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RESUMO

Estudos recentes sugerem que a histidina, um aminoécido essencial, contribui para a
modulacdo da resposta imune por meio de sua capacidade antioxidante e anti-
inflamatoéria atuante em células como os macréfagos. Na imunidade do sistema
nervoso central, os macrofagos denominados de micréglia desempenham um papel
protetivo essencial em quadros de neuroinflamacao como na Doenca de Parkinson e
na Doenca de Alzheimer. Um ativador de macrofagos é o LPS (Lipopolissacarideo) €
uma endotoxina presente na membrana externa de bactérias gram negativas. A
doenca de Alzheimer (DA) € uma doenca neurodegenerativa caracterizada pela
disfuncdo sinaptica e morte neuronal. Baseado nesta premissa, este trabalho
objetivou explorar os efeitos imunomoduladores da histidina em cultivos celulares de
macroéfagos ativados com LPS e, assim, identificar novas possibilidades terapéuticas
para atenuar a inflamacdo neuronal. Desta forma, a utilizacdo de histidina poderia
reduzir a inflamacéo da micrdglia, modulando a resposta imunolégica e, até mesmo,
retardando a degeneracdo neuronal associada a patologias neuroinflamatorias. Para
tanto, foi utilizada uma linhagem comercial de macréfagos cultivadas em meio RPMI
com 10% de SFB e mantidas em estufa de CO.a 37°C. Nestas células foram testadas
diferentes concentragdes de LPS para avaliagao da viabilidade celular via ensaio de
MTT, a fim de padronizar a melhor dosagem para testes posteriores. Para a analise
por Espectroscopia de Raman, as células foram tratadas com diferentes
concentracbes de histidina. Dos resultados obtidos até entdo, destaca-se a
concentracdo de 0,001 mg/mL de LPS para ativacdo dos macréfagos, visto que a
ativacao celular foi a mais eficaz, sem causar dano as células. A espectroscopia de
Raman apresentou que a histidina atua positivamente na resposta pré-inflamatéria
dos macréfagos. Conclui-se, preliminarmente, que a concentracdo 0,001 mg/mL de
LPS é satisfatoria para ativagdo dos macrofagos sem comprometer as células e que
a histidina altera a leitura dos macrofagos, das concentracfes testadas a de 1% foi a
mais impactante, porém tais concentracdes ndo sdo ideiais como tratamento da
Doenca de Alzheimer.

Palavras-chave: macréfagos, inflamacéo, micréglia, anti-inflamatério.



ABSTRACT

Recent studies suggest that histidine, an essential amino acid, contributes to the
modulation of the immune response through its antioxidant and anti-inflammatory
capacity in cells such as macrophages. In central nervous system immunity,
macrophages known as microglia play an essential protective role in
neuroinflammatory conditions such as Parkinson's disease and Alzheimer's disease.
One macrophage activator is LPS (Lipopolysaccharide), an endotoxin found in the
outer membrane of gram-negative bacteria. Alzheimer's disease (AD) is a
neurodegenerative disease characterized by synaptic dysfunction and neuronal death.
Based on this premise, this study aimed to explore the immunomodulatory effects of
histidine in cell cultures of macrophages activated with LPS and thus identify new
therapeutic possibilities to attenuate neuronal inflammation. In this way, the use of
histidine could reduce inflammation in microglia, modulating the immune response and
even delaying neuronal degeneration associated with neuroinflammatory pathologies.
To this end, we used a commercial strain of macrophages cultured in RPMI medium
with 10% SFB and kept in a CO2 oven at 37°C. Different concentrations of LPS were
tested on these cells to assess cell viability via the MTT assay, in order to standardize
the best dosage for subsequent tests. For analysis by Raman spectroscopy, the cells
were treated with different concentrations of histidine. Of the results obtained so far,
the concentration of 0.001 mg/mL of LPS for macrophage activation stands out, since
cell activation was the most effective, without causing damage to the cells. Raman
spectroscopy showed that histidine acts positively on the pro-inflammatory response
of macrophages. It is preliminarily concluded that the 0.001 mg/mL concentration of
LPS is satisfactory for activating macrophages without compromising the cells and that
histidine alters the macrophage reading, of the concentrations tested, 1% was the most
impactful, but such concentrations are not ideal as a treatment for Alzheimer's disease.

Keywords: macrophages, inflammation, microglia, anti-inflammatory.
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1 INTRODUCAO

A Histidina (HIS) € um aminoacido essencial, ou seja, deve ser consumido na
dieta, através de alimentos de origem animal, soja, leguminosas e nozes. Atua em
processos fisioldgicos por suas interacbes citoprotetoras (Holeck, 2020). A
manipulacéo dos niveis de histidina tem sido explorada como estratégias terapéuticas
para o tratamento de patologias inflamatorias (Li et al., 2020). E é metabolizada pelas
células imunes para histamina pela agcéo (Siqueira et al., 2014).

Os macroéfagos especificos do sistema nervoso central (SNC) séo a “microglia”,
fazendo parte da imunidade inata. Possui funcdo fagocitaria circulante pelo
parénquima cerebral, em resposta a neuroinflamacéo tanto de fase aguda quanto de
fase cronica em patologias como a Doenca de Alzheimer (Bridlance; Thion, 2023;
Heneka et al., 2015; Jevtic et al., 2017; Li et al., 2019; Machado; Carvalho; Rocha
Sobrinho, 2020; Madore et al.,, 2022; Martins, 2018; Minter; Taylor; Crack, 2016;
Neher; Neniskyte; Brown, 2012; Yang, 2019).

O LPS (Lipopolissacarideo) € uma endotoxina localizada ha membrana externa
de bactérias do tipo gram negativas. Ativa os macréfagos pela ligacdo a sua proteina
ligante de LPS (denominada LBP) e interacdo com o CD14 (proteina da superficie
externa da membrana), é considerado também neurotéxico (Gongalves, 2017).

A Doenca de Alzheimer (DA) por sua vez, € denominada como um disturbio
neurodegenerativo irreversivel, sendo a perda progressiva dos neurénios colinérgicos,
e um grave problema de sadde no mundial, também é classificada como
neuroinflamatdria na qual o sistema imune atua (Martins, 2018; Masters et al., 2015,
Muszynski et al., 2017; Blennow et al., 2015; Sarlus; Heneka., 2017).

A histidina periférica atua na resposta imune com um modulador
neuroinflamatorio, tendo um importante papel na microglia, na homeostase com a
regulacdo do pH e na modulacdo de LPS, induzindo a sintese de citocinas anti-
inflamatorias (Frick et al., 2016).

Porém de acordo com a revisdo de literatura ndo ha estudos prévios para
conhecermos em quais concentracdes a histidina pode modular a resposta imune em
modelo de macrofagos in vitro, para sabermos a concentragdo que melhor apresenta
beneficios para ser utilizada como um tratamento, como um agente anti-inflamatoério

em patologias de caracter neurodegenerativo, como o caso da Doenca de Alzheimer.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 A HISTIDINA E SUAS CARACTERISTICAS

A histidina € um aminoécido essencial para os seres humanos, obtido
principalmente através de alimentos de origem animal, soja, leguminosas e nozes.
Essencial na infancia devido as suas propriedades bioquimicas, a histidina existe em
duas formas: a L-histidina (L-HIS), que é biologicamente ativa e converte-se em
histamina, e a D-histidina (D-HIS) (Berton, 2015; Mahl, 2018).

A L-HIS é catalisada pela enzima L-histidina descarboxilase (HDC), processo
iniciado pela expressdo da HDC nas células (mastocitos, basofilos e macrofagos)
induzido por citocinas inflamatoérias, como IL-13, TNF-a e IFN-y, assim como por
produtos microbianos, como lipopolissacarideos (LPS) (Siqueira et al., 2014). Em
seguida a L-HIS é captada do meio extracelular para o intracelular, onde a HDC atua
sobre a histidina, removendo seu grupo carboxila (-COOH) e resultando na formacéo
de histamina e diéxido de carbono (CO,) como subproduto (Poluha; Grossmann,
2018).

A histamina que por sua vez, é uma amina biogénica que regula processos
inflamatérios e a resposta imune, por receptores especificos (H1, H2, H3, H4),
modulando fun¢Bes como secrecdo gastrica, resposta alérgica e neuroregulacédo
(Parsons; Ganellin, 2006; Siqueira et al., 2014).

2.1.1 Efeitos Benéficos da Histidina

A suplementagdo com histidina demonstrou efeitos benéficos na regulacéo do
crescimento celular e na protecdo contra danos induzidos por estresse oxidativo,
auxiliando na modulagéo da resposta inflamatoria (Deng et al., 2021; Li et al., 2020).

Também é relevante para a regulacdo da sintese de amonia e transurocanato,
funcionando como uma enzima citosolica localizada principalmente na pele e no
figado, com uma concentracdo que varia de 1 a 4 Mm (Brosnan; Brosnan, 2020;
Dadova; Galan; Davis, 2018).
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2.2 O SISTEMA IMUNOLOGICO E SUA FORMACAO

A hematopoiese € nome dado ao complexo processo de formacao de todas as
células sanguineas, sendo as células-tronco hematopoiéticas (CTHs) sua base de
formacao, originando principalmente da medula 6ssea (Abbas; Litchaman; Pillai, 2022;
Laurenti; Gottegens, 2018; Orkin; Zon, 2008).

O sistema imune é dividido em imunidade inata, que € constituida por células
(neutrdfilos, macréfagos, eosinofilos, basoéfilos e células dentriticas), tecidos e
moléculas e imunidade adaptativa (composta pelas células T e B) (Abbas; Litchaman;
Pillai, 2022; Chaplin, 2010; Murphy et al., 2016).

2.2.1 Diferenciacao dos Macrofagos

Os macroéfagos sédo parte da imunidade inata, da linhagem mieloide, tendo
como precursor 0os mondcitos. Atuam por fagocitacdo de patdgenos e de células
mortas, importantes na reparacdo tecidual e em processos fisiopatologicos, sendo
diferenciados em M1 e M2 (Abbas; Litchaman; Pillai, 2022; Ribeiro, 2021).

Os macrofagos M1 sdo caracterizados pela producao elevada de citocinas proé-
inflamatdrias, que incluem interleucinas e fatores de necrose tumoral. Estes
macréfagos desempenham um papel crucial na resisténcia contra patdégenos, com
propriedades microbicidas e ativacdo de respostas imunes do tipo Thl, sua ativacao
€ chamada de classica (Abbas; Litchaman; Pillai, 2022; Ribeiro, 2021).

O fendtipo M1 é induzido pelo LPS, por interferon-gama (IFN-y) e pelo
denominado fator estimulador de col6nias de granulécitos e macrofagos (GM-CSF).
Os M1 secretam citocinas, IL-13, TNF (fator de necrose tumoral), IL-12, IL-18 e IL-23,
além de atrairem células Th1l por meio das quimiocinas CXCL9 e CXCL10 (Abbas;
Litchaman; Pillai, 2022; Delavary et al., 2011; Ginhoux et al., 2016; Lee, 2019; Martinez
et al, 2020; Ribeiro, 2021).

Sua expressao fenotipica por sua vez apresenta altos niveis do complexo
principal de histocompatibilidade classe Il (MHC II), das moléculas coestimuladoras
CD80, CD86 e CD68. Os M1 a partir da L-arginina ativam a 6xido nitrico sintase
indutivel (INOS) para a sintese de 6xido nitrico (NO). E em patologias, os M1 estao

presentes tanto no inicio quanto na manutencédo da inflamacéo (Abbas; Litchaman;
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Pillai, 2022; Ribeiro, 2021).

Os M2 (de ativacdo alternativa) atuam controlando infec¢cbes de parasitas
principalmente helmintos e de fungos, sdo remodeladores teciduais. A inducdo do
fendtipo M2 é provocada pela ativacdo de infec¢des fungicas e/ou parasitarias,
complexos imunolégicos, células apoptoticas, fator estimulador de colénias de
macrofagos (MCSF), e citocinas como IL-4, IL-10, IL-13 e TGF-B (Abbas; Litchaman;
Pillai, 2022; Lee, 2019; Ribeiro, 2021).

Sao subdivididos em quatro subtipos: M2a, M2b, M2c e M2d. Sendo o M2a
mediado pelas IL-4, IL-13 ou infeccbes causadas por fungos e helmintos. O M2b é
mediado pelos ligantes do receptor de IL-1, complexos imunes e pelo LPS. O M2c é
mediado pelas IL-10, TGF-f e glicocorticoides. E por ultimo M2d é mediado pelas IL-
6 e adenosina (Abbas; Litchaman; Pillai, 2022; Mantovani et al.,2004; Tamas, 2015;
Ribeiro, 2021).

A expressao fenotipica dos M2 é caracterizada pela alta sintese de IL-10, de
receptores eliminadores de manose e galactose, e baixos niveis de IL-12, IL-2, IL-23,
IL-1B e caspase-1, além de secretarem quimiocinas do tipo CCL17, CCL22 e CCL24
(Abbas; Litchaman; Pillai, 2022; Delavary et al., 2011; Lee, 2019; Ribeiro, 2021).

Para iniciar o processo inflamatério e a defesa, os macrofagos possuem
receptores de reconhecimento padrao (RRP) como os PAMPs (padrdes moleculares
associados a patégenos) e DAMPs (padrées moleculares associados a dano), esses
receptores possibilitam a identificagcdo de substancias potencialmente patogénicas
aos tecidos, alertando as células de defesa que iniciam a resposta imune (Abbas;
Litchaman; Pillai, 2022; Heneka; Kummer; Latz, 2014; Trudler; Farfara; Frenkel,
2010).

2.3 O LPS — LIPOPOLISSACARIDEO

O LPS é uma endotoxina localizada na membrana externa de bactérias gram-
negativas. Em pesquisas laboratoriais, o LPS é amplamente utilizado como um agente
inflamatorio para estudar mecanismos de inflamacdo e resposta imune (Liu et al.,
2022; Kumar et al., 2021; Huang et al., 2020).

Seu papel na indugdo de processos inflamatérios é bem documentado e

envolve uma complexa interacdo com o sistema imunoldgico (Liu et al., 2022; Kumar
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et al., 2021; Huang et al., 2020; Zhang et al., 2019; Li et al., 2018).

2.3.1 Mecanismo de Ativacao Inflamatoria

A ativacao inflamatoéria pelo LPS comega com a sua ligagdo a proteina ligante
de LPS (LBP), que facilita a transferéncia do LPS para o0 CD14 presente na membrana
dos mondcitos e macréfagos, uma glicoproteina expressa na superficie de monaocitos
e macréfagos (Bascones, et al., 2009; Barbeiro, 2009).

Esta interacdo € crucial para o reconhecimento do LPS e a subsequente
ativacdo da via inflamatéria (Bascones, et al., 2009; Kumar et al., 2021; Hayashi;
Masaka; Ishikawa, 1999; Huang et al., 2020).

2.3.2 Impactos do LPS no Sistema Nervoso Central

O LPS é utilizado para induzir modelos experimentais de neuroinflamacéo. A
inflamacé&o induzida pode levar a neurodegeneracdo de neurénios dopaminérgicos,
fazendo com que o LPS seja classificado como uma neurotoxina (Goncalves, 2017;
Huang et al., 2020; Liu et al., 2022).

A ativacdo da micréglia e a subsequente producdo de citocinas inflamatérias,
como TNF-a e interleucinas, desempenham um papel significativo nas doengas
neurodegenerativas, incluindo a Doenca de Parkinson e a Doenca de Alzheimer (DA).
O LPS, portanto, € uma ferramenta importante para estudar-se os mecanismos ligados
a neuroinflamacao e para testar a viabilidade de possiveis novos tratamentos (Liu et
al., 2022; Huang et al., 2020; Heneka et al., 2013).

2.4 A DOENCA DE ALZHEIMER

A Doenca de Alzheimer é caracterizada pela degradacdo progressiva das
sinapses, tendo seu inicio no hipocampo e progredindo paras as regides laterais e
parietais, iniciando os sinais e levando a morte do cértex cerebral (Martins, 2018;
Sumsuzzman et al., 2022; Alzheimer's Disease International, 2022).

De acordo com a Alzheimer Disease International (ADI), atualmente ha mais de

55 milhdes de individuos afetados, tornando o Alzheimer a causa de deméncia mais
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comum, acredita-se que tal estatistica duplicara em 20 anos (ADI, 2022).

2.4.1 As AlteracOes Fisiopatologicas Caracteristicas do Alzheimer

Acredita-se que a neuroinflamagao é causada pela agregacao de 3 amildide
(AB) das placas senis e a da proteina Tau nos emaranhados neurofibrilares (ENF),
porém nao foi confirmado se a inflamacao é a causa da DA, ou se € uma resposta de
defesa do sistema imunol6gico do SNC, composta pelos astrdcitos e pela microglia
(Bittencourt; Miller, 2021, Vergallo et al., 2020; Zhang et al., 2013).

Portanto, tratamentos voltados para inflamacéo poderiam apresentar melhoras
significativas nos sintomas e no avancgo da patologia (Merighi et al., 2022; Sarlus;
Heneka, 2017).

A Figura 1 apresenta a esquerda uma ilustracdo de um cérebro saudéavel, no
qual os sulcos e giros sdo de tamanho regular. J& a direita, ilustra um cérebro com
DA, na qual em razdo da neurodegeneracéao, os giros diminuem de tamanho em razao

da perda de neurdnios, e o sulcos e ventriculos se tornam maiores.

Figura 1. Comparacao cérebro saudavel com cérebro DA.

Cértex cerebral: O Cértex cerebral degenera,
Responsavel pela linguagem danificando as areas responsaveis
e processamento de pelo pensamento, planeamento e
informagdo. recordagdes.
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liquido cefalorraquidiano,

| aumentando de tamanho,

Hipocampo:
Responsavel pela
formac8o de novas
memaorias.

O Hipocampo degenera
severamente.

Cérebro Cérebro AD
saudavel

Fonte: Cruz-Lopes, et al., 2022.
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2.4.2 Sintomatologia do Alzheimer

Os sintomas do Alzheimer geralmente comecam de forma silenciosa e
progridem lentamente, fazendo com que 0s primeiros sinais e sintomas surjam
somente anos ou até décadas apos o inicio da doenca, 0 que torna seu tratamento
mais dificil (Alzheimer’s Association, 2022; Sumsuzzman et al., 2022; Martins, 2018).

Os principais sinais sdo: a perda de memoria, iniciando pelos acontecimentos
mais recentes e avangando para as memorias de longo prazo; a desorientagdo, a qual
0S pacientes ndo reconhecem mais o ambiente onde se encontram, ou seja, perdem
a nocao do espaco-tempo; as dificuldades cognitivas e de execucdo, as quais a
linguagem, raciocinio légico e tarefas cotidianas sdo prejudicadas; as alteracdes
comportamentais, de humor; o desenvolvimento de ansiedade, por comportamentos
agitados e até agressivos e sintomas de depressdo (Alzheimer’s Association, 2022;
Sumsuzzman et al., 2022; Martins, 2018).

2.4.3 Formas de Tratamento

Até o0 momento, ndo ha cura para a DA, mas os tratamentos sdo variados,

focados em amenizar os sintomas e tentar retardar o progresso da doenca como:

- Medicamentos: inibidores da acetilcolinesterase, como donepezila,
rivastigmina e galantamina, que agem para tentar melhor a funcdo cognitiva e a
qualidade de vida. O memantina, um antagonista do receptor NMDA (N-metil-D-
aspartato) também é usado para tratar sintomas moderados a graves da doenca
(Cummings et al., 2019).

- Tratamentos Nao Farmacoldgicos: terapias, atividades cognitivas,

programas que fornecem suporte familiar (Sperling et al., 2020).

- Pesquisa em Novos Tratamentos: abordagens como imunoterapia para
eliminar placas de beta-amiloide, terapias atuantes na proteina tau, antiestresse

oxidativo e anti-inflamatérios (Sperling et al., 2020).
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2.4.4 O Alzheimer e a Microgia

Micréglia sendo especifica da regido do SNC, no qual circula pelo parénquima
cerebral; é ativada em casos de neuroinflamacdo, atuando na fase aguda e
permanecendo na fase cronica (Abbas; Litchaman; Pillai, 2022; Bridlance; Thion,
2023; Heneka et al., 2015; Jevtic et al., 2017; Li et al., 2019, Madore et al., 2022;
Machado; Carvalho; Rocha Sobrinho, 2020; Martins, 2018; Masuda et al., 2019;
Minter; Taylor; Crack, 2016; Neher; Neniskyte; Brown, 2012; Yang, 2019).

Em processos de neurodegeneracao, de lesdes ou infecgdes cerebrais, sdo 0s
RRPs o0s responsaveis pela ativacdo da microglia para defesa das regibes
danificadas, fagocitando os fragmentos e ativando os MHCs estes por sua vez, sao
receptores localizados na membrana celular e outros receptores complementares,
liberando citocinas pro-inflamatérias que iniciam a neuroinflamacdo (Abbas;
Litchaman; Pillai, 2022; Block; Zecca; Hong, 2007; Johnson et al., 2021; Sereniki; Vital,
2008).

Essa ativacdo pode se mostrar benéfica em situacdes de dano agudo, ou seja
de curto prazo. Mas a ativacdo crbnica, que por sua vez € de longo prazo, esta
associada a varias doencas neurodegenerativas, incluindo a Doenca de Alzheimer
(Abbas; Litchaman; Pillai, 2022).

A Figura 2 demonstra como a micréglia € ativada pelos agregados fibrilares de
AB, apos a ativagao ocorre a liberagao de citocinas proé-inflamatérias, quimiocinas,
EROs (espécie reativa de oxigénio) também chamados de radicais livres, e por altimo
a figura demonstra o acumulo de glutamato, neurotransmissor excitatorio do SNC,
sinalizando a NMDA (N-metil-D-aspartato) que causa uma neurotoxicidade, que atua

na AB, gerando um ciclo inflamatdério e levando ao quadro de DA.
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Figura 2: A micréglia e a ativacdo do Alzheimer.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

o Avaliar os efeitos da histidina em cultura de macrofagos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar a melhor concentracdo de LPS para a ativacdo de macrofagos in

vitro para simular a microglia.

. Analisar o perfil molecular intracelular dos macrofagos apoés tratamento com

diferentes concentragdes de histidina pela Espectroscopia de Raman.

. Avaliar se a histidina pode ser utilizada como tratamento para a Doenca de

Alzheimer.
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4 MATERIAIS E METODOS

A maioria dos materiais encontravam-se disponiveis pelo Departamento de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG), Ponta

Grossa, Brasil.

. Macréfagos J774: linhagem de macréfagos de camundongos BALBI/c,
estocados a -80°C (ATCC, EUA).
. Lipopolissacarideo — LPS armazenado em Eppendorf de 10 pL a -20°C;

adquirido em parceria com o Departamento de Farmacologia da Universidade Federal
do Parana (UFPR), Curitiba, Brasil;

. Placas de pocos para cultura celular (TPP, Suica).

) Frascos para cultivo celular 150 mL com tampa com filtro, disponiveis no
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UEPG, Ponta Grossa, Brasil;

) Meio de cultivo RPMI 1640 (Vitrocell ®, Brasil);

. Soro fetal bovino - SFB (NovaBiotecnologia ®, Brasil);
) Tripsina (Vitrocell, Brasil);
) MTT - disponibilizado pelo Laboratério de Biologia do Departamento de

Pos-Graduacao em Ciéncias Bioldgicas, UEPG, Ponta Grossa, Brasil;

. Histidina em p6 - em estoque;

. Brazol foi doado pelo Laboratério de Biologia Celular;

) DMSO (LGC Biotecnologia®, Brasil);

. Balangca graduada Quimis: fornecida pela AAKERA Solutions Ltda.,
Porto Alegre, Brasil; do Laboratério de Biologia do Departamento de Pés-Graduacgéo
em Ciéncias Bioldgicas, UEPG, Ponta Grossa, Brasil,

. Microscopio invertido (Carl Zeiss ®);

o Estufa Sanyo Scientific, Modelo COM-19AIC (UV): Osaka, Japao;

. Cilindro de di6xido de carbono: White Martins, Gases Industriais, Ponta
Grossa, Brasil;

. Cabine de Fluxo Laminar BioSafe Plus A2 adquirido de Grupo Veco®,

Campinas, Brasil;
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. Espectroscopia de Raman: Equipamentos Horiba / Xplora Plus e Bruker
| SENTERRA; Complexo de Laboratérios Multiusuarios (C-LABMU), UEPG, Ponta
Grossa, Brasil;

. Centrifuga disponivel no Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da
UEPG, Ponta Grossa, Brasil.

. Pipeta automética adquirida de KASVI®, BR

4.1 CULTIVO CELULAR PARA ATIVIDADES EXPERIMENTAIS

Realizou-se o0 cultivo de macrofagos da linhagem J774 em meio
RPMI enriquecido a 10% com Soro Fetal Bovino (SFB) - amostras. Todo o
experimento foi realizado dentro de um ambiente estéril em uma cabine de fluxo
laminar (esterilizada com alcool 70% e 20 minutos de UV antes e apds 0 uso).

As células foram mantidas em estufa de dioxido de carbono (CO2) na
concentracdo de 5% e na temperatura de 37°C, sendo 0 meio substituido de acordo
com a confluéncia celular. A Figura 3 apresenta, a esquerda uma amostra recém
preparada, e a direita a parede de aderéncia preenchida (100% de confluéncia),
como é possivel visualizar pelo microscopio 6tico conforme a Figura 4, na qual se
vé 0s macréfagos aderidos e aglomerados e ao centro da imagem macréfagos em
duplicagéo.

Figura 3: Amostras celulares recém feita e pos incubacao.

Fonte: A Autora.
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Figura 4. Campos de macréfagos aglomerados e em processo de multiplicagéo.

Fonte: A Autora.

4.2 CONTAGAEM PARA O PLAQUEAMENTO

Para realizacdo de novas amostras de células ou contagem, 0 meio era
removido por aspiragdo e posteriormente adicionado 5 mL de tripsina para remogao
das células da parede de aderéncia, a tripsina foi neutralizada com 10 mL de RPMI.

O volume total de tripsina e RPMI foi transferido para um tubo Falcon e
centrifugado. Apés a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o precipitado
celular homogenizado com RPMI, desse volume foi coletado uma aliquota
depositada sobre a Camara de Neubauer e levado ao microscépio 6tico invertido,
como é visto na Figura 5.

Apbs a contagem aplicou-se a seguinte formula:

N° células por mL = n° total de células x 10* x diluicio (mL)

n° de quadrantes (4)

Fonte: OLIVIERA, 2020
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Figura 5 : Macrofagos J774 vistos na Camara de Neubauer.
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Fonte: A Autora.

4.3 PLAQUEAMENTO PARA O TESTE DE VIABILIDADE CELULAR (MTT)

ApOs a contagem, transferiu-se as células homegenizadas com meio para uma
placa de pogos contendo meio de cultivo. A concentracdo de LPS foi estabelecida com
base na literatura de Freeman et al., 2010. ApGs 24 horas de incubacgéo, a placa foi

analisada macroscopicamente e preparada para analise em MTT.

A placa foi divida em colunas com diferentes contetdos e finalidades (todas em
triplicata). As primeiras e as Ultimas para controle de qualidade, e colunas centrais
contendo LPS em concentragdes de 0,0005 mg/mL, 0,001 mg/mL e 0,00125 mg/mL

respectivamente para os volumes totais de 200 pL.

4.4 PREPARO DOS MACROFAGOS PARA O ENSAIO DE MTT

Apbs 24 horas de incubagédo, o contetdo dos pocos foi totalmente removido e
a partir do MTT 0,5 mg/mL em solugéo, foram adicionados 200 pL em cada poco
deixando-se agir por 1 hora na estufa de COza 37°C. A Figura 6 apresenta em A 0
MTT recém adicionado, em B e em C a analise macroscopica, onde € visto a alteracao
da coloragéo de roxo para amarelo, e em D a pela microscopia para analisar a morte

celular (células escurecidas) e a degradacgdo dos cristais. A placa foi encaminhada
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para leitura, realizada por espectrofotometria, na leitura de 550 nm.

Figura 6: Macro e microscopia do Ensaio de MTT.

4.5 PREPARO PARA A ANALISE POR ESPECTROSCOPIA DE RAMAN

Para a analise de Raman foram realizados 3 novos cultivos de J774, em
amostras 20 mL totais. A histidina foi calculada para as concentragdes de 0,25%,
0,50% e 1%.

As amostras foram preparadas no momento de cada andlise, sendo extraido
manualmente da parede de cada garrafa uma aliquota de 10uL contendo as células e
0 meio, a qual foi depositada sob laminas de quartzo. Para a amostra de histidina, a
mesma foi triturada manualmente até a consisténcia de po, para perder a cristalizacédo
e melhorar a leitura pelo equipamento.

As leituras foram realizadas aplicando-se 0s seguintes parametros
Espectroscopia de Raman:

e Poténcia do feixe (mW): 0.2.
e Objetiva: 20X.
e Range do espectro: 50-5000 cm™?,

e Abertura utilizada (um): 25.
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e Comprimento de onda: 532 nm.

Na Figura 7 vé-se pela microscopia que, em A células vivas e em B como o
laser (ponto verde indicado pela seta) se posiciona no objeto de estudo para
possibilitar a analise.

Figura 7: Microscopia pela Espectroscopia de Raman.

Fonte: A Autora.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 RESULTADOS DO TESTE DE VIABILIDADE CELULAR

O ensaio de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difeniltetraz6liobrometo (MTT), ou
viabilidade celular por MTT é um ensaio colorimétrico que mede a atividade
metabdlica, avaliando a proliferacéo, viabilidade e citotoxicidade. Utiliza a reducéo de
sais de tetrazolio (de coloracdo amarela), juntamente com compostos de formazan (de

coloracgéo roxa) (Bochnie,Gregorio, Maciel, 2016; Stoddart, 2011; Mosmann, 1983).

Dessa forma, as células vivas e ativas degradam os sais de MTT, enquanto as
inativas e as mortas sao tingidas, tornando possivel medir a citotoxicidade de
compostos testados (Bochnie,Gregério, Maciel, 2016; Stoddart, 2011; Mosmann,
1983).

Freeman et al., 2010 utilizou concentracdes de LPS entre 0,1 e 1 pg/mL para
investigar respostas inflamatérias em macréfagos, a maior concentracao se mostrou
confiavel, porém, considerou-se importante testar concentracées maiores parater uma

variabilidade de resultados.

Dos resultados obtidos pela leitura da Densidade Otica pela espectrofotometria,
calculou-se a viabilidade celular, e obteve-se que a concentracao de 0,0005 mg/mL,
0,001 mg/mL e 0,00125 mg/mL de LPS apresentaram 180%, 198% e 121%
respectivamente, conforme o gréfico 1 a seguir ilustra. Indicando a concentracdo de
0,001 mg/mL de LPS como a mais viavel para os experimentos seguintes, pois agiu
sob os macrofagos ativando a resposta imunolégica de forma mais intensa que a

concentracéo inferior, mas sem danificd-los como a concentrac&o superior.
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Grafico 1: Resultados Viablilidade Celular por MTT.
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Fonte: A Autora.

5.2 RESULTADOS DA ANALISE POR ESPECTROSCOPIA DE RAMAN

O processo de andlise em Raman funciona pelo principio do espelhamento
inelastico de radiacdo por moléculas, sendo essas polarizadas por um laser, que é
incidido no objeto de estudo. Esse laser gera vibracdes das moléculas, gerando uma
imagem no qual cada pico corresponde a uma composi¢cdo quimica especifica
(Raman; Krishnan, 1928; Edmund, 2023; Springer, 2023).

Os resultados da andlise da histidina em pé se encontram no Grafico 2:
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Grafico 2: Resultados da analise de Histidina pela Espectroscopia.
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Fonte: Autora.

As bandas na regido de 290-310 cm™ que indicam vibracdes de estiramento
de ligacdes C-H em alcanos, presentes na cadeia lateral do anel imidazol, assim como
as da regiao de 500-600 cm™ de ligagbes C-C, 600-700 cm™ e C-H na regiao de 700-
1000 cm™ presentes estao associadas a estruturas ciclicas ou aroméaticas. As bandas
na faixa de 400-500 cm™ correspondem a vibracdes de ligacdes C-C ou C-H,
indicando a presenca de ligacdes simples entre atomos de carbono e hidrogénio na
estrutura molecular. A deteccao de bandas na regido de 2000-2100 cm™, geralmente
atribuidas a estiramentos de ligagcbes C=C, nao é tipica para a histidina indicando

impurezas ou artefatos instrumentais (Pinheiro, 2009; Smith; Dent, 2004).

Os resultados do meio RPMI se encontram na Grafico 3;
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Grafico 3: Resultados da analise de RPMI pela Espectroscopia.
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Fonte: Autora.

Os resultados da andlise do RPMI Puro foram que os picos na regido 500—700
cm™ indicam a presenca de ligacdes covalentes simples, como C-C ou C-O,
associadas a componentes estruturais basicos do meio. A intensidade em 3000—-3500
cm™ sugere pequenas quantidades de grupos O-H ou C-H, mas a baixa
complexidade do espectro reflete a necessidade de suplementagéo para suportar a

viabilidade celular (Pinheiro, 2009; Smith; Dent, 2004).

Os resultados da analise do meio de cultivo se encontram no Grafico 4:
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Grafico 4: Resultados da analise do meio de cultivo pela Espectroscopia.
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Fonte: Autora.

Os resultados da analise do meio de cultivo confirmam que a suplementacéo

com SFB resultou em um aumento moderado na regido de 500—-700 cm™, associado

a introducao de proteinas e compostos lipidicos do soro (Pinheiro, 2009; Smith; Dent,

2004).

Os resultados da analise dos macrofagos J774 se encontram no Grafico 5:
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Grafico 5: Resultados da analise dos macréfagos pela Espectroscopia.
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Fonte: Autora.

Os resultados da analise dos macrofagos J774 foram que a leitura em 500 cm™
pode ser atribuida a presenca de defeitos ou ligacdes heterogéneas no material. Ja as
leituras e a presenca da banda 2D reforcam a hip6tese de boa organizagéo estrutural,
mas com certo grau de desordem na amostra (Ferrari, 2007; Smith; Dent, 2004).

O resultado da leitura dos macrofagos sem interferéncia de histidina foi a base

para interpretacdo das analises com histidina em diferentes concentracoes.

Os resultados da andalise da histina 0,25% se encontram no Grafico 6:
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Grafico 6: Resultados da analise de HIS 0,25% pela Espectroscopia.
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Fonte: Autora.

Os resultados da analise dos macréfagos J774 tratados com 0,25% de Histidina
foram que houve um aumento significativo na regido 500-700 cm™, regides
associadas a proteinas estruturais e fosfolipidios. A presenca de picos em 3000—-3500
cm™, atribuidas a vibracGes de grupos —OH e —NH, sugere um aumento moderado
no metabolismo, potencialmente associado a ativacdo leve de vias inflamatérias
(Dosal, 2019; Ferrari, 2007; Feuerer et al., 2022; Movasaghi; Rehman; Rehman, 2007,
Pinheiro, 2009; Smith; Dent, 2004; Wang et al., 2020).

Essas leituras sugerem que a concentracdo de 0,25% de histidina promoveu
uma ativacdo metabdlica inicial, ou seja, inflamatdria. Na Doenca de Alzheimer, a
microglia ativada libera citocinas pro-inflamatoérias (como TNF-q, IL-183, IL-6) que s&o

associadas a neurodegeneragao.

Os resultados da andlise da histidina 0,50% se encontram no Gréfico 7:
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Grafico 7: Resultados da analise de HIS 0,50% pela Espectroscopia.
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Fonte: Autora.

Os resultados da analise dos macréfagos J774 tratados com 0,50% de Histidina
foram que a alta intensidade de picos na regiao de 500—700 cm™ sugere uma ativacao
inflamatéria intensa, acompanhada por variagdes em 3000-3500 cm™. Esse padrao
reflete maior demanda metabdlica para sintese proteica e utilizacdo de lipidios,
indicando uma ativacdo mais intensa de vias pré-inflamatérias. Essas alteracdes
também incluem maior intensidade nas regibes 1200-1500 cm™, atribuidos a
deformacbes de ligagcbes CH, e CHs, associadas a cadeias lipidicas, e estiramentos
vibracionais de amidas (Dosal, 2019; Ferrari, 2007; Feuerer et al., 2022; Movasaghi;
Rehman; Rehman, 2007; Pinheiro, 2009; Smith; Dent, 2004; Wang et al., 2020).

Esses dados indicam que a concentracao de 0,50% de histidina induziu uma
maior resposta inflamatoria e respostas imunoldgicas amplificadas comparada com a
concentracdo anterior. Este acumulo de lipideos e a ativagdo metabdlica esta

associado a inflamacéao cronica, interferindo nas fungdes neurais.
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Os resultados da analise da histidina 1% se encontram no Grafico 8:

Grafico 8: Resultados da analise de HIS 1% pela Espectroscopia.
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Os resultados da analise dos macréfagos J774 tratados com 1% de Histidina
foram que a regiao 500—-700 cm™ e 2800—3500 cm™ tiveram um aumento, indicando
uma possivel saturacdo metabdlica. As bandas em 1000-1200 cm™, atribuidas a
componentes de acidos nucleicos e fosfolipidios, sugerem uma ativagao intensa de
vias pro-inflamatérias. A atividade reduzida pode refletir um mecanismo de controle
inflamatorio e adaptacao metabdlica (Dosal, 2019; Ferrari, 2007; Feuerer et al., 2022;
Movasaghi; Rehman; Rehman, 2007; Pinheiro, 2009; Smith; Dent, 2004; Wang et al.,
2020).

Tal comportamento indica que as células chegaram ao seu limite metabdlico e
de gasto energético. Na DA, a resposta inflamatéria exacerbada é frequentemente
observada, com macrofagos superativados, contribuindo para um ciclo vicioso de

inflamacgé&o crbénica que acelera a neurodegeneracao.
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CONCLUSAO

Pode concluir-se, que a concentragao de 0,001 mg/mL de LPS apresentou uma
viabilidade de 198% nos macréfagos J774, pois ativou a resposta inflamatoria celular

de forma equilibrada, sem danificar os macrofgos.

Dos resultados da Espectroscopia de Raman, a concetracdo de 0,25% induziu
alteracdes moderadas nas regides relacionadas a proteinas estruturais e interagdes
moleculares, sugerindo atividade basal equilibrada, ou seja, do seu gasto energético.
A concentracdo de 0,50% demosntrou uma atividade mais intensa, caracterizando
uma resposta inflamatéria maior. A concentracdo de 1% resultou em um impacto mais
intenso nos macrofagos, apresentando uma reoganizacdo metabdlica e maior
consumo energético, indicando um perfil pré-inflamatério caracteristico da Doenca de

Alzheimer.

As modifica¢cdes no metabolismo celular e a intensificacdo da inflamacdo nos
macréfagos tratados com histidina refletem padrdes semelhantes a neuroinflamacéo
observada na DA, onde a ativagéo de células imunes, como a microglia, desempenha
um papel central na progressao da doenca. No entanto, como foi observado um efeito
inflamato6rio nas concentracdes testadas, é fundamental que mais estudos sejam
realizados para investigar a eficacia da histidina como um possivel auxilio terapéutico

na modulacdo da inflamacéo e no tratamento da Doenca de Alzheimer.
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