aone. Also, it was explored the paralel PDI

reductase activity found in macrophage associated to phagocytes activation.

2. Materialsand Methods

2.1. Chemicals

LDL was purchased from Creative Laboratory Products, sodic azide, 1,1,3,3-

tetraethoxypropane (TEP), and 2-thiobarbituric acid (TBA) were purchased from

Sigma. Freunds complete/incompl ete adjuvants were acquired from Laborclin. Reduced



35

and oxidized glutathione, Sephadex G-25, dithiothreitol (DTT) were purchased from
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO. Eosin 5-isothiocyanate was acquired from Invitrogen
Molecular Probes. CuSO,, K;HPO,; KH;PO, and ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA) were purchased from Vetec Ltda. All other chemical reagents used were of

analytical grade.

2.2. Oxidation of native LDL

Native human LDL (1g) was oxidized by incubation in phosphate buffered
saline solution (PBS, pH 7.4) with 5 pM copper sulfate (37°C, 3 h), as previously
described (Ermak et al., 2008). The LDL oxidation extended was monitored by
conjugated diene (CD) formation (spectrophotometrically determined, A324nm) and
malondialdehyde (MDA) appearance (measured by high performance liquid
chromatography -HPLC- coupled to a fluorescent detector, Aexc= 515 NM; Aeri=553nm,
according to Ziouzenkova and collaborators (1998). CD and MDA measurements were
done immediately after CuSO, addition, and every 10 minutes during the first hour of
incubation. After this period, aliquots were taken for analysis from incubation media
every 15 minutes until to complete 2 hours of reaction. At the end of incubation, the
reaction was stopped by addition of 1ImM EDTA (Bevan et a., 2003) and passed
through a membrane filter (0.22 um) in sterile conditions. The samples, after extensive
dialysis against PBS (24 h) to remove excess CuSO,, were kept a 4 C and protected
from light until following assays (Deng et al., 2009).

Integrity of obtained ox-LDL were evaluated by classical electrophoresis
performed as described by Laemmli (29) followed by western blotting detection with

commercia primary anti-LDL (copper oxidized) antibody (Abcam, dilution 1:5,000)
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and secondary peroxidase conjugate antibody (1:5,000), using ECL® detection reagents

(GE Healthcare).

2.3. Preparation of polyclonal anti-ox-L DL antibodies

Goats were obtained from local breeding of Biotecnica Insdustria e Comércio,
Varginha, MG, Brazil. The experiments were performed after approval from Ethics
Commitee in accordance with an institutional authorized protocol based on the directive
2010/63/European Union.

A polyclona antiserum was prepared by immunization of goats. Previous
prepared ox-LDL (60 nug) was emulsified (Freund' s complete adjuvant) and injected
subcutaneously in goats, followed by an initial cycle of antigen application (increasing
concentrations up to 630 ug, Freund’ sincomplete adjuvant) every 21 days. A final cycle
of subcutaneous injections was performed with decreasing ox-LDL concentrations (630
to 60 ug). Tests bleed were taken at initial day and every 21° day after each boost
antigen. Immunodifusion assays for antibody production were performed after each
serum goat sample collection by determination of anti-ox-LDL titer (Bevan et al.,

2003). All followed experiments were performed when antibody titer reached 1:32.

2.4. Anti-ox-L DL antibodies partial purification

2.4.1. Ammonium sulphate precipitation and glutaraldehyde binding I1gG partial

purification



37

Equa volumes of goat serum and ammonium sulfate saturated solution (50%
m/v) were gently mixed (4'C, 12 h). After centrifugation (10,000xg, 20 min), pellet was
washed twice with the same saturated solution and the final precipitate was dissolved in
distilled water and dialyzed against phosphate buffered saline solution (10 mM PBS
plus 0.15 M NaCl, pH 7.2).

Ox-LDL and bovine serum abumin (1:4) dissolved in 0.5M Tris, pH 7.4, was
added to 2.5% m/v glutaraldehyde. After 3 hours at room temperature, the resulting gel
received an addition of 1M Tris, pH 7.4. Subsequent to centrifugation (4,000xg, 10min,
twice), 0.2M glycine-HCI pH 2.8 were added, the solution was centrifugated again and
neutral pH value achieved by adding 1M Tris, pH 7.4, and exhaustively washed with
distilled water. 1M ethanolamine, pH 7.4, was added and reaction medium remained for
12 h at 4°C. When absorbance (280 nm) from washed solution (1M Tris, pH 7.4)
reaching value equal to or less them 0.05, the formed gel received the goat serum
previously treated with ammonium sulfate solution (item 2.4.1.) under constant stirring
(1 h). After centrifugation (4,000xg, 10min, 4°C), the obtained supernatant, rich in anti-
ox-LDL antibodies, was quantified to determine IgG concentration (280nm), such molar
extinction coefficient (e=1.35M*.cm™) was obtained from commercial 1gG. Protein
concentration was achieved with use of Biotécnica Industria e Comercio Ltda. specific
kit, using Cobas Mira Plus apparatus. Final sample received sodium azide (0.09% m/v)
and immunodifusion assays for antibody detection were performed (Bevan et a., 2003).
Aliquots were removed to electrophoresys and western blotting assays to confirm anti-

ox-LDL antibodies purification.

2.4.2. 1gG purification by affinity chromatography
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IgG partia purification trough affinity chromatography was performed on a G
Protein Sepharose 4 (fast flow, GE Healthcare). Equilibration buffer was 0.02M sodium
phosphate, pH 7.5, and eluting buffer was 0.1M glycine (pH 2.7). The column (20 cm x
16 mm) was washed with equilibration buffer, and after sample application, elution was
performed (10 ml.min™). The collected fractions (AKTA Prime Plus GE Healthcare)
displaying high absorbance value (340 nm) were pooled and neutralized (1M Tris-HCI,
pH 7.0) and received sodium azide (0.09% m/v).

Following these processes, aliquots from obtained samples were subjected to
previous described methodology using glutaraldehyde and 1gG levels and total protein
determination were performed in identical way. Also, immunodifusion assays for
antibodies detection were done (Bevan et al., 2003) and electrophoretic analysis and

detection by western blotting were done.

2.5. Inflammatory macr ophage preparation

Swiss male mice (25-28 g, 6-8 weeks age) were obtained from local breeding of
Universidade Federa de Alfenas, Alfenas, MG, Brazil. The animals were housed in
plastic cages, and water and food were available ad libitum. The experiments were
performed after approval from Ethics Commitee in accordance with an institutional
authorized protocol based on the directive 2010/63/European Union.

Inflammatory macrophage were obtained and purified as previously described
(Brigagéo and Colepicolo, 1996). Briefly, the animals were injected intraperitoneally
with 1.0 ml of 12% (w/v) sterile sodium caseinate and, after 4 days the peritoneal cells
were harvested with ice-cold phosphate buffered saline (PBS). Subsequent to

centrifugation (1,000xg, 10 min), pelleted cells were resuspended in D-PBS-G (1.35
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mg/ml D-glucose), and the number of cells was determined by counting in an AO

Spencer hematocytometer chamber. All experiments were performed with cell

6
suspensions containing 1x10 macrophages/ml and cellular viability was checked with

Trypan blue exclusion.
2.6. Macrophage Nox2 activity assay

Inflammatory macrophage Nox2 activity was spectrophotometrically determined
trough cyt ¢ reduction (550 nm) as previously described (Cohen and Chovaniec, 1987).
The reaction was monitored during 2 min and data from the initial 60 s were used to
calculate O, production utilizing e=21,000 M*.cm™.

Cells were incubated (37°C, 15 min) with subsequent addition of Nox2

6
stimulation (native human LDL, ox-LDL or complex ox-LDL/anti-ox-LDL; 50ug/10
macrophages). Controls were performed in al experiments using macrophages in a

dormant state incubated with vehicle alone.

2.7.Complex oxL DL /antibody anti-oxL DL action on the reductase activity of PDI

on macrophages suspensions
2.7.1. Preparation of fluorescent probe to measur e thiol reductase activity

The assays were performed using a previously described probe (Raturi et a., 2007).
Briefly, oxidized glutathione (GSSG) was incubated with molar excess (10 times) of
eosin 5-isothiocyanate in potassium phosphate buffer (100 mM, 2 mM EDTA, pH 8.8)

for 8 h at room temperature. The non-fluorescent dimer dieosin glutathione disulfide
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(Di-E-GSSG) synthesized was chromatographic purified (100 mm x 10 mm Sephadex
G-25 column, elution buffer potassium phosphate 0.1 M, 2mM EDTA, pH 7.00, flow
rate Iml.min™). Aliquots eluted with high absorbance values (521 nm) were pooled
together (aliquots 5 to 10) and Di-E-GSSG quantified (e = 88,000 M t.cm™). The
obtained Di-E-GSSG and used as a pseudosubstrate for thiol reductase activity
estimation.

To monitor Di-E-GSSG enzymatic cleavage, a standard plot was generated with
commercia purified bovine liver PDI, such appearance of fluorescent monomer eosin
reduced glutathione (E-GSH), due to vicina eosin moieties separation by reduction of
disulfide bonds founded in Di-E-GSSG was monitored (I ec=521nm, | eni=542nm).
Experiments were performed on a Varian Cary Eclipse fluorescence spectrophotometer
and the results were expressed as nM of E-GSH produced per minute (Raturi et al.,

2007).

2.7.2.Macrophage thiol reductase activity

Macrophage suspensions (10°ml) on D-PBS-G buffer plus 5 mM DTT to keep
thiol reductase on reduced state were maintained on resting state or triggered with the
same stimuli used to elicit Nox2 activity (item 2.6.1.). Additions of bacitracin (2mM) or
ditionitrobenzoic acid (DTNB, 2.5mM) to cellular medium incubation (10 min, 37°C)
were done to assess the thiol reductase specificity. Assays were performed immediately
after Di-E-GSSG (150nM) addition to macrophage suspensions, in which the

fluorescence intensity was scanned and quantified exactly as described on item 2.7.1.

2.8.Statistical analysis
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All data were expressed as mean values + standard deviation (S.D.) from three
independent experiments. The comparisons among the different groups were performed
by ANOVA followed by Tukey t test. A p vaue less than 0.05 was accepted as

statistically significant.

3. Results

3.1. Chemical oxidation of native human LDL

Copper-induced ox-LDL production was monitored by CD and MDA
appearance. These markers of lipid peroxidation increased up to 120 min, reaching then
the stabilization. The integrity of this obtained ox-LDL was confirmed by western
blotting detection with commercia antibodies, which reacted dlightly with native human

LDL (data not shown).

3.2. Policlonal anti-ox-L DL antibodies purification

Purification was performed by 50% saturated ammonium sulphate solution
followed by glutaraldehyde technique separation. Also, affinity chromatography, with
or without additional glutaraldehyde binding methodogoly. Purification anti-ox-LDL
antibodies was analyzed by electrophoresis and confirmed by western blotting. Figure 1
A shows that chromatographic method followed by glutaradehyde binding

methodology was the most efficient. As shown in Figure 1 B, the partialy purified anti-
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ox-LDL antibodies were able to recognized ox-LDL, with a slow signal due to native

human LDL.

3.3. Macrophagerespiratory burst quantified by superoxide anion release

The action of native human LDL, ox-LDL and oxLDL/anti-ox-LDL complex on
macrophage respiratory burst was evaluated. Table 1 shows that native human LDL was
unable to elicit superoxide anion release, while ox-LDL triggers strong Nox2 activity
(39.7+1.14 nmol/min/10° cells). Significantly, the immune complex ox-LDL/anti-ox-
LDL prompted a greater oxidase response (107+1.16 nmol/min/10° cells), aimost three
times that due ox-LDL. It is important to notice that increase of any stimuli
concentration caused variation on the superoxide anion release by macrophages,

pointing to a maximum stimulation of macrophage Nox2 system in these conditions

3.4. PDI activity on macrophages suspensions

The pseudosubstrate Di-E-GSSG is a recently introduced fluorescent
probe for monitoring disulfide reductase activity. The fluorescent moieties of Di-E-
GSSG are covaently attached to the two N-terminal residues of GSSG resulting in
fluorescence self-quenching (FSQ) and rendering the molecule relatively non-
fluorescent. Upon addition of reduced thiol reductase, Di-E-GSSG disulfide bond is
cleaved releasing proximity constraints and enhancing fluorescence (Raturi et a. 2007).
As shown in Figure 2, the probe aone €elicited a weak fluorescence, probably due to
non-complexed eosin. Also, it is clear that dormant macrophages present thiol reductase

activity, athough it corresponds to an insubstantial enzymatic cleavage of Di-E-GSSG.
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However, when macrophage suspensions were incubated with native LDL, thiol
reductase activity was weskly increase, even it was nt statistically significant when
compared to dormant cells. Remarkably, ox-LDL triggers a strong thiol reductase
activity, about 1.5 times that found in unstimulated macrophages and the immune
complex ox-LDL/anti-ox-LDL was able to €licit the larger detectable enzymatic
activity, reaching three times thiol disulfide bound cleavage. To test thiol reductase
activity, DTNB and bacitracin, two PDI inhibitors have been added to medium assays,
whose results are showed in Figure 3. Both compounds led to decreased of E-GSH
appearance from Di-E-GSSG rupture, pointing to enzyme PDI as the main responsible

by thiol reductase activity.

4.Discussion

Atherosclerotic plagues contain almost all the major cellular components of the
innate and adapted immune systems, such as lymphocytes, macrophages and dendritic
cells, which recognize and react with atherogenic antigens, e.g., oxLDL (Geng and
Jonasson, 2011). Ox-LDL is a proatherogenic lipoprotein, accumulating in the vascular
wall and contributing to the pathogenesis of vascular dysfunction early in the
development of atherosclerosis. Enhanced serum levels of ox-LDL, as well as
antibodies against its epitopes, are predictive for endothelial dysfunction and coronary
heart disease. ROS/RNS over production is a central factor in the worsening of this
pathological condition, mainly via activation of the diverse NADPH oxidase isoforms

(Galle, et al., 2006, Rueckschloss, et al., 2001, Azumi et a., 2002 ).
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Ox-LDL seems to be an immunogenic molecule that stimulates the induction of
anti-ox-LDL antibodies (Fukumoto et al., 2000; Geng and Jonasson, 2011). These
antibodies are exceptional among the autoantibodies prevalent in atherosclerosis: on the
one hand, a correlation was found between the existence and titers of anti-ox-LDL
antibodies and the extent of atherosclerosis and inflammatory variables (Collen, 2001).
Complexes ox-LDL/IgG significantly enhanced ox-LDL uptake by macrophage and
suggest that autoantibodies cross-reactive with ox-LDL may provide a pathogenic
mechanism for accelerated atherosclerosis (Shoenfeld et a., 2004). On the other hand,
experimental data indicate that anti-ox-LDL antibodies may be protective (Shoenfeld et
al., 2004; Fukumoto et a., 2000, Pengo, 2008; Garrido-Sanches et al., 2009; Lobo et d.,
2011).

Phagocytic Nox2 is an important source of oxidants in inflammatory conditons
(Rueckschloss et al., 2001, Azumi et a., 2002). The oxidase activity is triggered
through assembly of diverse components that migrates from cytosol and granules to
phagossoma membrane. Among the different compounds described as Nox2 and
analogous oxidases inhibitors, are thiol oxidants, such as N-ethylmaleimide and
phenylarsine oxide, a sulfhydryl reagent for thiol groups, such inhibition mechanism is
preventing assembly of the oxidase complex (El-Bennaet al., 2010).

The chaperone PDI, which has on the active site the CXXC sequence, acts as an
effective modulator of the thiol redox state of cell membranes (Siems et al., 1997;
Wilkinson and Gilbert, 2004; Santos et al., 2009; Margaritis et al., 2010). In this place,
to where PDI migrates from ER after signal peptide KDEL cleavage, the protein
presents remarkable reductase activity (Raturi et a., 2007). Our goal was to investigate
the interaction between PDI reductase activity and Nox2 activities in macrophages

stimulated by ox-LDL and the immune complex ox-LDL/anti-ox-LDL antibodies.
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The regulation of Nox2 activity is made possible primarily by two distinct
mechanisms. (i) separation of the oxidase subunits into distinct subcellular
compartments during the resting state and (ii) modulation of reversible protein-protein
interactions between them (Groemping and Rittinger, 2005). Therefore, factors that
affect the assembly of subunits and conformational changes to their structure have a
central role in the control of the respiratory burst.

Previous reports have shown by western blot analysis that PDI in macrophages
is closely associated with the phagosome membrane, where the Nox2 subunit
cytochrome bssg is found. In smooth muscle cells, PDI was also found in the membrane
fraction, and immunofluorescence assays disclosed a spatial colocalisation of PDI and
NADPH oxidase subunits (Santos et al., 2009). We therefore investigated macrophages
membrane PDI activity by probing the reductase action of this chaperone.

We show here that ox-LDL and the complex ox-LDL/anti-ox-LDL trigger robust
macrophage respiratory burst. Parallel, the reductase PDI activity, that occurs discretely
on dormant macrophages, is strongly elicited by the same stimuli, suggesting matched
events in phagocytes. Dithiol oxidoreductases, especially those belonging to the
thioredoxin superfamily, are known to be important in redox signalling mechanisms
(Arrigo, 1999; Clissold and Bicknell, 2003; Wilkinson and Gilbert, 2004). Within the
thioredoxin superfamily, PDI and their analogues catalyse isomerisation reactions,
rearranging the positions of disulfide bonds through repeated cycles of oxidation and
reduction (Ferrari and Soling, 1999; Noiva, 1999; Ellgaard and Ruddock, 2005).
Leukocytes, despite their short half-life and low levels of ribosomes and ER, abundantly

express PDI and release it in soluble form when stimulated (Bassuk et al., 1990).
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It is important to note that the two macrophages responses, respiratory burst and
PDI activity, emerged synchronously in response to ox-LDL aone or to complex ox-
LDL/anti-ox-LDL .

It is well known that the respiratory burst elicits intracellular production of
radicalar species that act as second messengers to dlicit specific biochemical pathways
implicated in the triggering and maintenance of Nox2 activity (Dahlgren and Karlsson,
1999). This specific event might be responsible by changes in redox state in stimulated
macrophages, alowing PDI release from ER to membrane, in order to sustained Nox2
assembly.

In summary, our results show that ox-LDL and immune complex ox-LDL/anti-
ox-LDL antibodies stimulate Nox2 activity and PDI reductase activity on macrophages
phagocytic membrane, point out to synchronized events. Taken together, these results
point to an immunogenic action of ox-LDL aone or complexed to respective antibodies

that resulting in worsening of oxidative stress state linked to atherosclerosis.
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Figure Captations

Figure 1. Partia isolation and immune characterization of polyclona anti-ox-LDL
antibodies. A. Eletrophoretic analysis of antibody samples obtained from ammonium
sulphate precipitation and glutaraldenyde methodology (lane 2); chromatographic
isolation (lane 3); chromatographic isolation followed by glutaraldehyde methodology
(lane 4); standard IgG (lane 5). Lane 1 refers to molecular weight markers (kDa). B.
Western blotting analysis using as primary antibodies anti-ox-LDL (1:5,000) obtained
from chromatographic isolation followed by glutaraldehyde methodology. Lane 1.
human ox-LDL copper-oxidized (20 nug), Lane 2: native human LDL (20ug). Secondary
antibody used was peroxidase labeled (1:5,000) and ECL® detection reagents (GE

Healthcare).
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Figure 2. Fluorescence emission (I ec=521nm, | ¢n=542nm) due to PDI activity on
macrophage suspensions (10° cells/ml). Experimental group 1 refers to fluorescent
probe Di-E-GSSG aone. Cells were maintained on resting state (experimental group 2)
or triggered with native LDL (experimental group 3), ox-LDL (experimental group 4) or

complex ox-LDL/anti-ox-LDL antibodies (experimental group 5). All stimuli were used

6
in identical concentrations (50ug/10 native LDL, ox-LDL, complex ox-LDL/anti-ox-
LDL antibodies/ macrophages) and the results were related to dormant cells and shown
as mean xs.d. at least from three independent experiments performed in triplicate.

*p<0.01. **p< 0.05.

Figure 3. PDI inhibitor effect on fluorescence emission by macrophages suspensions.
Phagocytes (10° cells/ml) received bacitracin (2mM) or DTNB (2.5mM) additions
before native, free or complexed ox-LDL. Cells were maintained on resting state or
triggered with complex ox-LDL/anti-ox-LDL antibodies (50ug/10° cells) after
bacitracin or DTNB incubation (15 min, 37°C) and Di-E-GSSG added to verify
macrophage PDI activity. Experimental samples. .Di-E-GSSG (experimental group 1);
Di-E-GSSG + cells (experimental group 2); .Di-E-GSSG + cells + complex ox-
LDL/anti-ox-LDL antibodies (experimental group 3); Di-E-GSSG + cells + Bacitracin
+ complex ox-LDL/anti-ox-LDL antibodies (experimental group 4); Di-E-GSSG +
cells + DTNB + complex ox-LDL/anti-ox-LDL antibodies (experimental group 5).
Results were related to dormant cells and shown as mean +s.d. at least from three

independent experiments performed in triplicate. *p< 0.05. **p< 0.01
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Table 1. Superoxide anion relase by inflammatory macrophafes under atherogenic
stimuli. Native human LDL, ox-LDL aone or antibodies-complexed were used as

triggering agents. NADPH oxidase activity was monitored through citochrome c

reduction (550 nm).

Macrophages stimuli 0O, relase
(50ug/10 cells) (nmol/min/10° cells)
None n.d.

Native LDL 2.8+0.65

Ox-LDL 39.7+1.14°
Ox-LDL/anti-ox-LDL complex 107+1.16°

Results are expressed as meants.d. from three experiments performed in triplicate.
Statistical analysis were performed by comparing results from ox-LDL and from ox-

LDL/anti-ox-LDL complex to native LDL. N.d.=not detectable.  p<0.01.
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